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INTRODUCCTION

Los hongos son organismos eucariontes y heterotré'
ficos que presentan una amplia variedad de formas y habili-
dad para crecer en diversos habitats como saprobios, parasi
tos o simbiontes. Su estructﬁra basica es un talo filamen—
toso o su equivalente en las formas amiboides y unicelula-
res (Smith, 1975; Ulloa y Hanlin, 1978). Substancias-esencig
les para ios procesos biosintéticos de crecimiento y desarro
1lo son absorbidas del medio ambiente y durante la multipli-
cacidn celular participan en la formacidén de metabolitos pri
marios como son las proteinas, acidos nucleicos, lipidos vy
carbohidratos. Durante la fase final de crecimiento exponen
cial, cuando se acumulan precursores metabolicos primarios 69
mo acetato, malonato, piruvato y diversos tipos de aminoéCi—
dOSrsekproducen substancias quimicamente diferentes denoming
das metabolitos secundarios, Mientraé que el'metabolismo pri
mario es basicamente elbmismo para todos los sistemas vivos,
el metabolismo secundario puede caracterizar sub-especies, es

pecies, o grupos de especies (Maggon et al., 1977).

Como un grupo, los hongos han probado ser particu-

larmente productivos en sus metabolitos secundarios;  sin



embargo, esta productividad ademds de ser especifica genoti-
picamente lo es fenotipicamente, lo cual determina sﬁ extre-
ma sensibilidad a las condiciones ambientales/(éu'Lock, 1975).
Por otro lado, su.capacidad para crecer én diferenﬁes-subs—
tratos influenciados por uﬁ amplio rango de factores, ha ori
ginadé‘la divérsidad bioquimica de tales metabolitos dentro
de los que se incluyen productos como guinonas, antibiéticos,

alcaloides y otros.

Diversos aspectos relacionados con la biosintesis,
estructura quimica y'actividad biblégica de dichos compues-
tos han sido estudiados por diferentés disciplinas; especial
mente, desde el punto de vista de la toxicologia, los metabgv
litos toxicos producidos por los hongos se han definido como
micotoxinas (Wogan, 1975; Christensen, 19757,Moreau/ 1974,
Butler, 1975). Antibiéﬁicos tales como la penicilina y la
estreptomicina, también son considerados micoﬂbxinas; sin em
bargo, el término‘”antibiético” es aplicado a compuestos pro
ducidos por microorganismog gque son toxicos a otros micro-
organismos, mientras que el término "micotoxina" es aplicédo
a productos metabdlicos producidos por hongos,qué éon'téxicos

- para las plantasvy los animalesincluyendOai hombre (Christen-

sen;1975). Las micotoxicosis son las intoxicaciones resultantes



de la ingestidn de micotoxinas,local;zadas en mayor propor—
cion en el material o substrato utilizado por los hongos pé'
ra su crecimiento, que en el micelio o en las esporas.

Moreau (1974), considero 12 géneros y alrededor de 50 varie
dades de subétratos, asi como diversos aniﬁales sensibles a

las toxinas producidas por estos hongos.

Por otra parte; la produccién'de substancias intra
celulares (endotoxinas) por macromicetos venenosos o diver-
sos micromicetos parasitog de blantas, taﬁbiéh son conside-—
rados micotoxinas; sin embargo, la intoxicacidn resultante
conocida también como micetismo, se produce al consumir una
moderada cantidad de los tejidos del hongo que contiene las

toxinas (Christensen, 1975).

Con respecto a la produccion de las micotoxinas es
importante considerar y valoraf los factores ambientales que
determinan su presencia o degradaciéﬁ vy los factbrés genéti-
cos que son responsables de las variaciones ehcontradas en
la productividad de una teoxina en un mismo_género'y especie,
asi como también, su intervencidn en la.sensibilidadlo resis
tencia individual a la accién de la toxina (Davis y Diener,

1970; Jemmali, 1969, Moreau et al., 1965).



En los estudios reaiizados para registrarvla pre-
sencia devestas substancias se utilizan diversos criterioé;
algunos de éstos son considerados.més importantes, ési, por
ejemplo, la especificidad de los efectos toxicos producidbs
sobre un organismo permiﬁe la detec;ién de micotoxinas como
la fusariotoxina vy la esporidesmina' (Scott, i965)7 "La uti
lizacion siﬁulténea de diversos medios de cultivos selecti-
vos y condiciones de crecimiento permiten detectar la totali
dad de la-microfloré de up determinado alimento; el aisla-
miento e identificacién de los hongoé, ademdas de la practi-
ca de la intoxicacidn experimental y el registro de las to
Xinas responsables por medio de la cromatografia, la espéc—
troscopia vy en algunos casos»la’fluorodensitometria, inclu-
yendo una prueba bioldgica como indicador de la relacidn en
tre la estructura quimica y su actividad bioldgica, proveen
de manera integral una’ihtérpretacién correcta de los resul
tados y conclusiones obtenidos (Fishbein y Falk, 1970;

Peters y Sumner, 1953; Goldblatt, 1970; Brown, 1970).

Dentro de los géneros de hongos mas estudiados des

de los puntos de vista anteriormente citados se encuentra el

género Aspergillus, este género ha sido clasificado en orden



sistematico por grupos (Raper y Fennell, 1973) y reciente-
"mente Moreau (1974) considerd 17 grupos, dentro de éstos al
gunas cepas de las especies del grupo A. flavus,como A. fla-

vus Link y A. parasiticus Speare han adquirido unavatencién

considerable debido a la g¢onstancia vy mayor_prodﬁccién de
metabolitos altamente toxicos, conocidos con él nombfe gené
rico de aflatoxinas. Estos compuestos | Capaéeé de inducir
sobre algunos sistemas bioldgicos efectos carcinogénicos
(Newberne et al.; 1966; Enomoto v.Saito, 1972; Aleksandrowicz'
y Smyk, 1971), teratogénigos (Ellis y Di?aolb, l967) v mu—‘
tagénicos (Lilly, 1965; Ong, 1975), se pfesentan‘en dés gru-
pos principales de aflatoxinas>COn una serie de derivados
‘(Figs. 1 y 2). Las aflatoxinas By, B B M., Gl' G2 y

2’ T2a’ 1

G2a han sido aisladas de cultivos de hoggo; v/o de alimen—‘
tos contaminados. Algunas de éstas, asi como también los de
rivados restantes, son metabolitos prpducidos por animales 0
tejidos animales a partir de las toxinas principales, ademas
de que en condiciones in vitro pueden ser registradas utili-
zando microsomas de higada de pdjaros, roedores ybprimates,
incluyendo al hombre (Patterson, 1973; Masri et l:, 1974;

Buchi et al., 1974; Dalezips et al., 1971).
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Fig. 1. Aflatoxina 8. y sus derivados

1
(wWogan, 1975).




Diversos autores (Swenson t al., 1974; wWogan,
1973) han situado a las aflatoxinas como un inferesante gru
po de substancias estructuralménte homologas, que pueden
ofrecer importantes respuestas involucradas géneralmente con
las relaciones existentes entre su éstructura quimica y su

actividad bioldgica.

Desde el punto de vista de sus efectos carcinogé-

nicos, las aflatoxinas Bye By G ¥y M

N 1 inducen la formacion

de tumores en el higado de diversas especies animales; sin
embargo, el nivel de dosis efectiva requerida para la induc

cidn varia en cada una de ellas.

Los resultados obtenidos sobre sus efectos toxicos
y bioquimicos, consistentemente indican una actividad decre-
ciente en orden Bl> Gl> BZ> G, sobre sistemas ;2.2129 utili
zando patos, larvas de peces, embriones de pollo, etc., y én
sistemas in vitro empleando cul£ivo§ de diversas ceélulas de
mamiferos. Se ha descrito un orden de potencia similar so-
bre su habilidad para acoplarse al ADN, alterar procesos bio

quimicos in vitro e inducir cambios funcionales en el higado

de rata (Wogan, 1973).
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Fig. 2. Aflatoxing G vy sus derivados
(Wogan, 1975]).




Colectivamente, esta informacién indica gque la mo
lécﬁla de aflatoxina presenta dos sitios funcionales impér-
tantes como determinantes de sus actividades bioldgicas. Los
sustiiuyentes fusibnadoé‘al nﬁcléo cumarinicb.detérminan di-
ferencias en la potehcia de actividad entre las configuracio
nes By G (Figs. 1 y 2). Un indicadorvde la importancia de
esta parte de la molécula es el hecho de que lavaflatoxina
Frecdentemente existe una

R, es menos potente gue la B

o 1"
marcada evidencié para considerar importante el segmento di-
hidrofurofufano de la aflatoxina B; éompuesﬁos‘que pierden

esta porcidn son inactivos en diversos sistémas investigados;

por otro lado, la reduccién del doble enlace del anillo fu-

rano terminal (Bl en relacién a B

2a)

. B. en relacidn a B
27 P2 ,

produce una significativa reduccidon de su potencia. Estos da
tos son éonsistentes con el mecanismo postulado sobre la ac
tivacion metabdlica de estas substancias utilizando microso-
mas de higado de roedoreé, dé tal modo que el'derivado resul
tante probado en diversos sistemas bioldgicos es mas potente
que la molécula original (Garner et al., 1972; Garner, 1973).
En lo que se refiere a la hidroxilaciodn enblé_posicién 4

(Bl,en relacidén a Ml). parece no afectar la toxicidad pero
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reduce aproximadamente en un 30% la potencia carcinogénica

de My (Wogan,- 1975).

Ahora bien, la evaluacidn de los efectos mutagéni
‘cos producidos por las aflatoxinas,medianté'la observacioén
de las anormalidades cromosémicas mitéticas en cultivos de
células (Dolimpio et al., 1968) y la posibilidad de predecir
estos efectos ig vivo, bagandose en loé‘résultados obtenidos
in vitro (Heddle, 1969), han determinado que este andlisis
sea considerado como un indicador bioldgico a nivel de pobla
cion celular que permite una estimacidén del grado de dafio
producido. Algunos estudios han situado al cultivo de lin-
focitos de la sangre periférica, como ﬁnvtejido celular ade
cuado para la evaluacidon de los efectos élastogénidos (rom-
pimiento cromosémico) inducidos por agentes fisicos; quimi-

cos y/o biologicos (Shaw, 1970; Legator, 1973).

Esﬁos efectos pueden ser evaluados citolégicamen—
te detectando sobre las metafases somaticas rompimientos de
tipo cromosémico y cromatidico. Cuando los leucocitos, es-
pecificamente los linfocitos se encuentran en la fase de mi
vtosis (GO), o en el periodo Gl de la interfase, sebpioducen

rompimientos de tipo cromosdmico como consecuencia de su ex
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posicidn a un determinado agente mutagénico; sin embargo, si
‘la accion de este compuesto se efectia en los. estados del ci.

clo celular S o G ’después de que el cromosoma se ha repli-

5
cado y ha originado dos crométidas hermanas, se producen rom
pimientos de tipo crdmatfdico. De este modo,‘en el rompi-
miento cromosoémico la unidad de rompimiento y-de intercambio
es el cromosoma completo (ambas crométidas‘en el mismo lo-
cus), mientras que en el gromatidico ﬁnicamente la cromati-
da se observa‘afectada. Frecuentemente, las aberraciones de
tipo cromosomico observadés en la segunaa divisidén mitotica
pueden derivarse de una duplicacidn de aberraciones que fue
ron inicialmente de tipo eromatidico (Fig. 3). Es interesan
te hacer notar que otros agentes pueden producir ﬁﬁicamente
alteraciones cromatidicas, aunque las células hayan sido ex
puestas a éstos en los periodps G, o Gl, debido principal-
menté a la especificidéd de su acéién sobre algunos de los
estados del ciclo celulaf en células eucafiéntes (Evans Y

O'Riordan, .1975).

Con base en lo expuesto anteriormente y consideran
do que, en condiciones naturales, debido a la ingestidn de

alimentos contaminados y/o a la inhalacidn de conidios u
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Fig. 3. Relacion entre el tipo de aberracion v estado en el

ciclo celular en qgue actla un clastogeno (A). M, mi
tosis; C, rompimiento cromosémico; D, rompimiento -
< . . . v < .
cromatidico; S, rompimiento subcromatilidico. (B).rom
. s - . . . . .
pimiento cromosémico derivado de un cromatidico: -

'a, cromosomas normales en G,; b, alteracidn cromati

dica en la primera metafase; c, anafase; d, replica
cion durante la interfase y e, aberracion cromosomi
ca en la metafase siguiente; N, célula con cromoso-
mas sin dafio. (Evans et al., 1975, modificado por -
la autora). -
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otras estructuras fungicas, muchos sistemas bioldgicos, in-

cluyendo al hombre estan expuestos a las micotoxinas produ-

cidas por diversos hongos y entre estos se encuentran algu-

nas de las especies representantes del grupo A. flavus, en

el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos:

1.

Al incubar cultivos de linfocitos humanos inoculados

con esporas de Aspergillus parasiticus Speare (cepa pro

ductora de aflatoxinas) o con esporas de Aspergillus

tamarii Kita (cepa no.pfoductora de aflatoxinas) los
efectos de las micotoxinas producidas en el medio am-
biente del cultivo, podrian reflejar de'una manefa mas
natural lo que ocurré en condiciones in vivo (Aroche;

1973; Ledn y Aroche, 1977).

No obstante que diversos factores del'médio influyen so
bre el crecimiento de los.hongos y sobre su capacidad
para producir micotoxinas, se cbnsideré él medio de cul
tivo para linfocitos adecuado para satisfacer las nece-
sidades requeridas por las cepas utilizadas’en‘estbs es
tudios; por consiguiepte, los efectos producidos por
las micotoxinas podrfén ser entonces evaluados'mediante

el andlisis de los cambios observados sobre el proceso
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de la divisidn celular. y la morfologia de los cromoso

mas {(loc. cit.).

Si la infeccion experimental funciona como un método
adecuado para detectar los efectos de las micotoxinas
producidas bajo estas condiciones, el sistema}podria
ser Gtil éomoiun ipdicador de la presencia de hongos
productores de micptoxinas creciendo naturalmente so-

bre diversos substratos (loc. cit.).

La evaluacién de la utilidad de este método implicaria
la comparacion de Jos efectos producidos por las mico
toxinas formadas por el hongo naturalmente en el medio

de cultivo de linfgecitos y los obtenidos al agregar en
i ' ’

el mismo sistema de cultivo las substancias separadas

y aisladas a partir de los extractos flingicos (Leodn et

al. 1978).

El anélisis de los efectos producidos por estas mico-
toxinas y otros metabolitos secundarios, unido al es-
tudio de su estructura quimica y sitios funcionales,
puede contribuir notableménte no solo a nuestro cono-
cimiento sobre la toxicologia de los hongos, sino tam

bien a los estudios concernientes a la busgueda de otras

propiedades relacianadas con su actividad bioldgica -

(loc. cit.).

———
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MATERIAL Y METODOS

Con el objeto de caracterizar en estos estudios

las cepas de A. parasiticus, A. tamarii y A. flavus en re~-

lacion directa con su capacidad para producir aflatoxinas,

fueron inoculadas por triplicado esporas de A. parasiticus,

NRRL 2999, A. parasiticus, NRRL 465, A. tamarii, NRRL 429

vy A. flavus, NRRL 1957, en 15 ml de un medio que contenia

2% de e#trac;o de levadura (Difco 0127—01) mas 15% de saca-
roéa (Baker Analyzed 4072), en matraces de 125 ml que pos-
teriormente fueron incubados a 28°C durante cinco dias. Los
cultivos asi tratados fuerdn fiitrados, lavados con agua deg

tilada estéril y concentrados hasta 2-3 ml por evaporacidn,
J

segin la técnica de Davis et al. (1966).

!
|
fy

Los compuestos presentes en los extractos fueron
registrados por medio de cfoﬁatografia ascendente con papel
Whatman No..l, eluidos con agua destilada y un estdndar mil
_tiplé para aflatoxinas NRRLV8578—76—A. Los cromatogramas
fueron analizados bajo luz ultravioleta de onda larga y el
patron de bandés fluorescentes fue registrado, obteniéndose»

los valores Rf del estandar y de las muestras investigadas
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asi como una cuantificacion aproximada con base en la apre-
ciacion visual de la intensidad de la fluorescencia de cada

una de las bandas comparada con la del estandar.

De las cuatro ecepas caracterizadas anteriormente,

Unicamente alicuotas de 100 wunl de los extractos crudos de

A. parasiticus, NRRL 2999, de A. tamarii, NRRL 429 y del es
tandar NRRL 10450-03-A fueron repetidamente cromatografia-
dos sobre papel, eluidos con agua destilada vy cromatografia
dos sobre gel de silice G, eluidos con una mezcla de cloro-
formo~-metanol-agua (97:3;1) segﬁn la técnica de Manabe et.

al. (1970).

i
A
/

Las substancias producidas por A. tamarii en nﬁmg
ro de tres: "a", "b" y "e", fueron separadas de los cromato
gramas én papel,vextraidas con agua bidestilada estéril vy
liofilizadas. Debido a gue los valores Rf y la fluorescen
cia de estas substancias no coincidieron con los registros
de las aflatoxinaé en el esténdar;se procedid a establecer su’
ptobable estructura quimiqa, para lo cual, muestras colecta
das a través de varias extﬁaéciones favorablés fueron‘estu—-
diadas por medio de los apalisis de los espectros registra-

dos en el ultravioleta (UV) con un espectrofotdometro
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Perkin-Elmer, en el infrarojo (IR) con un Infra Cord, Per-
kin-Elmer y de resonancia magnética nuclear (RMN) utilizan

do un espectrometro de resonancia CFT-20 Varian.

Los cultivos de linfocitos humanos de sangre peri
férica se obtuvieron por una modificacidn del'métodé conven
cional (Arakaki y‘Sparkes, 1963): sangrévvenosa humaha fue
obtenida usandé una jeringa heparinizada y 0.5 ml de sangre
completa fue inmediatamente adicionada a frascos ampula de‘
100 ml que contenian 4 ml de medio de cultivo TC-199 (Difco
5477), lAml de suero fetal de ternera inactivado a 60?C
(Gibco 614), 0.25 ml de fjitohemaglutinina "M" (bifco 0528),
0.10 ml de penicilina-estreptomicina, equivalente a 1,000 U
de penigilina y 1,000 pg de estreptomiéina (Difco 5854) y 0.10

ml de una solucidn de glutamina al 5% (Difco 5789).
| '

Los experimentog fueron conducidos de la siguiente

manera: esporas de A. parasiticus NRRL 2999 y de A. tamarii
NRRL 429, fueron inoc;ladas en los frascos ampula éor dupli
cado e incubadas durante 66 horas a 37°C. .Los cultivos tes~-
tigos no fueron inoculados con esporas Yy se procesaron simui

taneamente.
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Al final del periodo de incubacidn se afladieron a los culti
vos 0.05 ml de una solucion de 2 pg/ml delmitostatico Colce
mid (Ciba, 001641l); se incubaron_durante 6 horas para com-
pletar un periodo de incubacién de 72 horas, después del
cual el contenido de cada frasco de cultivo se centrifugé a
150 g durante 7 minutos; se deseché el sobreﬁadénte y el pa
quete celular se resuspendié en agua destilada estéril has-
ta completar 5 ml. Los tubos fueron incubados a 37°C dgrag
te 15 minutos, al término de los cuales se centrifugaron a
150 g durante 7 minutos y. nuevamente se desechd el sobrena
dante; el paquete.celular de cada tubo se.resuspehdié suave
mente en 5 ml de fijador elaborado con metaholQécido acéti-

co (3:1) y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 mi

i
i

nutos."Se centrifugaron a 150 g durante 7 minutos, se de-
secho §l sobrenadante y se resuspendid en 5 ml de fijador;
Se repitié el lavado hasta que ei paquete celular estuvo 1i
bre de hemoglobina y los tubos se dejaron 24‘horas en el con

gelador, segin la técnica propuesta por Moorhead et al. (1960).
Con el contenido de cada uno de los tubos se elaboraron las
preparaciones que fueron secadas al aire, tefiidas con una solu

ciodn de Giemsa-Leishman~agua (3:1:36) durante 20 minutos a

temperatura ambiente; se enjuagaron con agua destilada vy
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alcohol al 50% y finalmente se dejaron secar a temperatura

ambiente.

El analisis efectuado tanto en los cultivos testi

gos como en los tratados fue el siguiente:

l.

Observacién de figuyas mitoticas (Fig. 4) y determina-
cidon del indice mitadtico, expresado como por ciento del

total de células analizadas.
Registro del numero ¢romosodmico.

Analisis citogenético directo (Legator y Flamm, 1973;

Evans y O'Riordan, 1975), observacidén y determinacidn

‘de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas o efec-

i

tos clastogénicos (Shaw, 1970).

[

Registro del sitio, cromosoma y/o0 grupo cromosomico en

los cuales las alteraciones fueron observadas.

La identificacidén de los cromosomas se realizd de acuer
do con el sistema estandar de nomenclatura de cromoso-
mas humanos propuestp en la conferencia de Denver en

1960 (Fig. 5).



-Interfase Profase temprana Profase tardfa

-Metafase Anafase Telofase temprana Telofase tardfa

Fig. 4. Interfase y estados de la mitosis de linfocitos humanos en cultivo
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concluido este ahélisis, que corresponde propiamenteva
la fase de la ihfeccién:experimental v en Vista de que los
efectos de las aflatoxiﬁas purificadas ya.ﬁan sido evalué—
dos en diferentes siStemas in wvitro (Lilly,
1965; Dolimpio et al., 19685, se realizaron los experimen
tos para la investigacién de las»substancias.aisladas de A.
tamarii vy sus efectos sobre cultivos de linféciﬁos humands.
Péra ello, cultivos de linfocitos humanos obtenidos mediante

. / L

la metodologia descrita enp la fase anterior, fueron éxpues—
tos durante 72 horaS'pof geparado y en duplicado a 100  pug
de la banda "a"; 60 pung de la banda "b“ y a 100 ug de la
banda "c". El periodo ae incubacidon considerado previamen-
te para la aplicacidn del mitostatico, asi como las eta?as
correspéndientes a la cosecha se mantu&ieron invariables.
Los cul@ivos de linfocitosg no expuestos a estas substancias

fueron considerados testigos y se proceSaron simultdneamente

con los tratados.

"El andlisis realizada tanto en los cultivos tratados

como en los testigos inclyyo:



2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
13 14 15 14 17 18

Fig. 5. Esquema de los cromosomas humanos segin la clasificacidén de Denver (1960) .

19 20 2 2 : Y
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1. Observacion de figuras mitoticas y determinacion del
indice mitdtico, expresado como por ciento del total

de células analizadas.

2. Registro del nimero cromosomico.

3. Analisis citogenético directo, observacidén y determi-
nacion de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas

o efectos clastogénicos.

El andlisis egtadistico se realizd usando la prue
2 , .
. ba de X para la distribucion y significado del dafio cromo-

somico observado en relacion a la longitud del cromosoma en

'cultiné de linfocitos infectados con A. parasiticus.

Para conocer la significancia estédistica de las
diferencias observadas en los porcentajes obtenidos de los
_efectos sobre el indice miﬁético, figuras mitdoticas vy dafio
cromosémico en relacidn con los testigos y entre las subs-—
tancias aisladas de A. tamarii, se utilizd la prueba de di-
ferencias de proporciones (Spiegel, 1970), cuya desviacidn

tipica esta dada por:



donde
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\/ Pq (LA I/

- 1 2 2
+
Nl N2
qg= 1-P

proporciones muéstrales de dos gran-
des muestras (porcentajes obtenidos

3

de las Qbservaciones).

tapmafios de las dos muestras extraidas

de las poblaciones respectivas P157P2

estima de la proporcion poblacional
probabilidad de no ocurrencia de un

syceso

Con la variable tipificada -z dada por

z =

P - By

1
RS

a un nivel de significacion de 0.05, cuando

t

z = =-1.645 O .1.645



-25-

Estableciendo que}

cuando z > -—1,645-6‘vl.645, los résultédos son

significativos al nivel del 0.05 i las diferen-°

cias observadéévse deben a la accién.de la subs-
_ , |

tancia investigada, con una probabilidad de

p> 0.05

y cuando z ¢ -1.645 & 1.645, los resultados no
son significativos a este mismo nivel y las dife-

rencias observadas se deben al azar.
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RESULTADOS

El analisis cromatografico preliminar (Fig. 6) con-

- firmdé que cuatro de las bandas de los extractos de A. parasi-

ticus 2999 (Tabla I,; y dos de A. parasiticus 465 (Tabla I1)
coincidieron con el esﬁéndar gue contenia las cuaﬁro priﬁcipg
les aflatoxinas (Tabla III); sin embargo, mediante este prﬁcg
dimiento, la presencia de metabolitosvno idenéificados como
aflatoxinas fueron registrados en los extractés de g. tamarii
429 (Tabla 1IV) vy én los de A. flavus 1957 (Tabla V). En las
figuras 7 y 8 se muestran las bandas obtenidas de A. tamarii
utilizando cromatografia en papel y en gel de silice G, res-
pectivamente; en la primera pueden observarse tres diferentes
bandas: banda "a" con un wvalor Rf de 0548 vy fluorescencia azul;
‘banda "b" con un valor Rf de 0.52 y fludrescehcia amarilla,
Yy ia bagda "c" con un valor Rf de 0.58 y fluorescencia verde;
- en la segunda se observan solamente dbs-de las bandas: "a"
con un &alor REf de 0.33 j fluorescencia azul y "c¢" con un va-

lor Rf de 0.16 y fluorescencia verde. -

Por otro lado, la variabilidad observada en la pro-
duccion de las bandas "a', "b" y "c", sugiere la participacion
de diversos factores que aparentemente eﬁercen una influencia
particular sobre los mecanismos de induccidn y/o represion de

cada banda, por consecuencia estos efectos se reflejan en la
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6. Valores Rf de las bandés éisladas por cromato-

grafia de los extractos de cultivos.de (A) -~
Aspergillus parasiticus NRRL 2999; (B) Aspergillus

parasiticus NRRL 465; (C) Aspergillus tamarii
429; (D) Aspergillus flavus NRRL 1957; (E)
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 con el estan-

- dar de aflatoxinas y (F) estandar de aflatoxinas.

0



TABLA 1

Valores Rf de las bandas aisladas por cromatografla de los -
extractos de cultivos de Asperglllus parasiticus NRRL 2999

1 2 3 4 5 6

F* azul azul “verde verde amarilla verde

2999 (Rf) 0.22  0.32 0.40  0.48 0.52  0.59
" " | 0.22 0.32 0.40 0.48 0.52 0.57

Estandar* 0.22 0.32 0.39  0.50 - -

2999 X 0.22 0.32 0.40  0.48 0.52 0.58

u (RE) 0.24 0.36 0.42 0 48 0.52 0.56

n n 0.23 0.31 0.41 0.48 0.53 0.6l

Estandar ** 0.23  0.35  0.41  0.53 - -

2999 X »0.23' 0.34 0.41 0.48 0.52 0.58

Estandar ** 0.24 0.35 0.40 0.51 - -
"X 0.23 0.34 0.40 0.51 ~ -

2999 X' 0.23 0.33 0.41 0.50  0.52 0.58

2999  + | E** 0.23 0.35 0.42 oQ48 0.52 0.57

Aflatoxina *** By B, Gy G,

Metabolito ‘ | S ngn "yt

X Promedio

* Fluorescencia en UV de onda larga.

** Aflatoxinas By, By, G, ¥ Ga-
* %%

Cuantificacidon de las™ aflatoxinas con base en la apreciacidn
visual de la intensidad de fluorescencia:

"Estandar = 1 : A. para51t1cus 2999
2.5 ng/ml de B; : Extracto _
0.5 mng/ml de By - €13 = L11 (4)
2.0 wmg/ml de Gy [21 = . [11 (3)
0.5 wg/ml de G €31 = [11 (5)

2
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TABLA II

vValores Rf de las bandas aisladas pdr cromatografia de los
extractos de cultivos de Aspergillus parasiticus NRRL 465

B A N D A
1 o2 3 4 5 6
F* azul -~ - azul verde verde amarilla verde
465 (Rf) 0.21 - 0.39 ~  ~ - 0.73
" " 0.25 - 0.42 s -~ 0.77
" " 0.24 - 0.43 - - 0.73
" " 0.23 - 0.40 - 0.44 0.56
465 X 0.23 - 0.40 - 0.44  0.68
Estandar** 0.24 0,35 0.42 0.51 _ -
" 0.23 - 0.35 0.41 - 0.53 - -
"X 0.23 0D.34  0.40 0.51 - -
465 + (E** 0.22 .32 ‘0.39 0.50 - -
1 * % % ) —_ : —
Aflatoxlﬁﬁ B, ) | Gl |
Metabolito : : : g ket
E_ Promedio
* Fluorescencia en UV de onda larga.
* % Aflatoxinas By, Byy Gy ¥ G, o .
*okk Cuantificacidn de las™ aflatoxinas con base en la apreciacidn

visual de la intensidad de fluorescencia:

Estandar = 1 | A. parasiticus 465

2.5 wug/ml de By Extracto Gy ' Bl
0.5 ng/ml de B, 01 = [ (3) [1] (.5)
2.0 ug/ml de Gy 1 = [ (2.5) (1] (.5)
0.5 ng/ml de G, B3 = 01 (2) (1] (.5)
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TABLA IIX

Valores Rf de las aflatoxinas aisladas por cromatografia
del estandar multiple NRRL 8578-76-A

B A N D A
1 2 3 4
F* azul aqu | verde 'verde
8578-76-A%* (RE) 0.22 0.32  0.39  0.50
" 0.24 0.35 0.42 0.51
" 0.23 0.35  0.41  0.53
X 0.23 0.34 0.40 0.51

X Promedio
* Fluorescencia en UV de onda larga.

*x 2.5 ng/ml de aflatoxina By
0.5 wng/ml de aflatoxina B,

2.0 wng/ml de aflatoxina Gy

0.5 wmg/ml de aflatoxina G,
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calidad tanto‘cualitativa como éuantitativa'de su obtenciodn
y determinan las cafacteristicas de pureza y cantidad reque
rida para los andlisis espectroscdpicos. Estos’factores
afectan marcadamente la ﬁrésenciabde las bandas ”a“ y "b" vy
no se observan como limiténtes de la produdcién de la banda
"c". Por consiguiente, la estabilidad en labproduccién de
dicha banda permitid establecer hasta el momento uné estruc
tura quimica tentativa obtenida del analisis e interpreta-
cidén de las sefiales emitidas én los espectros de UV, IR Yy

RMN que se indican a continuaciodn:

La absorcidn en el UV (Fig. 9 ) nos indica la pre
sencia de un sistema insaturado con maxima absorcidn en:

/!
1

1) A h

2) Aay

3)/(Max= 216 nm

283 nm

270 nm

Estos datos coinciden con la presencia de un cro-

moforo del siguiente tipo;
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TABLA v

Valores Rf de las bandas aisladas por cromatografia de los
extractos de cultivos de Aspergillus tamarii NRRL 429

B A N D A
1 2 3 4 5 6 7
P* | _ azul azul verde azul verde amarilla wverd:
429 (RE) - - - 0.46 - 0.51  0.52
" - - - 0.47 - 0.52 0.58
" - - ~ 0.52 - 0.56 0.64
429 x - - - 0.48 - 0.52 0.58
Estandar ** 0.22 0,32 0.39 - 0.50 - -
o 0.24 0,35 0.42 - o.s1 - -
u | 0.23 0,35 0.41 - o0.53 - -
"o E ©0.23 0,34 0.40 - 0.51 - -
Aflatoxina - - '- - -
Metabolito | - ngn upu ng

— . ¥

X Promedio
*  Fluorescencia en UV de onda larga.

* % Aflatoxinas B, B_, G y G_.
1 2 1 .2



TABLA v

Valores Rf de las bandas aisladas por cromatografia de los
cultivos de Aspergillus flavus NRRL 1957

~ g A . o N
1 2 3 4 5 6 7 8

F* azul azul verde verde azui amarilla azul verde
1957 (RE) - - - - 0.50  0.54  0.55 0.60

" - - - .- 0.56  0.61  0.75 0.82

- - - - - 0.52°  0.57  0.59  0.65
1957 X - - - - 0.52  0.56  0.63 0.69
Estandar** , 0.22 0.32 0.39 0.50 - - - -

" 0.24 0.35 - 0.42 0.51 - - - -

"X 0.22 0.33  0.40 0.50 - - - -
Aflatoﬁinas - . - | |
‘Metabolito = . ' oy mivo nen o np

X Promedio
* Fluorescencia en UV de onda larga.
*x Aflatoxinas B B, G y G-

17 72" 2
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Valores Rf de las bandas alsladas por
cromatografia de los extractos de cul
tivos de (a) Aspergillus parasiticus,
(B) Aspergillus tamarii y (C) estan-
dar de aflatoxinas. -
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Fig. 8. Valores Rf de las bandas aisladas por
cromatografia en capa delgada de gel
de silice G, obtenidas de los extrac-
tas de cultivos de 1) Aspergillus -
tamarii. El estandar de aflatoxinas
se muestra en 2.
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En el IR (Figs. 10 y1ll) se observan bandas en:
-1
3300 cm —OH
-1
2920 cm —C H3
-1
1650 cm , .
-1 NC= cond 4
1630 cm ~C=0  (conjugado)
1590 -1 :
cm dobles enlaces ar_ométicos
1400 cm_l
0 CH,-O-
1355 cm
1230 cm—-l C~0O en CH3—O'-—
-1 | | |
ll4Q' cm :
-1 O~
1075 cm O
! -1
1040 cm
-1
940 cm
-1 _
862 cm N
-1
770 cm
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00 o Fig. 9. Espectro de absorcidn de 13 banda "¢" en 13 regidn ultravioleta (uv).

. - Solvente : agua

0.9 h | Referencia : agua.
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Espectro de absorcidén de la banda "c" en el infrarojo (IR).

Sélvente : K Br Referencia : aire

1100 1008 Jee 800 700 600

500

44
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Fig. 11. Espectro de absorcidén de la banda "c" en el infrarojo (IR).

Solvente : K Br ' Referencia : aire -

s

o,
S

000 - 3500 3000 2500 2000 1500

FRECUENCIA (CM-"
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En RMN (Fig.13 ) se observa una sefial a 4.5 ppm
correspondiente a CH3—O—. En esta regidn se observa también

una sefial que localiza al protdn base * del hemiacetal

La sefial en 8 ppm corresponde a los protones aromé
ticos y los protones bencilicos aparecen alrededor de 7 -ppm.
Tanto en el espectro de IR como en el de RMN se Observaron
bandas bien definidas que son caracteristicag'de_compuestos

puros.

/1
i

1

En la figural3 se muestra un resumen de las prin

cipales sefiales registradas por medio de estos analisis.

Por otro lado,cuatfo diferentes elementos fueron
encontrados en‘los cultivos infectados con esporas de A. para-
siticus y de A. tamarii: linfocitos humanos con figuras mito-
‘ticas, micelio, estructuras conidiales y esporas del hongo co
rrespondiente (Fig.14). Lé frecuencia de estas estructuras se

observo con una distribucion al azar. En los cultivos testigos

fueron registrados Gnicamente linfocitos y figuras mitoticas.



—il | -

Fig. 12. Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN)
de la banda "c".

Referencia : DSS

oanm



‘I@
o~

Fig. 13. Seflales caracteristicas emitidas en
los espectros de UV (<7}), IR (T3)
YRMN (O ).
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El efecto de la iﬁfeccién experimental con A. pa-
rasiticus produjo sobre la divisién celular un incremento del
indice mitotico y en los cromosomas un aumento de la frecuen-—
cias de aberturas cromatidicas en relacién con las obtenidas
en los testigos.(Tabla Vi). Estos efectos fueron opuestos a
los observados en los cultivos de linfocitos ihoculados con
esporas de A. tamarii en/donde se encontrd una marcada inhi

cidén en el nimero de figuras mitoticas producidas y la ausen

cia de alteraciones cromogoOmicas (Tabla VII).

En la Tabla VIII se aprecia ia distribucién de 277
aberturas cromatidicas enéontradas tanto en cromosomas iden-—
tificados.individualmente como en los identificados por gru-
po cromgéémico; este analisis fue realizado sobre fotomicro-.

grafias de 50 células en metafase escogidas al azar en los cul
i

tivos tratados con A. parasiticus. Los,porcentajés v el nﬁmg
ro total de aberturas cromatidicas en cada grupo éromosémico,
asi como el‘éitio de ruptura, se muestran en la Tabla IX; en
la misma estan incluidos él_nﬁmero total y el porcentaje de
alteraciones en los brazés del cromosoma y en la regién cen-
tromérica. La frecuencia‘defrompimientos situados enblos bra

zos largos de los cromosomas fue mayor que en los cortos.



Cultivos de linfocitos humanos inoculados
con esporas de A. parasiticus. A, By C,
figuras mitdéticas (m) de linfocitos huma-
nos (1i), micelio (mi). D y E, esporas -
(e) micelio (mi) y linfocitos (1li).
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‘TABLA VI

Efecto de la lnfecc1on de Aspergillus parasltlcus

sobre
linfocitos humanos en cultivo

Figuras mitoticas Indice mitdtico
Analizadas Sin dafio Dafadas
Total % Total % : Total % %
Testigos 1800 100 1770  98.3 30 1.7 | 1.88
A. parasicitus 2830 100 2510 88.7

320 11.3 4.50
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TABLA VII

Indice mitdtico en cultivos de linfocitos infectados
con A. parasiticus (productor de aflatoxinas) y con
A. tamarii (no productor)

'Indice mitdtico %
Testigos 1.88 100
Aspergillus parasiticds 4.50 239

Aspergillus tamarii 0.10 5

i
7




TABLA VIIT

Distribucidén de 277 aberturas cromatidicas encontradas en
los cultivos infectados con Aspergillus parasiticus, por
identificacidén individual de los cromosomas (1 a 22) vy
por grupo ("A" a "G") ‘ ‘

Aberturas = cromatidicas

Grupo  Cromosoma NUmero - Total por % por
cromosdémico  individual grupo grupo
1 23
||Al| 2 22
| 3 | 15
2% 62 22.4
4 2
H B H
5 5
24%* 31 11.2
6-X 9
7 7 |
8 1 )
||C|| 9 l
10 2
11 4
12 2 ‘
90* . 116 41.9
. 13 2
|';D 11 14 6
15 2
j 27%* 37 13.4
16 1
”El' ) 17 5
18 1 .
16+ 23 8.3
|I'F||‘ 19 O
20 0
’ 1% 1 0.4
'an 21 2
22 0
5% 7 2.5

Cromosomas identificados por grupo unicamente.
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TABLA

IxX

Distribucidn de aberturas cromatidicas por grupo cromosomico
sitio de dafio en los &ultivos infectados con Aspergillus parasiticus

Yy poxr

wor sitio

73

2717

Grupo Brazo corto Centromero Brazo largo Por grupo
cromosomico No. % No. % No. % Total %
A" 28 45.2 é 0 34 54.8 62 22.4

npu 3 9.7 2 6.4 26 83.9 31 11.2

"C 40 34,5 4 3.4 72 62.1 116 41.9

"D 0 0 13 35.1 24 64.9 37  13.4

nE 2 8.7 5 21.7 16 69.6 23 8.3

g 0 0 1 100 0 0 1 0.4

e 0 0 0 0 7 100 7 2.5
Total 26;4 25 9.0 179 64.6 100
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Los dafios situados en el centrdmero mostraron una frecuencia

menor que los observados en brazos largos y cortos.

La localizacidn del dafio observado en los culti-

vos tratados con A. parasiticus no fue la esperada, ya que

la mayor cantidad de rompimientos se presentd en el grupo

"C" y no en los grupos "A" y "B" como ha sido registrada por
Cohen g; al. (1967), y por Dolimpio gg.g;. (l968), quienes em
plearon LSD-25 y aflatoginas, reséectivamente (Tabla X). E1

numero modal fue de 46 cromosomas y no se encontro afectado.

En la Tabla XI, aparecen algunosﬁde los resulta-
dos‘obtenidoé del analisis sobre los efecﬁos producidoé por
los tres compuestos aislados de A. tamarii sobre linfocitos
, ‘j :
humanos en cultivo. La inhibicidn en el numero de figuras
producidas fue evaluada por medio de la comparacién de los in
dices mitoticos obtenidos‘entre los cultivos tratados'y los
testigos. Estos resultados indicaron una actividad inhibito
ria decreciente en orden - "a"> ”bﬁ > "c" marcadamente‘sign;
ficativa sobre este sistemg. Mediante elvanélisis de los

efectos producidos por dichas bandas sobre el porcentaje de



Distribucion y prueba de

TABLA X

%2

del dafio cromosdémico observado en
cultivos de linfocitos infectados con“AspergilluS

parasiticus,

comparada con el dafio registrado utilizando LSD-25y Aflatoxinas

Distribucidén del dafio con base en la identificacién

individual

de los cromosomas ~("a"l, "A"2y "A"3) o por grupo cromosomico
(an a nGu) : - :
"Al” "A2" HA3II ”B'_" “CII llDIl. HEH o I|Fll IIGII TOTAL
0 154.0 119.0 41.0 93.0 -~ 420.0 45.0 41.Q 11.0 6.0 930.
E 80.8 75.7 63.4 113.0 346.5 93.7 80.3 42.2 34.3 929.
2 \ ' ' .
) ]/E 66.2 24.8 7.9 3.5» 2 15.6 25.3 19.2 23.1 23.1  209.
X2 = 209.0; p0.00L, df =8 (Cohen et al., 1967).
0] 47 .0 39.0 22.0 50.0 121;0, 29.0 21.0 4.0 5.0 338.¢
E 29.1 27.2 22.8 40.7 129.4 33.7 28.9 15.2 10.9  337.
2 ’ .
3] ) /E11.0 5.1 0.03 2.1 0.5 0.7 2.1 8.3. 3.1 32.°
2_ .
X = 32.9;  p<g0.0005, df = B8 (Dolimpio et al., 1968).
o 23.0 - 22.0 17.0 31.0 116.0 37.0 23.0 1.0 7.0 277.
E 23.8 22.3 18.7 33.3 106.1 27 .6 23.7 12.5 8.9 276.
1/ 0.03 0 0.2 0.2 0.9 3.1 0.0l 10.5 0.4 - 15.
2 ‘ i ~ . .
X = 15.3; 0.10>p > 0.05, df = 8 (Ledn y Aroche, 1977).
O = Daflo observado.
E = El dano esperado por unidad de longltud del cromosoma se derivo

de la multiplicacion de los valores de longitud descrltos en el

sistema de clasificacion de Denver en 1960, por el nimero de

rupturas observado.
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TABLA XI

Efecto de las bandas aisladas por cromatografia de
los extractos de cultivos de Aspergillus tamarii
sobre linfocitos humanos en cultivo

células Indice % de
analizadas mitético  inhibicidn
Testigos 86117 0.53 | -
Banda "a" 241168 0.24% 55
- Banda "b" 123591 0.43*' ' 19
Banda "c" 162350 1 0.48% 9.5

[

P> 0.05, con respecto a los testigos.

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporcio
nes (Spiegel, 1970). '
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cada figura mitotica (Tabla XII) se encontrd que en rela-
cidn con los testigos el nimero de profases (Fig5 la, B)’se
incrementé considerablemente en cultivos expuestos a las
béndas "a" y "b", sin embargo, las anafases se encontraron
inhibidas por "a" y "c" y las mefafases marcadamente inhi
bidas por las tres. Es imporﬁante'seﬁalar Que la 5anda e
no incrementé el nGmero de profases y la "b" no disminuyé

el de anafases.

Diferencias entre los efectos de lasibandas indi~
can que en lo qué se refiere a las metafases todas fueron sig
nificativamente diferentes, asi como tambiéﬁ en las profases.
Estos resultados no se ohtuvieron en el anélisis de anafases,
en‘el CQal la banda "a" no mostro diferencias significativas
respecto a "b" y "c¢", pero a la vez "b" vy "c" si fueron di-

ferentes (Tabla XIII).

Por otro lado, para‘determinar él»papei de loé
efectos claétogénicos sobre el efecto iﬁhibitorio, se evalud
el nivel de toxicidad de gada banda con base en el significa
do estadistico del‘porcentaje de aberraciones cromosémicas

registradas en estos cultivos (Tabla XIV).
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TABLA XII

Porcentaje de figuras mitoticas en cultivos tratados
con bandas aisladas por cromatografia de los extractos
de cultivos de Aspergillus tamarii

ToEal de Profases Metafases Anafases
celulas
analizadas Total % Total % Total %
Testigos 86117 - 8 0.01 466 0.52 6 0.007
Banda "a" 241168 68 0.03* 499  0.21% 5 0.002%
Banda "b" 123591 22 0.02%* 500 0.40%* 5 0.004
Banda "c" 162350 12 0.01 771 . 0.47% 2 0.00L1*

* A

P > 0.05, con respecto a los testigos.

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporciones (Spiegel,
1970).
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TABLA XITII

Porcentaje de figuras mitoticas en cultivos tratados
con bandas aisladas por cromatografia de los extractos
de cultivos de Aspergillus tamarii

ToFal de Profases Metafases ~  Anafases
celulas
analizadas Total % Total % Total %
Banda "a" 241168 68  0.03% 499  0.21* - 5 0,002
Banda "b" 123591 22 0.02%* ' SOO 0.40%* 5 0.004**
Banda "c" | 162350 12 0.0l* 771 0.47% 2 0.00L1%%.

%

P > 0.05, entre las bandas "a", "b" y "c".
** P > 0.05, entre las bandas "b" y "c".

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporciones (Spiegel, 1971
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El analisis citogenétido}directovdetecté efectos
de dos tipos:. aberturas cromatidicas (Fig. 15, B) y un efec
to clasificado como ruptﬁra miltiple de los cromosomas en sus
cromdtidas, o clasificado como una probable reduplicacién cro
mosOmica debido a que el puimero modal registrado se encontrd
eh un rango de 90-92 cromosomas (Fig. 16, A); En relacidn
con los testigos, el porcentaje de aberturas cromatidicas fue
significativamente.diferente en "b" (P> 0.05) y "a"
(P>0.05); sin embargo, "e" (P< 0.05) no presentd estas di
ferencias. EL analisis entre las bandas registrs que "a" no
difiere de "b" y de "c¢", pero I‘.]o"'y"c“ (P> 0.05) tienen

efectos diferentes (Tabla XV).

Con respecto a la probable reduplicacidén o rompi-
miento cromosémico en sus cromatidas, se encontrd que ademds
de que en los cgltivos testigos no se registraron,:no se oOb-
tuvieron diferencias significativaé de tal efecto entre las

'bandas.
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TABLA XIV

Analisis citogenético directo de cultivos de
linfocitos tratados con las bandas aisladas por
cromatografia de los extractos de cultivos de
Aspergillus tamarii

Total de Aberturas Reduplicacidn

- .. , cromosomica o
metafases cromatidicas s :

cromatidas separadas

analizadas | Total % Total %
Testigos 446 - 6 1.33 o= -
Banda "a" 499 17 3.41% | 7 1.4
Banda "b" 500 25 5.00% . . 14 2.8
Banda "c" 771 | 15 1.95 10 1.3

P > 0.05, con respecto a los testigos.

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporciones (Spiegel,
1970). S '




Fig.

15.

Efectos clastogénicos observados en los -
cultivos inoculados con esporas de A. pa-

rasiticus o con las substancias aisladas

por cromatografia de los extractos de cul
tivos de A. tamarii. A, cromosomas metafd
sicos sin dafio. B, efectos clastogénicos,
abertura cromatidica (a c¢) y fragmento -

acéntrico (fa).
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TABLA XV

Analisis citogenético directo de cultivos
de linfocitos tratados con las bandas .
aisladas por cromatografia de los extractos
de cultivos de Aspergillus tamarii

Total de ‘ aberturas Reduplicacidn
metafases cromatidicas cremosomica o

cromatidas separadas
analizadas Total % Total %
Banda "a" 499 17 3.4 7 1.4
Banda "b" 500 25 5.00% 14 2.8
Banda "c" 771 15 1.95% 10 1.3

P > 0.05, entre las bandas "b" y "c"

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporciones - (Spiegel,
1970). : -




Fig. 1l6. Cultivos de linfocitos humanos tratados
con las substancias aisladas por croma-
tografia de los extractos de cultivos
de A. tamarii. A, cromdtidas separadas
o reduplicacidén. B, linfocito en estado

de profase.
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DIS&SCUSION

Las posibilidades de estimar diferencias en el com
portamiento de los cultivoes de linfocitos inoculados con una
cepa préductora de aflatoxinas y otra no»productpra podria su
gerir que estés substancias Son'responsables en gran parte de

la respuesta manifestada en esas condiciones; sin embargo,

considerando la posibilidad de que A. parasiticus produjera
ademas de las aflatoxinas otros metabolitos tales como los

- acidos kéjico y l-malico, parasitidiha, aurantidina y parasi
ticol éntre otros como lo han sefialado algunbs autores (Ba-—
sappa et al., 1970; Stubblefield gg_gl,, 1970), podria in-
dicar que el dafio observado sobre los cromosomas de logxlinfg
citos pudiera deberse también a los efectos de la pfesencia

de una Qezcia de estos metabolitos y/o de otros producidos ba
jo las condiciones experimentales de este trabajof Esta_pps;
bilidad podria a la vez‘explicar.p:obablemente la escasa se-
lectividad observada en la localizaéién de las_rupturas en los
éromosomas largos de los .grupos A, B y C (Tablé X). Compa-
rando estos datos mediaﬂte el mismo procedimiénto estadisticov
utilizado para observar dicha selectividad con aflatoxinas vy

otras substancias puras {(Cohen et al., 1967; Dolimpio et al.,
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1968), se podria suponer que los resultados obtenidos en es-
‘te trabajo son probablemente una consécuencia del sinergismo
entre varias moléculas, el cual podria afectar la proposicidn
de que‘exista una relacioén directa entre la lbngitud del cro-
mosoma y el grédo del dafio debido a la cantida@ de\ADN pof
cromosoma; asimismo, se pedria suponer que tales efectos se
relacionan directamente cop el o los mecanismos de accidn de
dichos metabolitos, los cuales podrian indirectéﬁente actuar
sobre los cromosomas a traves de la activacién de lasrenzimas
lisosomales debido a cambios en la permeébilidad de las mém—
branas celulares, tal coma éucede con. diversos agentes que
han sido probados por Allison y Paton (1965). Este mecanig
mo podria también explicar la estimulacidn antigénica respon-
sable delﬂincremento en el pumero de figuras mitdticas obser—
vado en los cultivos infectados con el honéo productor de las

toxinas registradas en las cromatografias presentadas en este

trabajo.

Por otro lado, la ausencia de aflatoxinas y la pre
sencia de otros metabolitos no identificados encontrados en
los cromatogramas de la cepa no productora, podria explicar

la disminucidn, en relacidn a los testigos, en el nimero de
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figﬁras mitoticas de loslcultivos correspondientesf_tal ob-
servacidén apoyaria la conclusidén de que entre los metaboli-
tos presentes, las éflatoxinas fueroh~en mayor grado las‘reg
ponsables del dafio cromosémico registrado.' Pafa lograr una
mejor interpretacion de estos resultados es necesario inves-
tigar los efectos de otras cepas no pfoductoras de aflatoxi—
nas sobre linfocitos en cultivo. Si tales efectos son seme-
jantes a los observados al utilizar A. tamarii, este método
podria ser un indicador para confirmar ;a presencia de mico-

toxinas y para registrar el grado de toxicidad de los hongos.

La metodologia aqui empleada, offeqe ppsibilidades

actualmente no sorpresivas que tienen relaciodn con los estﬁ-
| : .

dios sobre las interacciones entre varios tipos celulares»gg
notipicamente diferentea, pero qﬁe en‘él'sistema de prueba
in vitro, pareceh interactuar manifestando respuestas que
en este estudio permitid observar poblaciones en pleno creci
miento de linfocitos de la sangre.periférica en el mismo am-—
biente y al mismo tiempo con diversos tipos de hongos. En
la literatura consultada se ha encontrado que; poblaciones

de bacterias y sobrenadantes libres de células han sido re-

cientemente colocados en similares condiciones - (Meretoja vy
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Carlberg, 1977) para observar sué efe;tos sobre ia actividad
mitotica de linfocitos humanos; aunque en esos estudios y en
otros (Petit y Unanue, i974) se ha trabéjo_con diferentes jele}
blaciones, todos coinciden en observacibnes que hacen suponer
que los compuestos puros utilizados en ;Ste‘sistema de prueba,
tienen un efecﬁo diferente al.observadO‘utilizando sistemas vi
vos productores de algunas substancias o filtradoé crudos de

. . ¢ .
las mismas. Estas conclusiones podrian reforzar los cambios

}obser&ados en los cultivos infeétados con A.vparasiticus res
pecto a los registfados en otros trébajos (Ong; 1975; Dolimn\
pio gglgl., 1968) donde se utilizan aflatoxinas puras; sin em
bargo, con respecto a los resultados obtenido; mediante la in
feccidn experimental coﬁ A. tamarii, es interesante’éeﬁalar

la seméjanza entre loé niveles de inhibicién.mitética encon-
'tradosfen los cultivos experimentalmenﬁe infectados con.el hon
go (aproximadamente 95%) y los obtenidos por ino.culacién con
lés‘diferentes bandas ailsladas de la misma especie (aproxima-

damente 85%).

Considerando gque la pureza de las bandas registra~

das sobre cromatografia en papel fue confirmada, al menos
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en la banda "c¢" por IR y RMN (Figs. il v 12, ia similitud‘
encontrada en los cultivos infectados y expuestos a las bah—
das solo puede explicarse mediante la suposicidn de.que la
produccidén de estas subsﬁancias por A. tamarii» en los culti
vos de linfocitos debid éorresponder quimicamente a las obte
nidas mediante el»crecimiento del hbngoven un medio sinteti-
co, debido probablemente, a su capacidad fisioldgica y geno-

tipica de responder a un determinado medio ambiente, la cual

puede ser diferente en A. parasiticus.

En este caso, los datos obtenidos en la inoculacidn
de los compuestos aislados con el mismo sistema de cultivo su
gieren y confirman que el método de la infeccidn experimental

:‘ ‘
es eficiente para obtener informacion acerca del efecto de

las micotoxinas cuando éstas son producidas naturalmente en

el medio ambiente del cultivo de linfocitos.

Actualmente se realizan estudioé de este tipo con-
ducidos.para obtener una-mejor valoracion de la biologia de
algunos éistemas vivos y'dé las relaciones de estructura
kquimica y actividad de algunos compuestos pfoducidos jolo)a ég
tos; tal es el caso de mépodos estandarizados y $istéméti—

cos para la deteccion de substancias carcinogénicas en . los
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cuales se combinan los resultados de diversas pruebas biold-
gicas como las realizadag en este-trabaﬁo, uﬁilizando microor
ganismos, filtrados y sobrenadantes libres de éélﬁlas, culti
vos celulares y animales de experimentacidn k(Enomoto vy Saito,
1972). La relativa eficiencia de los sistemas de este tipo,
incluyendo las observaciones obtenidas utilizéndo é,lgarasi-
cus, A. tamarii y los compuestos producidos por éste, depen-
den en gran parte del tipo de molécula quimica de que se tra
te, del mecanismo de accién involucrado y de la estabilidad
que se establezca en sus rangos de variabilidad metabdlica

secundaria.

Considerando que el tipo de molécula quimica.esté
inVOluéﬁada estrechamente con la actividad bioiégica observa
da en las bandas aisladag de A.tamarii, se plantea la neées;

|
dad de obtener una informacién completa acerca de la carac-
terizacidén quimica ae cada una de las bandas; sin embargo,

en el presente estudio la interpretacidn de los resultados

obtenidos permite concluir los siguientes puntos:

1. La accidn inhibitoria en el nimero de figuras mitdticas

fue el efecto preponderante de las tres bandas.
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La asincronia en este tipo de métodos de cultivos celu-
lares, permitid observar efectos en diferentes estados

de la fase de mitosis,

El papel de los efectos clastogénicos permitid evaluar

el nivel de toxicidad de cada banda y su relacidn proba

‘ble con el efecto inhibitorio sobre la divisidn celular.

'El efecto inhibidor sobre la divisidén celular producido

por la banda "a" puede relécionarse con el incremento del
numero de profases, la disminucion del hﬁmero de anafa-
ses, la reduplicacidn cromosémica observada en metafase
y ia significatividad en las aberturas crqmaﬁidicas ob-

servadas en los cultivos.
i )

q

El efecto inhibidof sbbre la divisidn celular producido
por la banda "b" puede,relaciénarse con el incremento del
nimero de profases, la reduplicacidn cromosdémica observa
da en metafase y la significati&idad en‘las.aberturas

cromatidicas observas en estos cultivos.

El efecto inhibidor sobre la divisidn celular producido
por la banda "c" puede relacionarse con la disminucidn

del numero de anafases y la reduplicacidén cromosdmica
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observada en la metafase de estos cultivos.

7. En los andlisis realizados entre las bandas se observod
una relacidén de actividad entre las bandas "a" y "c",

que se presenta ausente entre "b" y- ‘c".

‘Estas conclusiones indican que la caracterizacidn
de estos metabolitos como inhibidores de la di&isiéﬁ celular
se relaciona con eventds que en los casos de las.bandas fat
y "b" tienen que ver con‘efectos clastogénicos qgue ocurren
particularmente durante la sintesis'del ADN, periodo S o
G, dei éiclo celular, tal como sucede con ias aflatoxinas
(Promchainant et al., 1972). En la fase de mitosis, estas

i . Lo
substancias parecen afectar los procesos de la divisidn ce-
lular,jlo cual se expresa por el inéremento del nUmero de
profases, la dishinucién de metafases y la probable redupli
cacidon cromosomica observada en algunas metafases analiza~
dasf Esto, ademds, indicaria gque ambas inhiben el proceso
mitotico en parte, al detener las células en la etapa de pro
fase principalmente; siﬁ embargo, considerahdo que los cgltg

vos son asincroénicos, aguellas células que pudieran haberse

encontrado en metafase no avanzaron a la anafase correspon-
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diente, posiblemente por la accidn de estas substancias sobre
el huso mitdtico, lo cual pudo conducir en ﬁltiﬁa instancia
el pasaje de estas células por la interfasevdei ciclo celular
a través del periodo S con replicacidén del ADN sin diviéién
celular. En este sentido es importante seﬁalaﬁ que el esta-
blecimiento de los estudios de dosis-respuesta podran incre-
b \\\ '
mentar la valoracion de este efecto inhibitprip, sobretodo
por la relacidn que pueden presentar las dosis utilizadas en
la accidn particglar de cada una de las bandas; estudios cola
terales podran de igual manera confirmar si la reduplicacidn
cromosémica observada es una consecuencia dirécta.devalte:a~
ciones a nivel del centrdmero y de las croméﬁidas; Similar_
mente; lés estudios éonducidos para la deféfminacién de la
interéccién del mitostatico y la substancia mithénica utili
zadas cémﬁnmente en los cultivos, con las bandas adicionadas
a éstos, podran ofrecer @naAmejor interpretacién de estos re

sultados.

El significado de los efectos clastogénicos produ
cidos por estas bandas, indican que el efecto inhibitorio so
bre la divisidn celular pudo deberse a la accidén conjunta de

efectos sobre la profase mitdtica y dafio cromosdmico; sin em
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bargo, debido a gque la banda "a" fue.la mas inhibidora, con
un incremento mayor del,nﬁmero'de profases v con porcentaje
menor de aberturas cromatidicas con respeétb a ”b”; puede
‘concluirse que tal efecto en la banda "a" pﬁdo deberse prin
cipalmente a su accidn sebre la profase;ei cual en’el caéo
de la "b" fue una consecuyencia en mayor grado de’ los efectos‘

clastogénicos.

En rélacién a la banda "c", el efecﬁo inﬁibitorio
observado parece haberse originado principalmente de su ac-—
cidn sobre la metafase y anafase mitoticas, debido a que no
fue significativamente diferente a los testigos, en el nlme
ro de profases observadas y en las aberturas crbmatidicés‘
registradas. La escasa diferencia significativa con los.efec
tos de la banda "a", suglere que posiblemente “c" y "a"
presentén una estructura quimica.parecida que pudiera estar
relacionada con diferencias entre los radicales, losvcuales
pudieran a su vez inducir cambios importaptes en los nive-
les de inhibicidn de la diyisién celular, relacionados prin-
cipalmente con las dosis.éptimas a las cuales éstas actuan.
Por otro lado, las diferencias obserVadasbentré las bandas
"b" -y "c", sugieren que posiblemente ambas presehtan dife

rencias mucho mas marcadas en su estructura quimica debido
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a la presencia de radicales que afectan los niveles anterior
mente citados; sin embargo, "a" vy fb” ﬁresentarom diferen
cias poco significativas entre ellas, por lo Que estas rela-
ciones de actividad entre las tres hacen pensar gque se trata
de compuestos parecidos entre si con una estructura basica

similar( como lo demuestran algunos de sus efectos, pero con
diferencias probablemente en el tipo de radicales y sitio de

colocacion de éstos en el nucleo principal.

Por otra parte, se concluye tentativamente, due,
con respecto a los resultados obtenidos en los estudios so-
bre la estructura quimica de la banda "c", del andlisis es-

pectroscopico se puede proponer la siguiente formula:

A
i

Anillo furanico

Anillo antraqguindnico

Fig. 17. Banda "c¢"
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‘Esta_substancia podria considerarse como un produc
to de oxidacidn de una pdlihidroxiantraquinona intermediaria
en el esquema biogenético de las aflatoxinas. Tal intefmedig
rio presentaria ruptura en su moléecula, lqs fragmentos proce
dentes de dos moléculas se reunirian y de este modo se produ

ciria la banda "c" (Fig, 17 y 18).

El considerar la formula como un di;éro del siste~-
ma cromoférico que se determind en UV, se apoya en el hécho
de tener un espectro de RMN simétrico. La sefial de CH,-0-
que esta contiguo a un grupo C= 0, tal como se seflala en
la formula tentativa; se encuentra muy desplazadé, Lo cual
indica que la posicidn que se les asigna es la correcta.

Asi pues: se propone para este compuesto; la formula de un
derivado antraguinoide cuya via de sintesis podria ser la
del empleo de productos de degradacidn de substancias (versi
conol) que tienen la misma via biosintética que las aflatoxi
nas (Wogan, 1975)., El comportamiento cromatégréfico de es~-
ta sﬁbstancia, correspondae al de un compuesto de elevada po-

laridad que nuevamente estd de acuerdo con la formula pro-

puesta.
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Fig. 8. Esquema biogendtico de aflatoxinas y otros -
, metabolitos secundarlos (Maggon et al.,l97/\
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Es inﬁeresante hacer notar gue en cepas mutantes pa
ra la produccién de aflgtoxinas, se han regiétrado la acumula
cion de productos intermediarios en el sistema biogenético de
éstas. Estas observaciones sugieren un blogueo en la biosin-
tesis de aflatoxinas, debido supuestamente a la pérdida de un
sistema enzimatico relacjonado con la conversién de los res-
pectivos intermediarios en substancias del tipo de las aflato
xinas (Singh y Hsieh, 1977; Donkersloot et al., 1972). La
acumulacion de versiconel en el medio de éultivo de cepas de

A. parasiticus expuestas a un inhibidor metabdlico de esta

biosintesis, indicd el bloqﬁeo de estas toxinas; aun mas, fue
posible recuperar nuevamente aflatoxinas cuando versiconol fue
poster%prmente adicionado a los cultivos no tratados con este
inhibidor (Schroeder et al., 1974; Yao y Hsieh, 1974). En
otros casos,el blogqueo de un intermediario produce una cade-
na de eventos bioguimicas que pueden conducir a la produccidn
de un tipo de aflatoxing y presencia de otros procductos acu-~

mulados que corresponden a substancias intermediarias del ti

po de la averufina, vergiconol y versicolorinas (Maggon et

al., 1977; Bennett et al,, 1978).

Estas observaciones sugieren que en A. tamarii po-

siblemente la acumulaciodn de substancias "a", "b" 'y tet
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corresponde a la presencia de productos de degradacidn de
| ,

versiconol que aparentemente no funcionan como intermedia-

rios‘en la biosintesis de aflatoxinas. Esta suposicidn PO
dria conducir a pensar gue este hongo si puede producir afla
toxinas potencialmente, como lo registran algﬁnos autores
(Lalithakumari vy Govindgswami, 1970), sélo‘que en la mayo-
ria de los casos la bios&ntesis de tales compuestos se en-

\
cuentra blogqueada. En eéte punto es importante considerar
la necesidad de reallzar\estudlos que permluan.aetectar les
factores del medio que 1£fluyen sobre la varlabllldad Obser
vada en la presencia de las bandas "a" y "b", sobre la
presencia o ausencia de aflatokinas y sobretodo, determinar
la estructura quimica teﬁtativa de las dos bandas aisladas

de A. tamarii. |
- |

|

\,

Con respecto a‘las relaciones de estructura y ac-

- ‘ Pl B
tividad biologica de la banda "c", Unicamente se pueden su-~

¢ . . -
poner algunas caracteristicas que tienen relacidn con las

aflatoxinas; debido a qui dicha discusion sdélo podria estar
fundamentada en relacién lcon la estructura quimica y activi-
dad de las bandas "a" y "b", las cuales se encuentran ac

tualmente en preparacidn y no se discuten, las caracteristi
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- 1]
cas mas sobresalientes que presenta la banda "c¢" son la au-
sencia del nuicleo cumarinico, la presencia de dos anillos
furanicos separados por el anillo antraqguindnico y la ausen

cia del doble enlace en los anillos furdnicos.

De acuerdo con lo anterior, es impprtante conside
rar que en las aflatoxinas la ausencia del doble enlace del
anillo terminal furano, ceomo sucede en la B2 y en la B2a
comparadas con la Bl (Fiq. 1), origina una significativa re
duccion en lé pbtencia de toxicidad de esos compuestos. En
la banda "c¢" no se observa tampoco estevenlace} lo gue po-
dria indicar, junto con la presencia de radicales —-OH, como
sucede en lasvaflatoxinas Bog ¥ My (Figs. 1 v 17), que esﬁa
moléculé posiblemente presenta una disminucién cdnsiderable
en su potencia toxica y carcinogénica, como se observo res—
pecto é su toxicidad sobre los linfocitos en cultivo, con
‘referencia en la ausencia devsignificatividad gn_el porcen-
je de aberturas cromatidicas (Tabla XIV); aéi pues, el efeg
to inhibitorio de esta substancia'sobre las metafases mitdti
cas podria encontrarse situado a nivel del anillo antraqui-

noide y en la presencia de radicales CH,0- del mismo; ain

¢ . 2 . - -
asi, la obtencidn de las estructuras quimicas de las bandas
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restantes podra permitir la integracidn de estas observacio-
nes, de tal modo que puedan conducirse aquellos experimentos

que aclaren estas relaciones v proporcionen a la vez nuevos

caminos. en este tipo de investigaciones.

Es importante discutir que las guinonas se encuen-—
tran distribuidas ampliamente en la naturaleza y en los hon-
- gos se les localiza principalmente en el micelio en forma de
antragquinonas, estrechamente relacionadas v mezcladas entre
si (Miller, 1961). Algunos de sus efectos es el que se re-
fiere a su papel como antibiéticos, Michaels v Schubert (1938)
sugieren que en la mayoria de los casos se produce como una
consecuencia de su accidn sobre los procesos‘respiratorios,
desacopléﬁdo la fosforilacidn oxidativa e inhibiendo ciertas
cadenas ;espiratorias. En este sentido es importante hacer
notar que substancias inhibidoras de la fosforilacidn oxida-
tiva, pueden bloquear el comienzo del proceso'mitético a cau
sa de la ausencié del suministro energético, pero permanecen
sin éfectar la duplicacidn en el periodo S de la interfase;
los cambios morfologicos consisten en la éusen;ia de fases
mitoticas, pero con un aumento del volumen nucleaf(De Robertis
et al.,1975);substancias gue funcionan de estebmoﬁb son clasi-

ficadas como substancias que actdan en la profase y en menor
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grado en la metafase mitdticas, tal como pudo ser detectado
en los resultados obtenidos en eivpresente trabajo, no soélo
con la banda "“c" sino también con la "b" vy la "a"; por

consecuencia, seria importante considerar este mecanismo co

mo una probable via de accidn de estas substancias.

Considerando el aporte que pueda ofrecer la metodo
logia utilizada en el presente trabajo en diferentes campos
de la investigacion, una,apreciacién mas cercana de las con
clusiones emitidas en éste, debe fundamentarse,ien lo futuro,
en la interpretacion de resultados obtenidos de pruebas esta
blecidas tanto en condiciones in vitro como in vivo. Debido
a que las condiciones in vitro, pueden carecer en muchos ca-
sos de los mecanismos propios de transformacion metabolica
que hacgn;que algunas veces varie la molécula originalmente
estableciaa, produciéndose por consiguiente un derivado més
O menos thico*diferente al original, se inciuyen actualmen
te en estos sistemas pruebas con moléculas previamente acti
vadas -en condiciones in gigg o in vitro (Coutiﬁo, 1979).
Especialmente en relacidn con este trabajo, se hace evidente
la necesidad de activar metabolicamente las bandas "a", "b"
y "c" vy mediante la misma metddologia aqui iniciada, obte-

ner la confirmacion del papel que juegan estas y otras
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substancias como inhibidoras de la divisiénrcelular.- Una
correlacidn de estos estudios con los realizados en condicig
nes in vivo no sbélo incrementaria el potencial de la infor-
macidn obtenida, sino que también podria contribuir signifi
cativamente a la valoracién de la metodologia que se empleé,
ya que mediante la utilizacidn de otros métodos ha sido posi
ble establecer en algunos metabolitos secundarilos sus propie
dades como antibiodticos Y(BrOadbent,_l966), insecticidas
(Chinnici et al., 1976), etc., por medioc de la ﬁetodologia
utilizada en el presente trabajo seria posible estudiar las
propiedades de diversos metabolitos secundarios de Origen £an

gico, como las micotoxinas, desde el punto de vista de su ca

racterizacidn como inhibidores de la divisidn celular, so-

A

{

bretodo ' si esta propiedad adquiere un significado trascenden
te en estudios de correlacidn con pruebas in vivo, tal como
sucede en algunas investigaciones relacionadas con la carac

terizacion de la respuesta celular en diversos oérganos de

animales expuestos a extractos de micelios de Penicillium vy

de Aspergillus, en donde se observa un marcado incremento en

las mitosis de células del higado, sin cambios degenerativos
celulares, por lo cual se sugiere que este efecto puede te-

ner gran importancia como un indicador de la accidn primaria
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. . ‘l/ : a
de las micotoxinas durante su formacion (Enomoto y Saito,

1972), tal como probablemente sucedid en los cultivos infecta

doscxx1é,parasiticus . En otros estudios, la correlacidn de
los efectos de algunas substancias sobre la ihhibicién de la
divisidén celular en la etapa dé metafase, con loé efectos

producidos por éstas en animales y plantas, ha sido siﬁila;
mente obtenida (Segawa et al., 1979). Datos adicionales

sobre las relaciones entre la esfructura quimica y actividad
bioldgica de las micotoxinas, indican que las relaciones es—
tablecidas en condiciones in vitro concuerdan con las cbte-
nidas in vivo (Maggon et al., 1977); en este senﬁido es ne

cesario sefialar que la reduccion del doble enlace del anillo.

furanico en la banda "c", como sucede en algunas aflatoxinas,
1

7
1

tiene relacién con la ausencia de activacidn metabdlica en
pruebas in vivo. Debido a que’el doble enlace en esta parte
de la molécula es el sitio actiVo de la transformacidn en las
aflatoxinas, esta caracteristica quimica es una dé las gue se
toman en conéideracién para explicar y fundamentar que en al-
gunas micotoxinas las relaciones de estructura y actividad son

equivalentes en dichas pruebas (Ong, 197%).

En el presente estudio la interpretacidn de los

resultados obtenidos permite concluir, como lo sugieren al-
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gunos autores (Bfook y White, 1966; Enomoto y Saito, 1972),
que en pruebas in vitro como las utilizadas en este trabajo,
es posible determinar la capacidad de‘hongoé aiélados de ali
mentos para producir micotoxinas conocidas o desconocidas vy
caracterizar las respuesﬁas de.laé células que interactﬁan

en un mismo ambiente con hongos, filtrado del cultivo, extrac

to del micelio y de substancias aisladas de estos hongos.

La evaluacidn de las respuestas manifestadas bajo
esas condiciones indudablemente pueden proporcionar datos pa
ra la investigacidn sobre la observaciodn de los efectos car-
cinogénicos, teratogénicos y mutagénicos que causan algunos
de los muy diversos metabolitos secundarios originados en
determinado género, especie o variedad de hongo sobre dife-
rentes substratos y en diferentes condiciones; cénsiderando
eétas vagiaciones, la correlacidn obtenida entfe la infec-
cidn éxperimental con A. tamarii vy los efectos obsefvados
al utilizar las bandas aisladas de éste, pueden situar esﬁa
ﬁetodologia como un sistema de analisis colateral a otros
sistemas relacionados con lé observacion antes citada;: sin
embargo, se piensa que la caracteristica més importante.de

este sistema es la posibilidad que pueda ofrecer al permitir



-81~-

que con base en el analisis surja la inquietud de la bisque-
da de otras propiedadés que se encuentran directamente rela—
cionadas con la estructura quimica; actividad biologica y que,
ademés,,sitﬁenvla identificacion de nuevas micotoxinas, cémo
en este caso, dentro de la categoria de los coﬁpueétos que

no son siempre una desventaja para los seres vivos.
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RESUMEN

Cultivos de linfocitos humanos fueron incubados

durante 72 horas a 37°C con esporas de Aspergillus parasi-

ticus Speare (cepa productora de aflatoxinas, NRRL 2999),

o con esporas de Aspergillus tamarii Kita (Ceéa no produc
tora de aflatoxinas, NRRIL 429). La présencia del hongo -
productor de aflatoxinas en los cultivos de linfocitos -
produjo efectos clastogénicos y el indice mitético mostroé
un incremento en el numero de figuras mitéticas comparado
con aquellos infectados con el hongo-no producton o con -
los testigos. Sin embargo, lé presencia del hongo no pro-
ductor de aflatoxinas en los cultivos deblinfocitos, cau-
s6 una iphibicién en la produccidén de figuras mitdticas -
evaluadas por comparacién del indice mitdtico entre los -

cultivos testigos y los infectados con A. parasiticus.

La evaluacién de estos efectos permitid cohcluir'
que, al menos por 72 horas, los linfocitos y el hongo pue-
den interactuar en el mismo ambiente y los metabolitos sin
tetizados por los hongos, incluyendo aflatoxinas, puéden

ser responsables de estos efectos.
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La comparacién cromatografica entre los metaboli-
tos presenﬁes en los extractos de cultivos de estos hongos,
y del estandar de aflatoxinas, registrd diferencias quimi-
cas entre estas substancias. A. tamarii p;odujo 3 diferen
tes bandas que no fueron identificadasycomo'aflatOXinas:
"a" con un valor Rf de 0.48 y fluorescencia azul; "b" con
un valor de Rf de 0.52 y fluorescencia amarilla y "c" con
un valor Rf de 0.58 y fluorescencia verde. Con el objeto
de conocer el papel de cada una de estas bandas sobre la
inhibicién de los procesos mitdticos observados mediante
la infeccidn experimental inducida con A. gémarii, se pro-
cedié a investigar sus efectos sobre cultivos de linfocitos

il ’ » . .
humanos. Mediante la evaluacidén del indice mitdtico regis
trado en los cultivos tratados con estas substancias, se
enéontré que las 3 bandas produﬁeron inhibicidn de algunos
'de los procesos mitdticos y mediante el analisis citogené-
tico directo se registraron diferencias en sus efectos clas
togénicos. Estos resultados permitieron concluir gque las
3 bandas fueron responsables de la inhibicidn mitética pro

ducida en los cultivos inoculados con A. tamarii.
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Se discute la importancia de la relacidn entre
la estructura quimica y la actividad bioldgica de estas -
substancias y eh relacién con la banda "c" se‘prdpone una
estructura quimica tentativa que pudo ser chrelacionéda

con su actividad bioldgica,

Finalmente, se concluye que, la infeccidén expe-
rimental inducida con estos hongos es un método adecuado
para confirmar la presenciag de micotoxinas y para investi-

gar el grado de toxicidad de diversos hongos.
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