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RESUMEN

Se realizd un estudio de epidemiologia descriptiva para conocer la importancia
e incidencia en México de las hepatitis B y C crédnicas, la mortalidad por cirrosis
hepdatica y por carcinoma hepatocelular de los ultimos 10 afos.

Se estudiaron 210 pacientes de la consulta de Gastroenterologia de! Instituto
Naciona! de la Nutricién “Salvador Zubirdn”, con diagndéstico de hepatitis By C
crénicas, cirrosis viral y alcohdlica, y como grupos control a enfermos con
insuficiencia renal, con otras enfermedades digestivas pero sin enfermedad hepatica
y a individuos sanos. Se completd el ndmero de casos de hepatitis B con casos de la
consulta de higado del Hospital de Infectologia del Centro Médico "La Raza".

Se obtuvieron, purificaron y procesaron las orinas de 24 horas y se
cuantificaron, por ELISA, a las aflatoxinas presentes. Ademas, se aplicé un
cuestionario sobre alimentos consumidos, a cada uno de los pacientes.

E! montaje del ensayo inmunoenzimatico de fase sdélida se realizé mediante la
titulacién cruzada entre diferentes concentraciones del recubrimiento de (0.01 a 1
#g/ml) dado por diluciones de anticuerpos policlonal y monoclonal tanto de cultivo
celular como purificado. Se investigaron las mejores diluciones de los anticuerpos anti-
aflatoxinas para el sistema de ELISA inhibitoria indirecta que fueron de 1/300 para el
anticuerpo monoclonal y de 1/1000 para el segundo anticuerpo ya sea anti-conejo
para el policlonal o bien de anti-ratén acoplado a peroxidasa para el monoclonal. L.as
concentraciones del antigeno AFB, usadas fueron de 1 picogramo a 1000 nanogramos
por mililitro. Los parametros de calidad como son los coeficientes de variacion intra
e inter-ensayo, asi como los porcentajes de recuperacién, estuvieron dentro de los
Iimites aceptables de precision para estos métodos.

El sistema ELISA montado con anticuerpo monoclonal resulté ser especifico y
10 veces mdas sensible que el policlonal. Se determinaron por ELISA los niveles de
aflatoxina de las 210 muestras de orina recolectadas entre grupos de riesgo y
controles, de las cuales resultaron 35 positivas o sea un 16.6 %.

Al comparar el porcentaje de orinas positivas a aflatoxinas entre los grupos de
riesgo y controles, los niveles mds altos correspondieron a los grupos de riesgo de
hepatitis B crénica con 50 % de positivos seguido por el de cirrosis con un 26 % vy el
de hepatitis C con 16.6 %. Las orinas de los pacientes con cirrosis alcohdlica no
presentaron cantidades significativas de aflatoxinas.

Los grupos control de personas sanas sélo tuvieron 3 muestras de orina con
aflatoxinas (10 % de positividad); el grupo control con insuficiencia renal presentdé una
sola orina con aflatoxina con 1.61 ng de AF/mg de creatinina y los pacientes con
enfermedades crénicas del aparato digestivo pero no hepéticas tuvieron todas las
orinas negativas a aflatoxina. Existe una buena correspondencia lineal entre la
determinacién por ELISA vy HPLC. Los datos obtenidos por HPLC para el total de los
metabolitos oxidativos en la orina AFM,, AFP,, AFB, vy el aducto AFB-N’-Gua en orina
en comparacién con los resulitados obtenidos por ELISA mostraron un coeficiente de
corretlacién de 0.95 y el valor de r? fue de 0.90. Los niveles de aflatoxina totales
obtenidos por HPLC fueron menores a los obtenidos por ELISA.



ABSTRACT

A study about descriptive epidemiology to know the importance and incidence
of chronic B and C hepatitis, the mortality from hepatic cirrhosis and from
hepatoceliular carcinoma in the last 10 years.

The aflatoxins of 210 urine samples from the Department of Gastroenterology of
the National Nutrition Institute "Salvador Zubiran” from cases with the diagnostics of
chronic B and C hepatitis, viral and alcoholic cirrhosis were detected and studied, as
controls 3 groups of patients with kidney failure, other digestive not hepatic chronic

diseases and healthy persons.
These 24 hours urine samples were purified, processed and quantified for aflatoxins

by ELISA. A survey about ingested foods was applied to each person.
The immunoenzymatic assay of ELISA in solid phase was done by cross titering
between different coat concentrations (0.01 to 1 #g/mL) with dilutions of polyclonal and
monocional antibodies of cellular and purified cultures. The best dilutions of the
monocional antibodies for indirect inhibitory ELISA were studied and they were 1/300 for
monocionai from cellular tissue and 1/1000 for the second antibody link to peroxidase.
The used concentrations of the antigen aflatoxin B, were from 1 picogram to 71000
nanograms/mL. The quality parameters as coefficient of variation inside and among assays
and the recovery percentage were under the acceptable limits for these methods.
ELISA system was tested with a monocional antibody that resulted specific and 10
times more sensitive than the polyclonal. The aflatoxin levels of the 210 urine samples
were quantified by ELISA with 35 positive to aflatoxins (16.6 %) and they were identified
by HPLC. When comparing the percentage of positive urines to aflatoxins from the risk
and control groups, the higher levels were found in chronic B hepatitis group with 50%
of positive cases, followed by cirrhosis with a 26% and chronic C hepatitis with 16.6%.
The urines from patients with alcoholic cirrhosis did not present significant quantities of

aflatoxins.

The healthy control group had only 10% of positive cases; the control group with
kidney failure had only one urine with aflatoxin with 1.61 ng of AF/mg of creatinine and
the patients with chronic diseases not hepatic had the urines negative to aflatoxins. There
was a good linear correspondence between the determinations by ELISA and HPLC. The
data obtained by HPLC for the total urine oxidative metabolites AFM,, AFP,, AFB, and the
adduct AFB-N7-Gua in urine, in comparison with the results obtained by ELISA, showed
a correlation coefficient of 0.95 and the r? value was 0.90. The levels of total aflatoxin

by HPLC were less than those obtained by ELISA.
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1. Las aflatoxinas.

1.1 Definiciéon y estructura quirmica.

Las aflatoxinas {AF) son metabolitos secundarios de los hongos Aspergillus flavus.,
A. parasiticus vy A. nomius, y se consideran los mutigenos y hepatocancerigenos
biolégicos mas potentes que se conocen (Olsen et a/., 1988).

La palabra "a-fla-toxina" viene de a = Aspergillus, fla = flavus y toxina = veneno.
Quimicamente corresponden a bis-dihidrofurano cumarinas.

La estructura gquimica de las AF se hizo por resonancia magnética nuclear,
espectroscopia infrarroja y se fundamenta en las propiedades magnéticas de {os nicleos
atémicos. La frecuencia de resonancia de un conjunto de protones {H”) del sistema
molecular depende del entorno electrénico de los mismos. Este fenédmeno conocido como
corrimiento o desplazamiento quimico se expresa en el orden de ias partes por millén
(ppmM), lo que constituye el punto de partida para los andlisis espectrales de los
compuestos. El espectro de aflatoxina B, (AFB,) mostro 4 dtomos de hidrégeno al lado de
2 4tomos de carbono adyacentes ern un aniilo ciclopentano (Steyn et a/., 1980) (Figura 1).
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Figura 1: Férmulas de las principales aflatoxinas (Steyn er a/., 1980).



1.2 Propiedades fisicoquimicas.

Las AF tienen diferentes propiedades fisicoquimicas como son el

fluorescentes, termo-resistentes, inodoras, insaboras y actuar en cantidades traza de
millonésimas de gramo (microgramos por kilo o sea #g/kg = ppb). Se nombran segun
el color de su fluorescencia, las de tipo B la dan azul ( = blue) y las de tipo G la emiten
verde (G = green), las de la leche se denominan M (M = milk) y las de la orina son del
grupo P (P = phenol), mientras que los subindices se refieren a su movilidad
electroforética en cromatografia de capa fina (Jones, 1977). Todas las AF derivan de
la aflatoxina B, (AFB,), que es la mas téxica con DLy, bajas, junto con la M, (Alicroft
er al/., 1966). Las AF tienen efectos agudos y/o crénicos como son carcinogeénesis,
mutagénesis, teratogénesis e inmunodepresidon (Hesseltine, 1967 y Bilgrami & Sinha,

ser

1992). .

Se conocen 21 tipos de AF, pero sdélo aigunas son contaminantes naturales de
los alimentos como las B,, B,, G,, G,, M, v M, (De Miguel, 1987). El principal hongo
productor es (4. flavwus), del cual se conoce a un grupo de compuestos
estructuraimente relacionados de ocurrencia natural, otros productos del metabolismo
animal y algunos de sus precursores biosintéticos.

En la Tabla 1 se presentan las principales propiedades fisicoquimicas de las AF.
En estado puro las AF son muy estables a temperaturas elevadas, con puntos de
fusicon de 237 °C (la AFG,) a > 320°C (AFP,). Son relativamente inestables cuando
se les expone a la luz, particularmente a la radiacién UV y al aire en una placa de
cromatografia de capa delgada., especialmente cuando se disuelven en solventes
polares. Las soluciones de cloroformo y benceno las mantienen estables por afios en
lugar oscuro y frio. Su masa molecular relativa es baja variando de 298 (AFP,) a 330

(AFG,; y AFM,).
La presencia de un anillo de lactona en la estructura de las AF las hace
susceptibles a la hidrdlisis alcalina propia de la nixtamalizacidn. Sin embargo, si el

tratamiento alcalino es leve la acidificacién invertird la reaccidn, reconstituyendo a la
AF original (De longh er a/., 1962).



Tabla 1:  Propiedades fisicoquimicas de algunas aflatoxinas y sus metabolitos (OPS, 1983).

Afiatoxina | Férmula | Masa Temperatura de | Absorcidn ultravioleta Emisién de Referencias
moleculas | molecular | fusién {°C) %5 160-362 fluorescencia
elativa nm -, nm
relativ (nLnl
B,, Cy Hy, 05 32 265**-270* | 12400 21 800 425 Asao et al.,1965.
B,, C, H. 0 314 280**-309* | 12100 24 000 425 Chang et al.,1963.
G,, C,H.,0, 328 244 *.250 9 600 17 700 450 Asao et al.,1965.
G,, C,;H. 0, | 330*** )229°*-240°** | 8200 17100 450 Hartley et a/.,1963.
M, C, H,0, 328 299 14 150 21 250 425 Holzaptel et al.,1966.
{357 nm)
M, C,H,.0, 330 293 12100 22 900 Holzapfel et al.,1966.
{264 nm) | {357 nm)
P Cis Hio Og 298 > 320 11 200 15 400 Dalezios et al., 1971.
{267 nm} | (362 nm}
14 900 (362 nm} Biichi et a/.,1973.
Q, C,H, 0, 328 11 450 17 500 Masri et al.,1974.
(267 nm) | (366 nm)
Aflatoxicol | C,, H,, O, 314 230234 *** 10 800 14100 425 Detroy & Hesseltine,
{261 nm} | (325 nm) 1970.

* = Townsend, 1967; ** = Stubblefield et a/., 1967; *** = Butler, 1974; a = coeficiente de absorcién molar de
las aflatoxinas B, B,, G, G, se obtuvo de Rodricks et a/.,1970 y el correspondiente a las aflatoxinas M, y M, de
Stubblefield et al., 1972; b = La P indica los productos fendlicos de la O-demetilacién de la AFB,.



1.3 Biosintesis.

E! hongo requiere de condiciones déptimas (27 -30 °C, 85 9% H.R.) para la
produccién de AF, cuya cantidad aumenta después de 24 horas, con maximo nivel al
qQuinto dia {Steyn et a/., 1980), cuando el hongo alcanza la fase estacionaria de
crecimiento. La produccidn de AF disminuye marcadamente del sexto al octavo dia.
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Figura 2:
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Biosintesis de las aflatoxinas (Steyn, 1980).
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Los patrones de formacién de AF y de lipidos son muy similares, dado que
ambos provienen de un precursor comun (acetato) (Shih & Martin, 1974; Dutton et
al., 1985). Cuando se incorpora glucosa marcada con el isétopo C'* en posicién uno,
en condiciones anaerdbicas, se desencadena el catabolismo de la glucosa via Embden-
Meyerhof y se favorece la produccién de AF.

La biosintesis de AF (AFB, enconcreto), secomprende mejor al conocer algunos
metabolitos o precursores de estructura similar, de los hongos productores, que tienen
un origen comun en una estructura base de C,, poli-RB-quétido.

Estos metabolitos precursores no pertenecen a un 4nico grupo o clase de
compuestos quimicos, asi tenemos a las xantonas (esterigmatocistina, O-metil
estigmatocistina, aspertoxina), poli-hidroxi-antraquinonas {(averufina, (@]
dimetilnidurufina, adcidos solorinico y norsolorinico, averantina, 1-O-dimetilaverantina,
averitrina y acetato de versiconal), aflatoxinas y parasiticol (Steyn, 1980). Figura 2.

1.4 Ocurrencia natural.

Las AF se encuentran principalmente en cerea/es como maiz y sorgo, pero
también en averna, cebada, centeno, mijo y arroz (Ulioa & Herrera, 1970; Price &
Jorgensen, 1985; Shank et a/.,, 1972; De Miguel, 1987); oleaginosas como
cacahuates y nueces principalmente, pero también semillas de algoddén, de girasol
(Park & Rua, 1991), pistaches, avellanas, pifiones, almendras, etc.; la cocoa y sus
derivados (chocolate); copra {(masa de coco), aceites vegetales; especias y muchos
otros productos agricolas (Jones, 1977; Patey et a/., 1990 y Taguchi er a/., 1995).

La ocurrencia natural de las AF es en zonas tropicales, subtropicales y calido
secas, como hay en el sur de los E.U._A., debido a que las condiciones climaticas
necesarias para el crecimiento de los hongos productores (A. flavus y A. parasiticus
principalmente) estan alrededor de los 27° C con 85% de humedad relativa (Tuite,
1977; Roy & Chourasia, 1989), aunque en los paises templados puedan ocurrir
contaminaciones naturales de los productos agricolas. Hay cientos de articulos sobre
la presencia de alimentos naturalmente contaminados por AF, siendo recientes ios de
Dhavan & Choudary (1995) en a/imentos balanceados para animales e higos, en India;
Purchio et al., {1988}, informan la contaminacién de diferentes productos alimenticios
en Brasil. Trinder (1988) informa la presencia de AF en cervezas en Sudafrica. Yen &
Bidasee (1993) en alimentos de aves de la India. Akano y Atanda (1990) en ‘tortilias’
de maiz en Nigeria, y muchas otras.

La contaminacidn por AF puede ocurrir antes y después de la cosecha (Singh &
Sinha, 1983) y a veces el proceso de produccidon de AF antes de la cosecha se acelera
por condiciones de sequia (Lillehoj et a/., 1984; Tsuruta, 1887)}.

1.5 Interaccién ecolégica.
El crecimiento de microorganismos sobre cereales, semillas oleaginosas y otros

granos almacenados, se relaciona con condiciones ambientales (humedad vy
temperatura} y con su capacidad genética {(Tuma et 3/., 1989). En México hay clima
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propicio (temperatura y humedad relativa altas), para el desarrollo de los hongos y sus

toxinas.
La micoflora de la semilla, con poblacién fungica persistente, constituye un
factor bidtico importante, que es responsable del deterioro del grano (Tsuruta, 1985

y 1987).

El arroz es el mejor sustrato para cultivar al hongo (Sanchez-Regueiro er a/.,
1984 y Fan & Chu, 1984), aunque también el cacahuate, y el maiz y trigo en menor
medida. El hongo se expresa genéticamente (en cuanto a la produccidn de toxina)
principalmente en arroz, pero también en otros medios naturales (Hill ez a/., 1983;
Bilgrami & Sinha, 1992), a diferencia de algunos medios sintéticos estudiados en los
que la presencia de carbohidratos y vitaminas regulan la sintesis de AF (Bilgrami er a/.,

1985 y Wheeler et a/.,, 1987).

1.6 Situacion en México.

El maiz es la base de la alimentacién del mexicano, aunque también consume
mucho arroz y en menor escala cacahuate (Carvajal er a/,.1990), tres alimentos
susceptibles a la contaminacidon por AF. Se han encontrado AF en maiz (Carvajal,
1987), pastas de trigo para sopas (Rodriguez, 1988) y en cacahuate (Avila-Castro,
1981) de la Ciudad de México.

En México hay alta incidencia de cirrosis (Narro-Robles et a/., 1994), la cual no
siempre estd asociada con alcoholismo, y pudiera estar relacionada con AF. A pesar
de que no hay alta incidencia de hepatomas, se encontrd AFB, en orina de enfermos
con hepatocarcinoma (Torres et a/., 1994). Para conocer la etiologia del
hepatocarcinoma resulta interesante y significativo hacer una comparacion de la
incidencia de AF y su relacién con los virus de las hepatitis B, y C crdénicas, y con

cirrosis en la poblacidn de México.

1.7 Descontaminacion.

Hay que controlar las AF, los hongos productores y eliminar los dafos ‘/n vivo’
con el uso de sustancias ya sean adsorbentes o amoniacales. Las AF son termo-
resistentes y quimicamente estables, por su alto punto de fusién (Tabla 1), pero en
presencia de humedad y altas temperaturas se destruyen parcialmente (Jones, 1983
y Jones er a/., 1986); en el tostado del cacahuate, en la fabricacién del pan y durante
la nixtamalizaciéon del maiz para hacer "tortillas” se reducen los niveles de AF en un
50 aun 75 % (Rosiles-Martinez 1979; OPS - OMS, 1983; Price & Jorgensen, 1985).

Norred (1982), Hagler, et a/.,(1982), Ehrlich & Ciegler (1985), Gueldner er
a’.,(1885) y Samarajeewa et a/., (1991) plantean que los principales métodos de
descontaminacidon de AF en piensos u otros alimentos son los fisicos, quimicos vy los
microbioldgicos. Cuando se utilizan procesos fisicos para destruir las AF en alimentos
también se destruyen otros nutrientes. Las radiaciones ultravioleta (UV) no son muy
efectivas por su poco poder de penetracién, y porque deterioran el valor nutritivo del
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alimento, pero descontaminaron las aflatoxinas M, (AFM,) en leche pasteurizada
(56.2%) vy sin pasteurizar (53.9%) (Stubblefield er a/., 1970). El ozono inhibe la
produccién de las AF y se mantienen las propiedades organolépticas y el poder
nutritivo de los alimentos ozonizados (Gonzdlez et a/., 1990).

Los agentes adsorbentes destoxifican los alimentos con AF, con resultados
comprobados ‘in vivo’ (Diener et a/., 1985). Ademoyero & Dalvi (1983) adicionaron
carbén activado en alimento contaminado para pollos, y Phillips er a/.., 1988 usaron
aliminio-silicatos hidratados de Na y Ca para descontaminar alimento de pollos vy
cerdos.

2. Efectos de las aflatoxinas a nivel molecutar.

2.1 Metabolismo.

Las AFM, y las aflatoxinas M, (AFM,) son productos del metabolismo animal de
las AFB, vy AFB; y también han sido aisladas de cultivos de A. flavus (Stubblefield et
al., 1970; Dutton et a/., 1985) y han sido sintetizadas quimicamente a partir de su
principal precursor.

Las células hepdticas contienen las enzimas para formar los metabolitos
promotores del cancer.

La Figura 3 resume las principales vias metabdlicas de la AFB, catalizadas por
el sistema microsomal de oxidasas de funciédn mixta (MFO) de origen hepatico dadas
las posibles transformaciones estructurales.
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Figura 3: Vias metabdlicas de 1a AFB, (OPS-OMS, 1983).
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AFB,-ADN (Irvin, 1987).

La AFB, se absorbe principalmente en el duodeno (Kumagai, 1989) y en el
higado se realizan las transformaciones metabdiicas (OPS-OMS, 1983; Irvin, 1987)
(Figuras 3 y 4).

La AFB, se metaboliza principalmente por el MFO que es una organizacién
compleja de enzimas de las células hepaticas NADPH dependientes, unida al citocromo
P-450 (Kumagai, 1989; Yoshizawa et a/., 1982; Wheeler et a/., 1987 y Shayiq &
Avadhani (1989).

2.2 Descripcion de la AFB, libre y en aductos.

Las AF interaccionan con el acido desoxirribonucleico (ADN) y producen efectos
téxicos, mutdgenos y cancerigenos.

Martin & Garner (1977) relacionaron la capacidad de la AFB, para producir
mutaciones con !a habilidad de un metabolito activado para unirse covalentemente a
la guanina del ADN en la posicién N-7 (aducto), y esta reacciédn podria ser importante
en el inicio del cadncer. La AFB, per se no se une al ADN, ya que requiere de una
activacion metabdlica previa. El compuesto quimico activo es el 8, 9 dxido de AFB,.
Este compuesto fue obtenido in vivo por la activacién de la AFB, por el sistema de
oxidasas de funcidén mixta microsomal (MFQ) (Swenson er a/., 1977) o por oxidacion
peracida (Martin & Garner, 19877). El epéxido (8, 9 dxido de AFB,) fue obtenido por
oxidacion de la AFB, con dimetil dioxirano io que permitié su completa caracterizacion.
Essigmann eral/., (1977) y Croy et a/., (1978), identificaron la estructura del principal
aducto formado en higado de ratas, y confirmd la hip&tesis existente.
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Cuandola AFB, seune alas pirimidinas forma aductos de formamidopirimidinas
con estructura 8, 9-dihidro-8 (Ng-formil-2,5,6,-triamino-4-oxopirimidin-Ng-il)-9-hidroxi
AFB, (AF-FAPY), con una frecuencia de 17-30%, vy se les considera como causa
mayor de mutaciones del ADN (Lin eta/., 1977) y son activadores del proto-oncogene
H-ras: por otro lado, al unirse la AFB,; a la guanina del ADN se forman un 70% de
aductos 8,9. dihidro-8(N’-guanil)-9-hidroxi-AFB, (AFB,-N’-Gua) (Essigmann er a/., 1977;
Croy et a/., 1978), que cuando se eliminan por la orina, son medida del metabolismo
de las AF, de modo que al cuantificar estos aductos en la orina estamos midiendo
también la reparacidon que hace el ADN frente al ataque de la AFB, (Peers and Linsell,
1973; Bennetter a/, 1981; Bulatao, 1982; Garner, 1985; Harrison er a/., 1991).

La tecnologia parala deteccidn de las AF unidas al ADN (aductos) es compleja,
implica un conocimiento inmunoldgico, quimico, de manejo de aparatos de precisidn
y de medidas de proteccién. La determinacion de AF en la orina da datos valiosos y
en el caso de la AFB, libre, refleja exposiciones previas de 24 a 48 horas. Cuando se
complementa con la deteccién de aductos de AFB,-N7-Gua en orina, muestra la tasa

de recuperacidn del ADN de AF fijadas afos atras.

Efectos bioquimicos tSxicos.

La AFB, ejerce su toxicidad sobre el metabolismo de las proteinas, lipidos y
carbohidratos., en el transporte electrénico de la cadena respiratoria y en las
membranas celulares y subcelulares (Patterson, 1977). Unainteraccidn téxica es sobre
el ADN, causando efectos mutdgenos y cancerigenos.

Patterson (197 7) mostré que los principales efectos bioquimicos son porque
inhiben la sintesis de! &cido ribonucieico (ARN), ADN-dependiente en el nicleo de los
hepatocitos, lo que provoca una inhibicién de la biosintesis de las proteinas en el

(proteinas de exportacion). En el metabolismo de los
(UDP),

las actividades uracil-diamin-fosfato
trastornos

2.3

sistema microsomal
carbohidratos, la AFB, disminuye
glucosa-glucégeno transglucosilasa y glucosa-6-fosfatasa (G-6-P asa),
bioquimicos relacionados con la degradacidn de las reservas de glucédgeno hepéatico
y los cambios morfolégicos del reticulo endoplasmico respectivamente, dado que la
G-6-P asa es especifica del mismo. La intoxicaciéon por AFB, trae cambios en el
transporte de los lipidos del higado, esta toxina inhibe la actividad tioquinasa, esencial
para la activacion del acetato en Acetil-CoA. Otra alteraciéon biogquimica sobre el
metabolismo de los lipidos, es el trastorno del metabolismo de los carotenoides
observado en las aves (Tyczkowski & Hamilton, 18987).

Los efectos metabdlicos téoxicos de la AFB, a nivel de organelos celulares se han
descrito como aumento en la permeabilidad de las membranas tanto mitocondriales,
interrumpiendo el transporte de electrones dela cadenarespiratoria, como lisosomales
con salida al exterior de las hidrolasas &cidas (OPS-OMS, 1983). Estas alteraciones
bioquimicas causan dafnos en el hombre y bajas en la produccidn animal.
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2.49 Teratogenicidad

Los efectos teratégenos de la AFB, fueron reportados por primera vez por Di
Paolo et a/., (1967) en hamsters, ratas y ratones que recibieron una dosis de 4 mg
AFB,/kg de peso al octavo dia de gestacién, con lesiones a nivel de! sistema nervioso
central. La AFB, retarda el proceso de blastulacidon y gastrulacién en Medaka japonesa
(Oryzias /atipes) proporcionaimente a la dosis utilizada, y produce efectos teratégenos
variados a nivel del sistema circulatorio, vejiga urinaria y en el sistema dptico
(Llewelyn et a/.,1977); sin embargo, Krishnamachari et a/. (1975) no pudieron
demostrar la aparicidn de maiformaciones enormes en embriones de pollo a los que se
les administré dosis subletales de AFB, y s6lo mostrd retardo en el crecimiento de
ratones. Se observdé un efecto teratdgeno en embriones de ratas Sprague Dawley de
10 dias de gestacién, cultivados ‘in vitro’ (Carvajat & Irvin, 1988) donde la AFB, causd
hidrocefalia, mailformaciones en patas y cola, alteraciones en numero de somitas y
hemorragias en el telencéfalo.

2.5 Inmunosupresion

Hay un efecto negativo de las AF sobre el sistema inmunitario (Pier et al.,
1977). El consumo de bajas dosis de AF afecta la resistencia natural o adquirida a
enfermedades infecciosas tanto en animales de experimentacién (Wei & Hsieh, 1980)
como de produccién. La accidén téxica de la AFB, afecta al sistema inmune humoral
y celular en pollos, y las inmunogiobulinas séricas en terneros disminuyen (Balaraman
& Arora, 1987). La actividad del complemento se reduce y se retarda la produccion
de interferén (Wei & Hsieh, 1980). Todo esto junto con |la menor capacidad de los
linfocitos y fagocitos, producida por la ingestion de AF, reduce las defensas contra los
microorganismos {(Wei & Hsieh, 1980; Rausuddin et a/., 1990).

2.6 Relacion Mutagénesis - Carcinogénesis

La carcinogenicidad de la AFB, fue probada al producir hepatomas en ratas, por
el suministro del mismo alimento de cacahuate implicado en la enfermedad X de los
pavos, antes de conocerse su identidad. Sus efectos cancerigenos fueron probados
en otros animales, como patos (Carnaghan, 1965), y monos (Gopalan er a/., 1972).

Existe una estrecha relaciédn entre mutagénesis y carcinogénesis. La
mutagenicidad es el proceso por el cual se produce una alteracién del ADN presente
en las células vivas (genoma) y el mutdageno es el agente fisico o quimico que produce
la mutacién o alteracién del ADN (Alberts er a/., 1994). Hay varios métodos capaces
de detectar ila capacidad mutagena de los compuestos, utilizando sistemas de ensayo
con células procariontes (bacterias) o con células eucariontes (Darnell er a/., 1993).
Los agentes altamente cancerigenos son frecuentemente mutagenos potentes (Miller
er al., 1984). Se realizéd un estudio de la actividad genotdxica de 33 micotoxinas
utilizando el test de reparacién del ADN, encontrando que la AFB, presenta una

actividad genotéxica potente.
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Esta bien establecido que los cancerigenos quimicos, como la AFB,, se unen
covalentemente al ADN formando aductos (Yu et a/., 1990) y que el mecanismo de
produccién de la mutagénesis de AFB, es el mismo que el de los agentes alquilantes,
produciendo mutaciones puntuales (Figura 5). Estos mismos autores plantearon un
posible mecanismo de iniciacién oncogénica en el que estd involucrado el 2, 3 6xido
de AFB, a través del proceso de carcinogénesis (Figura 8) con la activacién quimica

de un proto-oncogén (Yang et a/., 1985 y Massey er a/., 1995).

Figura 5:
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3. Epidemiologia de enfermedados hepéticas relacionadas con la AFB,

3.1 Hepatitis

Hepatitis significa inflamacidn del higado. El conocimiento de la hepatitis viral
data de épocas muy antiguas, aungue la identificacidn de los virus que la originan, es
reciente con apoyo de técnicas de ingenieria y biologia molecular, que han permitido
caracterizar los virus que intervienen en la fisiopatogenia y respuesta inmune de este
grupo de enfermedades infecciosas.

3.1.1 Hepatitis B

La hepatitis B viral (HBV) es la enfermedad hepatica infecciosa mas importante
a nivel mundial, también por sus secuelas, como son la infeccidn crdnica, cirrosis y
carcinoma hepatocelular (Maynard, 1990). En el mundo existen airededor de 300
millones de portadores de infeccidn activa de este virus (OMS, 1988). La mayoria
localizados en Asia, seguida por la regién del Sahara en Africa. Del total de la
poblacion, el 65 % vive en dreas donde el padecimiento es endémico. Mads del 90 %
de portadores se localizan en regiones subdesarroliladas, con servicios de salud
deficientes y falta de recursos econédmicos. Se pensd que la HBV sélo se transmitia
por via parenteral (sanguinea), pero actualmente se ha demostrado que también por
contacto sexual como una verdadera enfermedad venérea (Trevifo er a/., 1994).

El virus de |la hepatitis tipo B es de la familia llamada Hepdnaviridae, es de ADN
de doble cadena, mide 42 nm vy consta de una porcién lipoproteica externa que
contiene al antigeno de superficie (HBsAg) y de una porcidn central o nucleocépside
con el ADN, el antigeno core (HBcAg) y el antigeno "e" (HBeAg). El virién completo
de 42 nm, circula en la sangre del paciente infectado, al igual que pequefias esferas
y tdbulos de 22 nmm que son el HBsAg y parecen ser un excedente de cubierta
lipoproteica viral. El HBsA g se encuentra en otros fluidos como orina, saliva, bilis,
secreciones nasal y vaginal, semen, ldgrimas y leche materna e incluso en las heces.

Aunque el virus de la HB no se ha cultivado /n vitro, la aplicacién de la técnica
recombinante ha permitido la sintesis de polipéptidos sintéticos del HBsAg en el
laboratorio y ha permitido definir la estructura fisica del genoma viral, el cual esta
compuesto por dos cadenas de ADN, una larga "L" y una corta "S".

Eldiagnéstico de HBV seestablece con marcadores serolégicos especificos para
hepatitis viral B: HBsAg anticuerpo (Ac) contra el HBcAg (Anti-HBcAg), HBeAgy Ac
contra el HBeAg (Anti-HBeAg). Hay alta frecuencia en varones homosexuales,
prostitutas, drogadictos, trabajadores de la salud en contacto con sangre O sus
derivados, en terapia intensiva, didlisis renal, oncologia y en laboratorio tienen de un
15 a 30% mayor riesgo de infeccidn (Lisker et a/., 1990; De Hoyos eta/., 1993; Mast
& Alter, 1993). La prevalencia del HBsAg en bancos de sangre de Latinoamérica
fluctda entre 0.3 a mas del 10 %, y en México oscila entre 0.33 a 1.61 % (Hadler er
al., 1987 y Fay, 1990). El Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubirdn (INNSZ)
reporta una prevalencia de 0.28 % de HBsAg (Meléndez er a/., 1993).
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3.1.2 Hepatitis C

La hepatitis C viral (HCV) es un problema sanitario en todo el mundo, por su
frecuencia, las graves consecuencias clinicas y su evolucidn a la cronicidad. Un riesgo
de la HCV es su tendencia a convertirse en enfermedad crdnica, a menudo
asintomadtica y que puede llevar a cirrosis en el 10-30% de los casos (Alter, 1993).

En 1988, Houghton y colaboradores de ia Chiron Corporation en California,
USA, identificaron y clonaron el genoma viral que parecia estar relacionado con el
agente de la Hepatitis no-A, no-B transmitida por via parenteral. Desarrollaron un
inmunoensayo para obtener el Ac contra este agente que denominaron virus de la
hepatitis C. Se ha demostrado que del 80 al 90 % de la hepatitis no-A no-B son
producidos por el virus C (Mandel!l er a/., 1992).

El HCV es un virus de ARN de cadena simple, con polaridad positiva, con
alrededor de 10,000 nucledtidos, con cubierta proteica que se destruye con solventes
lipidicos que inactivan al virus. Por uitracentrifugacién se ha estimado que mide 30 y
60 nm de didmetro. Presenta similitud en caracteristicas fisicas y gendmicas con los
flavivirus en especial con los arbovirus.

Se cuenta con dos métodos diagndésticos para HCV: el radio inmunoandlisis y
el andlisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Estas pruebas detectan Ac
contra fa regién C 100-3. El anti-HCV contituye un marcador que identifica a los
portadores del HCV, pero no sirve para el diagndstico precoz de la hepatitis aguda.
Hay un periodo largo entre la exposicion al HCV y la deteccién de Ac.

Es posible que el HCV se transmita por contacto sexual, aunque es raro en
comparacion con el HBV o el virus de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Se ha
detectado positividad para anti-HCV entre 4-8 % de los homosexuales masculinos y
en el 6 % de las companeras sexuales de los drogadictos positivos a HCV (Esteban
er a/., 1988; Alter, 1993). Las poblaciones susceptibles de riesgo por infeccién de

infectados no

HCV incluyen a profesionales de la salud. Existen pacientes
pertenecientes a ningun grupo de riesgo, con via de infeccion desconocida (Zuckerman

et al., 1984).

La incidencia de hepatitis post-transfusional es del 7 al 12 %. Crespo et a/.
(1994), seitalan su importancia como causa de enfermedades hepdticas persistentes.
En América Latina, la prevalencia del anti-HCV fluctda entre 0.57 a 1.7 %. se estimad

de un estudio cooperativo entre doce paises (Fay er a/., 1984).
Diaz et a/. (1993) encontraron relacién directa entre la frecuencia de anti-HCV

y el numero de unidades de sangre transfundidas en pacientes que la recibieron antes
de 1991. En México, los marcadores anti-HCV empezaron a ser utilizados en general
a partir de 1992, logrando abatir Ila frecuencia de hepatitis C post-transfusional. La
prevalencia de marcadores de hepatitis en la poblacién de donadores del INNSZ para
el anti-HCV de hepatitis C en México es de 1% (Meléndez er a/., 1993).



14

3.2 Cirrosis

La palabra cirrosis deriva del griego Kippoeiv, que significa "tornarse amarillo
rojizo" (Skinner, 1961), es una enfermedad progresiva y mortal que desde la
antigledad se denominaba "endurecimiento del higado” (Tumen & Cohn, 1968). La
cirrosis hepdatica es unaimportante causa de muerte, principalmente entre hombres en
edad productiva, la mortalidad tiene una distribucién regional y la tasa de Mé€xico, es
de las mas altas del mundo (Narro-Robles er a/., 1992).

La cirrosis se asocia al consumo de alcohol, a productos quimicos o a hepatitis
viral. De las enfermedades crénicas del higado en Estados Unidos (1989), el 49.3%
se relacionaron con alcoholismo (MMWR, 1993).

En 1993, se reportaron 7 776 casos de cirrosis hepdatica en México, que dieron
una tasa de 9 por cada 100 000 habitantes. Estos casos nuevos de CH representraron
53% de todas las hospitalizaciones notificadas por el Sistema de Salud bajo cirrosis
y otras enfermedades crénicas del higado (Narro- Robles et a/., 1994).

La tendencia de la mortalidad en los ditimos 20 afos ha sido estable e indica
un grave problema de salud (Figura 6). En 1983, la CH ocupd el noveno lugar entre

ilas 20 principales causas de muerte con una tasade 27.7 % de defunciones por cada
55% se asociaron a alcoholismo (Direccidn

100 000 habitantes, donde cerca del
General de Epidemiologia, 1994).
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El grupo de edad mas afectado por CH, en México, fue de 25 a 44 afos, segln
la edad de inicio del consumo de alcohol, donde esta enfermedad representa la
segunda causa de muerte con 19.6 defunciones por cada 100 000 habitantes, y el
grupo de 45 a 64 afios, donde es la cuarta causa de muerte (87.2 defunciones por
cada 100 00O habitantes). Segun el sexo, la mayor proporcién de muertes ocurrié en
los hombres (78%)., esta relacién se mantiene en todos los grupos de edad con
excepcién de las muertes enel grupo de 10 a 14 afos cuya relacidn se invierte (Figura
7) (Secretaria de Salud, 1993 a; Direccién General de Epidemioiogia, 1993).

E! Registro de Salud Pudblica (Secretaria de Salud, 19893 a) indica que en 1991,
la mayoria de los casos de cirrosis se presentaron en los Estados de Quéretaro,
Morelos vy Tiaxcala. En 1992 la distribucidn geografica de las defunciones por CH en
3 Estados: Hidalgo, Puebla y Tlaxcala tuvieron las tasas de mortalidad mas elevadas
ya que son entidades productoras y consumidoras de pulque (Narro-Robles et a/..

1992).
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Figura 7: Distribucién de la mortalidad por cirrosis hepética por grupos de edad y

sexo en México, 1991 (Narro-Robles et a/., 1994).
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3.3 Carcinoma hepatocaelular.

Ef carcinoma hepatocelular (CHC), ocupa el séptimo lugar entre los cadnceres en
el hombre y el noveno en la mujer a nivel mundial. El CHC es una neoplasia comdn en
Suddfrica y en el Lejano Oriente, mas frecuente en Mozambique, 103 casos por cada
100 OO0 habitantes al afio. Otras zonas de moderada incidencia son Japdn, con 4.6
casos por cada 100,000 habitantes al afno, asi como Dinamarca y Suiza. Se
consideran como dreas de baja incidencia los Estados Unidos, 3 casos por 100 mil
habitantes al afio, Inglaterra y Ameérica Latina (CA. Cancer Statistics, 1994).

En Estados Unidos ha aumentado el CHC, quiza debido a la mayor sobrevida de
los pacientes cirrdticos y de su evolucidn hacia CHC (Parkin, 1988; Sherlock, 1989).
El CHC estd en frecuente asociacién con enfermedades metabdlicas o exposicion a
téxicos. La infeccidn crénica por virus B probablemente ocurre en el 90 % de los
carcinomas (Beasley, 1982).

Los tumores malignos ocupan el 2° lugar entre las causas de mortalidad general
en México, con 20 322 defunciones y con una tasa de 37.9 por cada 100 000
habitantes. Figura 8.

No se ha establecido una asociacién entre HCV y CHC en forma concluyente.
Hay casos de céncer en pacientes con cirrosis desencadenada por virus C. La

presentacion, evoluciéon clinica y prondstico es similar a casos de CHC por otras

etiologias (Kenichi, 1982).
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Otros factores relacionados con el CHC son las AF, las enfermedades hepaticas
por alcohol, el hdbito de fumar y los anticonceptivos orales (Bosch & Mufoz, 1988,
Lisker er a/., 1989).

El cancer primario de higado presentd una frecuencia entre 2.6 y 5.7 % en
enfermos con cirrosis hepdatica y con una frecuencia de 0.56 a 1.2 % cuando se
incluyeron todas las necropsias practicadas en los hospitales generales (Direccidn
General de Epidemiologia, 1994). Los grupos de riesgo para enfermedades crénicas
por edad son de 45 a 75 anos 6 mas. La mortalidad fue similar en ambos sexos (Figura
9) (Secretaria de Salud, 1993 b).

El CHC generalmente se diagnostica en etapas avanzadas cuando la masa
tumoral es mayor de 5 cm y la sobrevida promedio inferior a un afo. En un estudio de
1985 a 1992 realizado en el INNSZ, se encontraron 90 pacientes con CHC, 60 % del
sexo masculino ¢on edad promedio 59 afios; hubo cirrosis en 49 del total (57 %), de
origen alcohdlico en 45 %, de origen viralen 41 % y de origen desconocido en 14 %%.
Se determiné HBsAg sélo en 55 % (positivos 18%). La sobrevida promedio fue de
13.6 % al afo, siendo mayor en pacientes no cirrdticos (Meléndez er a/., 1992).
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q. Efectos de las aflatoxinas en la salud humana.
Cuando la actividad cancerigena y los efectos téxicos de las aflatoxinas B (AFB)
fueron comprobados en los animales, surgié la inquietud de su posible repercusidon en

el hombre por la ingestién de alimentos contaminados con elia.
relacionadas con la ingestion de

Hay varias enfermedades en humanos
alimentos contaminados con AF. Las AF producen dos tipos de sintomas en humanos:

agudos por intoxicacién severa y crénicos (Campbell & Salamat, 1971).
Una intoxicacidn severa por AF causa vémitos, diarreas, hemorragias internas

y muerte. Dentro de los sintomas crénicos tenemos diferentes tipos cancer: de higado,

informacién donde se

de pulmdén, colorrectal vy de esdfago, de los cuales existe
relaciona a las AF como los mutdgenos causales (Yadgirieta/.,, 1970; Van Resenburg

et al., 1974; Dichter, 1984; Wild et a/., 1991 y Harrison, et a/., 1983).
Con respecto a otras enfermedades, el cancer de pulmdén ha sido relacionado
con la AFB,, asi, Dvordckova et a/., {(1981) encontraron AFB en pulmones de dos
pacientes fallecidos de cdncer de pulmdn y también las investigaciones de Stora er a/.
(1982) relacionando el cdncer de pulmdn con aspiracién de polvo con A. flavus.
Los cdnceres digestivos, hepatitis y cirrosis, estdn dentro de las primeras causas

de muerte en los paises de clima célido. Se encontré relacion entre el cancer de colon

y la ingestién de aflatoxinas (Deger, 1976; Harrison er a/., 1983).
También se les relaciona con el sindrome de Reye, pues se encontraron AF en

los 6rganos de nifos fallecidos de esta enfermedad (Reye era/., 1963; Dvorackova er

al., 1977 y Stora er a/., 1982).
la relacién de las AF con el Kvvashiorkor fue sefialada por

Por otra parte,
Apeagyei et a/. en 1982 y Chevel (1989) quienes encontraron AF en los higados de
para el desarrollo de la misma, es

ninos con esta enfermedad y plantearon que,
necesaria que estén presentes la deficiencia proteico-energética y las AF. Otras

enfermedades se han asociado a las AF, como la hepatitis, la cirrosis infantil de la
India (Harcharan et a/., 1978) y hepatitis B ocurrida también en Ila India
(Krishnamachari etz a/., 1975). La hepatitis B aparece como un factor que predispone

al dano por AF.

Entre los consumidores de heroina existe una alta probabilidad de adquirir AF
por via endovenosa proveniente de ia contaminacisén de la planta. De hecho la AFB,
se encontrd en nueve muestras de orina procedentes de trece heroindmanos callejeros
(9616 pg/g) v en el 20% de 113 adictos de Inglaterra y Holanda (Hendrickse et a/.,

1989).

9.1 Relacién entre la AFB, y el carcinoma hepatocelular.
El CHC constituye el séptimo cdncer mas comun a nivel mundial y causa

alrededor de 200 OO0 muertes por aiio; en varones del centro de Africa, ocupa el
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primer lugar de incidencia; en el sur de Africa y el sureste de Asia ocupa el segundo
lugar: y en China, es la tercera causa de muerte entre los varones, siendo un tumor
relativamente raro en América, Europa, norte de Africa y este de Asia (Parkin, 1988).

Enlas zonas mencionadas estan los estudios epidemiolégicos méas importantes,
que muestran gran relacion entre ia ingestion de AF y la aparicién de CHC (Wogan,
1992). Los primeros informes fueron de Shank et a/., (1972) en Tailandia; Peers &
Linsell (1973) en Kenya y Van Rensburg er a/.., (1974) en Mozambique (OPS-OMS,

1983).

En estudios realizados en Filipinas por Bulatao (1982), y en Africa por
Trichopoulos & Day, (1987) se demostré una fuerte asociacién entre la ingestion de
grandes cantidades de AF y el riesgo de desarrollar CHC, también el consumo de
alcohol, el tabaquismo y el uso prolongado de anticonceptivos son factores de riesgo
asociados.

Para conocer el efecto cancerigeno de las AF en el hombre, se han usado los
meétodos estadistico y epidemioldgico que relacionan ia contaminacidon por AF en
alimentos, con la incidencia del CHC y otros turmmores (Alpert et a/., 197 1). Estudios
epidemiolégicos de Ameérica y Africa han asociado laincidencia del cancer primario de
higado con el consumo de AF en alimentos y la presencia del HBV (Austin et a/.,
1986; Alvarez et a/., 1991; Alvarez et a/., 1994; Wild er a/., 1993).

En China se han identificado las areas del sureste como las de mas alta
incidencia de CHC; en un estudio realizado en Guangxi (Yeh et a/., 1985). Por otro
lado, Stoloff (1983) encontrdé pocarelacién entre ta exposicién estimada a AFB,, (dado
qQue no la analizéd quimicamente) y la presencia de CHC en los Estados Unidos. Las
causas se desconocen, los resultados no son concluyentes, pero lo gue es innegable
es que en animales de experimentacidén, incluyendo los primates no humanos. la
hepatocarcinogenicidad de la AFB, ha sido probada, siendo improbable que el hombre
sea la excepcidn bioldgica.

Sobre la incidencia de CHC y el sexo, se pensd que los varones estaban
asociados a mas factores de riesgo (AF, alcoholismo, tabaquismo), pero después se
demostrd la importancia de las diferencias hormonales (Chalkias, 1989).

Hay diferentes técnicas para monitorear el riesgo por AF en el CHC, a
continuacion relataremos algunos de los trabajos mas sobresalientes. El uso de
técnicas inmunoldgicas como RIA (Sizareteral/., 1982) o ELISA (Garner, 1985) se han
usado para monitorear la AFB, y sus metabolitos en fluidos bioldgicos (orina, sangre
vy leche) en pacientes y en poblacién abierta. La medicidon de aductos AFB-N’-Gua en
orina (Groopman & Sabbioni, 1991) y de aductos AFB,-albimina en sangre (Wild er
al/., 1980) son indices de exposicién, y estos uitimos reflejan la exposicion a AF de
cuatro a seis semanas antes del estudio (Bosch & Mufioz, 1988).

La AFM, se encontré en muestras de leche materna en Zimbabwe (Wild et a/.,
1987), lo cual es un riesgo para los nifios. También la presencia de aductos AFB-ADN
en el higado de pacientes fallecidos de CHC (Garner et a/., 19858), y en cortes de
Srganos con carcinomas, refuerza la relacién entre cédncer y AF (Harrison et a/.,1993).
Se han realizado estudios /n vitro del metabolismo de la AFB,; con células humanas
(Neal, 1887), asi como también estudios de exposicién humana a las AF, que han
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arrojado evidencia de que en ciertas poblaciones de Africa existen Ac que reconocen
epitopes de AFB, (Autrup er a/., 1990).

La presencia de la AFB, es mas frecuente en personas que han sufrido
infecciones por el VHB, que en sanas (Blumerg, 1985; Peers et a/.,1987; Beasley,
1988; Lisker er a/., 1989). También en estudios de aductos de AF en orina en Africa
(Wild et a/., 1993) y en China (Groopman et a/., 19984), quedd demostrada la
participacién de las AF con la hepatitis y el CHC.

S. Métodos de andlisis de aflatoxinas.
5.1 Quimicos.

Estos métodos detectan a las AF y su cuantificacién por un patrén interno o
externo. Los principales métodos cromatogréaficos son: en capa fina (TLC) y la
cromatografia de liquidos (HPLC). La cromatografia se basa en la distribucidn de los
componentes de una muestra entre dos fases, una estacionaria y otra movil, que se
filtra a través de los espacios pequenisimos de la fase estacionaria o fija.

5.1.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

Es una técnica rapida, sencilla, versatil y reproducible, por lo que se emplea para
identificar drogas, extractos de plantas y preparaciones bioldgicas, o para evidenciar
contaminantes o toxinas (Peckok & Shields, 1983).

La TLC es una técnica muy utilizada en el analisis de AF y otras micotoxinas.
Su éxito depende del tipo de adsorbente, del sistema de solventes, del método de
deteccion empleados y ademas, se requieren cantidades de muestra muy pequenas.
La cromatografia de capa fina es muy utilizada en el anadlisis de AF.

65.1.2 Cromatografia de liquidos (HPLC).

Sus ventajas son: aumento de la sensibilidad, exactitud, precisién y resolucidon
de las muestras a analizar, ademas de que el sistema puede ser automatizado
(Guattocchi, 1992).

El éxito de la HPLC para analizar AF radica en el tipo de columna RP C,; usada
(Garner, et a/.,1993) que es de gel de silice y da mavyor definicién. Se utiliza la
cromatografia de particion o fase reversa (RP), el detector puede ser de ultravioleta o
de fluorescencia y es importante el sistema de solventes que se utilicen. Para
incrementar la fluorescencia de las AF se derivatiza la toxina con yodo o bromo,
después de la separacién por columna (Kok, 1994) y ayuda también el uso de una
precolumna de derivatizacidn (Joshua,1993).

La HPLC sirve para identificar, cuantificar y separar el aducto de AFB,-N7-Gua
y la AFB, libre o sus metabolitos en orina ya sea por patrdn interno o externo.
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5.2 Inmunolégicos

El origen de las técnicas inmunoenzimaticas se remontan al afo 1941, cuando
con la técnica de inmunofluorescencia, se realiza el marcaje fluorescente de Ac. EI
desarrollo actual se debe a los avances en inmunoquimica de las proteinas, en
enzimologia, en métodos de obtencidn de proteina y Ac de elevado grado de pureza
de los acoplamientos proteina-proteina y al estudio de las capacidades de absorcién
de diferentes polimeros. Se usa mucho la concentracién de AF por columnas de
inmunoafinidad

6.2.1. Antigeno 6 hapteno

En Ias reacciones inmunoldgicas interviene un grupo de moléculas que segun
su peso molecular (pm) son Antigenos (Ag) o haptenos. Los Ag son sustancias de alto
pm (> 5 O00 daltones) portadoras de signos de extrafieza genética y que al penetrarie
al organismo provocan reacciones inmunoldgicas especificas (respuesta humoral o
celular). Estos Ag deben tener estructura estable y la posibilidad de ser degradadas.

Los haptenos son moléculas extrafias, de bajo peso molecular (< 5 000
daltons) y no pueden por si solas iniciar una respuesta inMmunolégica. Las AF
pertenecen a este grupo, se requiere unirlas a una macromolécula (proteina) que las
hace antigénicas. La proteina que se acopla al hapteno para estos fines se denomina
portadora o “carrier". Para llevar a cabo el acoplamiento entre ef hapteno vy |a proteina
es necesario que la estructura del hapteno presente grupos funcionales libres
{(carboxilos 0 aminos) capaces de reaccionar con los grupos carboxilos, aminos, tioles
o fenoles presentes en la proteina para formar un enlace covalente.

Las proteinas portadoras mas usadas son: albumina de suero bovino (BSA),
ovoalbumina (OVA), gamma globulina (BGG), y polimeros sintéticos como la polilisina.
La conjugacién entre el hapteno y la protefna puede realizarse de forma directa o
indirecta, segun las caracteristicas estructurales del hapteno. La AFB,, al no presentar
un grupo carboxilo en su estructura, requiere de una derivatizacién quimica que
permita obtener una AF mds reactiva que pueda acoplarse directamente a la proteina.

5.2.2. Anticuerpos (Ac)

Los Ac son proteinas que incluyen a las inmunogiobulinas producidas por las
células plasmaéaticas como interaccién entre los linfocitos B sensibles y el Ag. Las
inmunogiobulinas tienen su méaxima concentracidn en el suero sanguineo donde
constituyen cerca del 2.5% (residuo seco) y mas del 30% de todas las proteinas.

Los Ac pueden ser policlonales o monoclonales segun la cantidad de clones
celulares que los produzcan. El Ac policlonal es producido por distintos clones de un
s6lo animatl como resultado de una inmunizacién con el Ag, mientras el Ac monoclonal
es derivado de un solo clon de células producidas por un hibridoma (fusién de una
célula de bazo de animales inmunizados con células mieldémicas cultivadas en un medio
nutritivo (Abbas er a/., 1994) producto de varias inmunizaciones.
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5.2.3 Reaccioén antigeno - anticuerpo.

Las fuerzas que unen al Ag con el Ac son interacciones no covalentes, que
forman complejos de manera rdpida y reversible y que permiten reutilizar las moléculas
de Ac. lLas uniones no covalentes se forman con distancias intermoleculares
relativamente pequefias, por eso, la unién mas fuerte entre Ag y Ac se produce
cuando las formas del epitope {(caracteristica de un Ag que define el patrén de
reconocimiento por un Ac) y del lugar de combinacion del Ac se adaptan de manera
muy estrecha, como sistema de llave/cerradura.

Las fuerzas que contribuyen a la interaccién Ag-Ac son los enlaces
(electrostaticos, de hidrégeno, hidréfobos) y las fuerzas de Van der Waals. Las
uniones hidréfobas son las mds importantes. Las fuerzas de la unién entre un epitope
y una molécula de inmunoglobulina (Ac) recibe el nombre de afinidad y se calcula por
ta Ley de Accidn de las Masas y se refiere al Ag. Un sindnimo de afinidad es avidez,
pero se refiere al Ac. Ambos términos reflejan la energia con la cual se combinan los
sitios de unidn del Ac con el Ag especifico.

5.2.4 Clasificacién de los inmunoensayos.

Las técnicas inmunoldgicas se fundamentan en la reaccién Ag - Ac y se
clasifican segun el compuesto marcado. Si es un radioisdtopo se denominan Radio
inmunoanadlisis (RIA) y si es una enzima se les llama Enzimo inmunoensayos (EIA).

El RIA es un método usado para cuantificar AF, en sistemas solubles, pero
contamina el ambiente con desechos radioactivos, y las radiaciones afectan la salud
del hombre; asi, han surgido métodos mas seguros y baratos como el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) (Chan & Perstein, 1887; Gosling, 19390).

La introduccién de los sustratos fluorescentes y los procedimientos con control
estricto de la reaccién (Ishikawa & Kato en 1977; Calvin er a/., 1986) permitieron
desarrollar trabajos en rangos ultrasensibles. La precisién del ELISA esta relacionada
con la sensibilidad de las enzimas inmunoensavyadas, y constituyen el marcador y a la
vez el sistema de amplificacidn de estas técnicas (Lehtonen & Viljanen, 1980).

Para que una enzima sea utilizada como marcador de un inmunoensayo debe
reunir varias caracteristicas como son: alta actividad hidroiitica, disponibilidad en
grandes cantidades vy con elevada actividad especifica, estar ausente o0 en muy bajas
concentraciones en las muestras y ser barata.

Las enzimas mé&s utilizadas son la fosfatasa alcalina, la peroxidasa, la B
galactosidasa y la glucosa oxidasa (Ashihara et a/., 1987; Kemeny et a/., 1989).

Dos limitaciones en la sensibilidad de los ensayos enzimdaticos, son la actividad
especifica de las enzimas y las limitaciones del método para determinar el producto de
la reaccion enzimdtica. Las enzimas R-d galactosidasa y fosfatasa alcalina son muy
utilizadas por tener una gran actividad especifica. Los productos de las reacciones
enzimaticas, se determinan por fluorometria, espectrofotometria o radiolégicamente.
Los métodos por filuorescencia son los de mayor sensibilidad (Ishikavwa & Kato, 1977).
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Factores que influyen en la sensibilidad del ensayo:
a. Temperatura y tiempo de incubacion.
No existe una regla en cuanto al tiempo y la temperatura de incubacién pero
tiene que tomarse en cuenta el punto donde ta sensibilidad no sea critica. El calor
reduce drdsticamente la sensibilidad, sobre todo cuando se utilizan dos anticuerpos.

b. Reaccion Antigeno (Ag) - anticuerpo (Ac).

La reaccidn Ag:Ac es reversible, obedece a la ley de Accién de las masas y se
puede expresar de la siguiente manera:

[AgllACc]
donde: K es la constante de equilibrio.

Es determinante el limite de deteccidn que se establece con la Ley de Accidén
de Masas y por la avidez enlazante del hapteno al Ac. A mayor avidez del Ac, mayor
sensibilidad del ensayo.

c. Naturaleza del/ enlace entre el hapteno y la enzima.

Se requiere que el enlace entre el hapteno y la enzima sea diferente a la
estructura del inmundégeno que se utilizé para levantar Ac especificos a este hapteno,
los Ac obtenidos deben tener diferente avidez por el hapteno nativo y por el hapteno
marcado, por lo tanto no habrad pérdida de sensibilidad. Por lo que se recomienda
utilizar otros puentes de conjugacidn entre hapteno y la enzima, diferente al utilizado
por el inmundgeno.

d. Efectos no especificos.

Se observan en aqguellas muestras bioldgicas que presentan mayor
concentraciéon de enzimas que pueden inhibir la actividad enzimatica. Estas
interferencias afectan la sensibilidad del ensayo. Estos efectos inespecificos pueden
eliminarse con el uso de proteinas como la BSA para bloquear sitios activos no
ocupados por los Ac y ademads, la inclusion de detergente & la utilizacion de altas
molaridades de sal en la etapa de incubacién (Lovborg, 1982).

Los métodos de andlisis de AF mas modernos son los inmunoldgicos, con una
alta sensibilidad y especificidad ya que se basan en lareaccién Ag-Ac. Lagone & Van
Vunakis (1976) describieron uno de ios primeros ensayos inmunoldgicos y utilizaron
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el RIA. Posteriormente, Lawellin et a/., {(1977) utilizaron el EIA para determinar AF.

Los métodos de analisis inmunoldgicos tienen una alta sensibilidad vy
especificidad, y no requieren de una exhaustiva limpieza quimica de la muestra, como
en la HPLC, o que abarata su costo y permite procesar un gran niumero de muestras
en un corto tiempo.

El método, inmunoenzimatico ELISA, es apropiado para determinaciones
masivas de AF (Garner, 1985). La deteccidn y cuantificacidon de AF tanto en alimentos
como en fluidos biolégicos (orina y leche materna) han requerido desarrollar métodos
inmunolégicos capaces de detectar concentraciones del orden de picogramos (Garner
et al., 1985; Groopman er a/., 1985; Chapot & Wild, 1991).

Para desarrollar un método inmunoenzimatico, hay que considerar la estructura
de tla molécula y sus grupos funcionales para seleccionar el mejor método de
deteccidn, y asi sintetizar el Ag adecuado y producir los conjugados y su purificacion.

Los métodos de ELISA usados para medir Ag en una matriz son: el competitivo
directo, el de doble Ac o sandwich y el de inhibiciédn del Ac.

En el método competitivo directo, la fase sélida (placa de microtitulaciédn de
poliestireno) se recubre con el Ac especifico para el Ag de prueba. La cantidad
apropiada de la muestra que contiene el Ag (residuos) y el Ag marcado con |la enzima
son adicionados. Hay una competencia por el Ac entre el Ag marcado y el Ag sin
marcar. El sustrato es adicionado y producird color por la reaccidon enzimatica y esta
serd inversamente proporcional a la concentraciéon del Ag en la muestra.

En el método de doble Ac o sandwich, el Ac es absorbido a la placa. La muestra
de prueba que contiene el Ag es adicionado seguido por el Ac que en este caso esta
conjugado con una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina & R galactosidasa). El
sustrato se adiciona vy el color producido es directamente proporcional a |la cantidad
de Ag en la muestra de prueba.

El método de inhibicidn del Ac consiste en la preincubacion de los Ac con la
muestra de prueba. Si cualquier Ag estad presente en la muestra, los Ac se unirdn a
éste. Cuando se le adicione, ala placa de recubrimiento, la mezcla Ag-Ac, habra una
disminucién en la intensidad del color producido.

El tipo de inmunoensayo de eleccidén para la cuantificacidn de las AF utilizado
en el presente trabajo es el de ELISA Inhibitoria Competitiva indirecta {(Garner et a/.,
1985; Chapot & Wild., 1991; Groopman & Sabbioni, 1991 y Hsieh et a/.,1988).

El principio del ELISA inhibitoria (Figura 10), se basa en ta competencia de la AF
presente en la muestra/estandar, con la AFB, de recubrimiento (AFB,-CI-Ov) en la
placa por los sitios de unidn. La cantidad de Ac que se unié a la AFB,-CI-Ov depende
de la concentracion presente en la muestra/ estandar. Si no hay AF en la muestra
habra un maximo de unidn entre el Ac y la AFB,-CI-Ov, por el contrario, si el nivel de
AF de la muestra es alto, ésta se unird al Ac y reducird su unidén a la AFB,-CI-Owv. La
determinacién de la cantidad de Ac unido a la AFB,-CI-Ov se realiza por la adicién de
un segundo Ac. Este segundo Ac estd conjugado con una enzima (peroxidasa) que nos
permite cuantificarlo por la realizacién de una reaccién coloreada con un sustrato
especifico.
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Figura 10: Método de ELISA Inhibitoria Indirecta.

Los primeros sistemas se disefiaron con antisueros policlonales contra AFB,,
obtenidos por inmunizacidn en conejos, tienen mucha heterogeneidad y se debe
eliminar la reaccidn cruzada (falsos positivos) contra otras moléculas (Escobar et a/.,
1991). Con el desarrolio de la tecnologia de hibridomas se pudo disponer de Ac
monocionales contra epitopes (puntos especificos) de la molécula de AFB,. Asl se
logré desarroliar un sistema inmunoldgico especifico para la deteccidn de este Ag
(Groopman et a/., 1982; Groopman & Donahue, 1988 y Garner er a/., 1985).

$.2.5. Validaci6én de un ensayo.

Para que un ensayo se aplique a un andlisis de micotoxinas en alimentos o

fluidos bioldgicos, debe de reunir las siguientes caracteristicas:

- E! titulo de los Ac policlonales y monoclonaies a utilizar debe ser mayor de 1:
10 OO0 y 1: 100, respectivamente.

- El limite de deteccién debe ser menor de 10 pg/pozo.

- Especificidad adecuada para el ensayo segun la toxina.

- Recuperacion.

- Reproducibilidad.

- Correlacion con otros métodos.
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Titulacion de /os antisveros.
La dilucion optima de un antisuero se debe determinar en el formato que se

a.
emplee durante el andlisis, ya que éste depende de la concentracién de los inmuno-

reactivos, el tiempo de incubacién y la temperatura.

La dilucidn éptima del antisuero se determina cuando existe una diferencia en
densidad éptica de 1.5 entre la sefial y el ruido, y se calcula a través de experimentos
cruzados con diferentes variables (Wilkinson et a/., 1989).

b. Sensibitidad.

Sensibilidad es la menor cantidad de hapteno gue produce una respuesta
diferente del cero a un 959% del Iimite de confianza. Seria determinada desde la curva
de calibracidén y se define como el valor medio del cero menos 2 desviaciones estandar
(DS) para RIA y para ELISA es el valor medio de cero mas la DS.

L.a sensibilidad de un ensayo tiende a confundirse con el limite de deteccién. En
la practica este valor se calcula como la media del primer punto (patrén cero) menos
dos o tres desviaciones estandar de la media. Este valor puede coincidir con la

sensibilidad del ensayo.
La sensibilidad depende de las concentraciones de los inmuno-reactivos, en
particular del antisuero. A mayor afinidad del antisuero el ensayo es mas sensible.

Especificidad.

La especificidad de un antisuero (reaccién cruzadal, es la habilidad gque tienen
algunas sustancias de enlazarse al Ac con mayor o igual facilidad que el Ag que lo
originé. Tales sustancias pueden ser precursores naturales, productos degradados del
Ag o sustancias de estructuras similares y en ocasiones pueden dar falsos positivos.

L.a reaccidn cruzada de un Ac policlonal varia segun la respuesta inmune de!
animal. Diferentes laboratorios, que emplean el mismo inmundégeno (AFB,:CMO-BSA)
han obtenido antisueros con especificidades diferentes para las distintas AF (Chu,
1984). Incluso cuando se obtienen Ac monocionales, estos pueden reconocer con
gran afinidad a otros metabolitos. Lee & Morgan, (1993) obtuvieron un Ac monoclonal

contra la AFB, gque reconocia de igual manera a la AFG,

c.

.

Exactitud y Precision.

d.
La exactitud es la concordancia entre el valor real de!l compuesto analizado y la

media de los resuitados obtenidos al aplicar el procedimiento.
La exactitud de un ensayo se determina por la recuperacidn de {a toxina de una

muestra artificiallmente contaminada (Wilkinson et a/.. 1989) o a partir de una muestra
certificada por un laboratorio de referencia como: International Agency for Research
on Cancer {IARC), Community Bureau of Reference Brussels {(BCR), FAPAS y otros.
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La recuperacién se considera adecuada cuando sus valores se aproximan al 100
% (= 5 %). Si éste se desvia mucho del valor real, hay que corregir el cdlculo final.
Ya establecida la recuperacién de Ia toxina a partir de la muestra, se determina
la precision, que es la concordancia entre los resultados obtenidos por un método

estandar, sobre un material idéntico y bajo determinadas condiciones.
La precision se determina a través de la repetibilidad y reproducibilidad y los

términos de intra-ensayo, inter-ensayo e inter-laboratorio también son utilizados como
medida de precision y pueden serde 15, 25 yv 50 %, respectivamente. Los estudios
de precisién se deben realizar con mas de una muestra contaminada (Wilkinson er a/.,

1989; Morgan, 1989; Escobar er a/., 1991} .

f. Estudios de correlacion.

La correlaciéon con otros métodos nos indica exactitud de la técnica investigada
respecto a verdaderos positivos y negativos de un conjunto de muestras analizadas
paralelamente con un método de referencia. A partir de los datos obtenidos por el
procedimiento de referencia y el método propuesto pueden determinarse los
indicadores de calidad (sensibilidad, eficacia y valor
predictivo positivo o negativo).

Son necesarios experimentos inter-laboratorio, en la investigacidon y la
cuantificacién de AFB,; en alimentos, para el reconocimiento internacional de un
meétodo. Se harecomendado adopar el ELISA (Agri-Screen y Afla cup) como métodos
oficiales de andlisis para la cuantificacién de AF en alimentos cuando la concentracidn

de AF es superior a los 10, 20 y 30 wg/ml.

No existen métodos oficiales ni comerciales para determinacién de AFB enorina
o suero, la AOAC ha recomendado hacer estudios inter-laboratorio para validar y
estandarizar los métodos de andlisis de AF y sus aductos en fluidos biolégicos (Scott,

1990; Trucksess, 1994).

especificidad, prevalencia,
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. OBJETIVOS

Generales
Desarrollar y validar los métodos de ELISA y de HPLC para la deteccidn de AFB;

libre, sus metabolitos (AFM,, AFP,} v de su aducto AFB-N7-Gua en orina

humana.
Conocer la relacidn existente entre la presencia de AFB, libre, sus metabolitos

(AFM, v AFP,) v su aducto AFB-N’-Gua en orina humana, con las enfermedades
hepdticas que preceden al cdncer hepatocelular primario.
Relacionar la presencia de AFB, libre, sus metabolitos (AFM,, AFP,;}) y de su
aducto AFB-N’-Gua en orina tanto de grupos de riesgo (con hepatitis 8 y C
crénicas, con cirrosis viral y alcohdlica) con los niveles de AFB, de los grupos
contro!l (sano, con deficiencia renal y enfermos con enfermedad gastrica no
hepdatica), con la frecuencia de ingestiéon y tipo de alimentos susceptibles de

contaminacidn por AF.

Especificos

Realizar la sintesis de los aductos AF-ADN y AF-ovalbumina, la validacion del
tipo de placa, tipo de anticuerpos y sus diluciones éptimas.

Recolectar 210 muestras de orina de 24 horas y aplicar una encuesta sobre
alimentos con riesgo de tener AF (cereales, oleaginosas, especias, cervezas,
vinos, etc) a los grupos de riesgo y control.

Relacionar los niveles de AFB, obtenidos por ELISA y HPLC en {os grupos de
riesgo con las niveles de AF8, de los grupos control.
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. MATERIALES Y METODOS

El estudio de epidemiologia descriptiva para conocer la incidencia de hepatitis
B, C y cirrosis hepé&tica, se realizé en el INNSZ de México con la revisién de las
estadisticas existentes en los ultimos 10 afios, y se complementd con la consulta de
informacién de la Direccién General de Epidemiologia; publicaciones anuales de
Morbimortalidad de 1984-1994 de la SSA y también el Anuario Estadistico y otros

materiales que hacen referencia a estas patologias.

Encuesta sobre alimentos.

Se elabord un cuestionario para conocer la frecuencia de ingestién y tipo de
alimentos ya conocidos como susceptibles a la contaminacién por AF. Se incluyeron
en el cuestionario los datos de los alimentos y las raciones que se consumieron
durante las 24 y 48 horas previas a la toma de la muestra de orina, los alimentos
citados se agruparon segln su origen vegetal y animal. También se recogid la
informacion de la dieta habitual, con el consumo de raciones diarias, por semana, mes
y ano de los productos derivados de cereales (maiz, trigo, arroz), semillas oleaginosas,
condimentos, productos ldcteos, cdrnicos y consumo de bebidas alcohdlicas (Apéndice

1.

1) .

Para el disefo de este cuestionario se consultaron diferentes epidemidlogos de
la Subjefatura de Epidemiologia de la Coordinacién de Salud Comunitaria del IMSS vy
se contd con la asesoria profesional de un grupo de expertos del Departamento de

Nutriologia de! INN-SZ.
Posteriormente, el cuestionario se sometié a una prueba piloto, con la finalidad
de detectar si las preguntas eran claras y comprensibles a la poblacidn y recogian la

informacién requerida para nuestro estudio.
A los pacientes seleccionados, segln criterios preestablecidos en el inciso 2.1

de Materiales y Métodos, se les aplicd el cuestionario en el momento de recepcionar

Ia orina.

Con los datos de cada paciente, la frecuencia de ingestién (por raciones) y el
tipo de alimento, se elabord una base de datos en el programa FOX PLUS y EXCEL,
para posteriormente analizarla con el paquete estadistico JMP de la empresa SAS

(Statistical Analysis System), en los programas IIMAS de la UNAM.

1.7. Andlisis estadistico.
Se hizo un andlisis de correlaciones de Pearson para cada variable dependiente
como son el consumo de cada alimento y el logaritmo de AF (se tomd el logaritmo
para que se acercara mds a la distribucién normal), se realizd el andlisis de varianza
para evaluar si las medias de los log ({AF) cambian de un grupo de pacientes de una

enfermedad a otra.
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Para buscar menos dependencia del supuesto de normalidad, se hizo fa prueba de
Kruskall-Wallis. Se hizo una comparacién de grupos por contrastes, comparando los
pacientes con enfermedad viral con el restoc y se compard el grupo de sanos con el
resto. Cuando hubo diferencias significativas en la F, se realizd la prueba de Tukey.
Estos anadlisis se hicieron dos veces una incluyendo los 7 grupos y la otra exciuyendo

al grupo de cirrosis hepatica alcohdlica (CHA).
Para poder estudiar en forma conjunta la asociacién entre consumo de alimentos

y las enfermedades {excluyendo CHA), se hizo un andélisis de conglomerado seguido
de andlisis de correspondencias y un analisis discriminante con seleccidn de variables

(Hair et a/., 1995).

Se analizaron estadisticamente solo los individuos que presentaron AFB, libre,
sus metabolitos (AFM, y AFP,) y aducto AFB-N’-Gua en orina. Se hizo un analisis de
varianza con la variable transformada, segtn la transformacidén de Box-Cox. Ademds,
se hicieron contrastes de los sanos contra enfermos, los de enfermedad viral contra
alcohdlicos. Estos contrastes se modificaron cuando algun diagndstico no presentd

valores positivos a la AFB,, sus metabolitos y aducto.

2. Diserio de muestreo y andlisis de orinas.

Criterios de seleccion de los pacientes.
Se seleccionaron pacientes que asistieron a la consuita de Gastroenterologia del

INNSZ con diagnéstico de hepatitis B y C crénicas, cirrosis viral y enfermos con
cirrosis alcohdélica; como grupos control se tomaron enfermos con insuficiencia renal,
aparato digestivo pero no hepéatica e individuos sanos. Se

con enfermedad del
completd el ndmero de casos de hepatitis B con la consulta de higado del Hospital de

2.1

Infectologia del Centro Médico "La Raza"” (HI CMR).
Los pacientes que llegan al INNSZ y al HI CMR se consideran representativos
de todos los pacientes de niveles econdmicos medios y bajos, del mismo padecimiento

en toda la Republica Mexicana.
Esta seleccion se realizé de acuerdo con el diagndéstico final del medico
especialista y se bast en los resultados de ios examenes cifinicos, de laboratorio y de

anatomia patoldgica. Los pacientes se incluyeron en los grupos de riesgo 6 control.
Los criterios de seleccidn para los grupos de riesgo fueron los siguientes:

Para los pacientes con hepatitis B (HBV)
1. Histologia de hepatitis crénica.
2. Marcador de HBV positivo el HBsAg.
3. Pruebas bioquimicas anormales.

Pacientes con hepatitis C (HCWV)
1. Histologia de hepatitis crdnica.
2. Marcador de HCV positivo anti HCV.
3. Pruebas biogquimicas anormales.
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Pacientes con cirrosis hepdatica viral (CHV) post-hepatitis
1. Histologia de cirrosis hepatica.
2. Funcién hepaéatica anormal.
3. Pruebas bioquimicas anormales.

Pacientes con cirrosis hepéatica alcohdlica (CHA).
1. Antecedentes de alcoholismo crénico, moderado o severo.
2. Histologia de cirrosis hepdatica alcohdlica.
3. Funcidn hepdtica anormal.
4. Marcadores HBV y HCV negativos.

Los criterios de seleccién para los grupos control fueron:

Pacientes con insuficiencia renal (IR) crdnica terminal.
1. Bioquimica de insuficiencia renal {urea y creatinina).
2. Fase sustitutiva (hemodidlisis o didlisis peritoneal crénica).

3. Marcadores virales negativos.

Enfermedad crénica no hepdtica (ECNH) e individuos sanoé (S).
1. Funcién hepdatica normal.
2. Pruebas seroldgicas normales.

2.2 Tamano de muestra

Se invitaron a participar al estudio a 223 pacientes de los cuales 210 llenaron
los requisitos antes mencionados, se conformaron 7 grupos de estudio (4 grupos de
riesgo y 3 grupos control) con 30 individuos cada uno y con un total de 210
individuos. El tamafno de muestra fue el minimo para que a pesar de que una variable
numerica no tuviera distribucién normal en su poblacién, los promedios de muestra de
30, si tuvieran distribucién cercana a la normal y las pruebas paramétricas de F, la t

y otras fueran vdlidas.
2.3 Recoleccién y procesamiento de las muestras.

Se recepcionaron y procesaron las muestras de orina de 24 horas y se les aplicdo
el cuestionario de alimentos a los pacientes incluyendo a los sanos del Laboratorio de
Hepatitis del INNSZ vy del Laboratorio de Inmunologia del HI CMR segun el caso.

Se estudiaron 210 pacientes incluyendo los individuos sanos, de los cuales 198
pacientes fueron seleccionados de la consulta de Gastroenterologia del INNSZ se
incluyeron 12 pacientes de la consulta de higado del Hl CMR. Se recibid la orina de
24 horas y a todos se les aplicd el cuestionario de alimentos.

A las orinas homogeneizadas se les midié el volumen excretado en 24 horas y
de la muestra se tomd una alicuota para la determinacidn colorimétrica de creatinina
por el Método de Jaffé (kit de creatinina de Laboratorios Lakeside), con objeto de
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conocer la excrecién de AF por mg de creatinina (Cr), para medir la funcién renal.

La creatinina es el anhidrido de la creatina que a su vez proviene de un
aminodcido que es la arginina. La creatinina es un producto de su desintegracién de
la creatina. La edad, sexo y cantidad de creatinina excretada por una persona en 24
horas es constante de dia a dia. El coeficiente de Cr es un indice fidedigno en la
recoleccién de la orina y corrige diferencias entre individuos (Harper, 1971).

El resto de la orina se ajusté a un pH de 5.0, y se pasaron 25 mL a través de
las columnas Sep-Pak C,5 activados (Waters ASS, Miiford) para concentrar, limpiar y
transportar la orina recogida del laboratorio de Gastroenterologia del INN-SZ, al
laboratorio de micotoxinas del Departamento de Botdnica UNAM, donde se purificaron
con columnas de inmunoafinidad (Biocode) se diluyeron 1:10 en PBS y se eluyeron
con metanol al 80%, se secaron y redisolvieron en 500 wL de PBS; después se
tomaron 20 uL y se disolvieron con 480 wL de PBS (diluciéon 1:25% para tener la
concentracién original de la orina de cada paciente). Las muestras se trabajaron por
triplicado y se preservaron a -20 °C hasta su andlisis.

3. Métodos quimicos.

Desde hace 30 afios se han aplicado métodos analiticos para la cuantificacion
de AF y sus metabolitos en muestras bioldgicas, estas técnicas incluyen métodos tales
como la TLC, HPLC y ensayos inmunolégicos ELISA con la utilizacién de Ac
monoclonales. Cada uno de estos métodos tiene sus caracteristicas de especificidad
y sensibilidad, para la medicién de metabolitos de AF, en comparacién con los
meétodos cromatograficos que tienen la fuerza o potencia para resolver la mezcla de
metabolitos de AF dentro de compuestos de resolucion individual y no introducen

interferencia quimica.
3.1 Cromatografia de capa fina (TLC).

Para conocer el tiempo de exposicién del cloro gaseoso para la formacién del
derivado de AFB,-Cl| fue necesario utilizar la TLC. Como soporte se usd una placa de
silica gel. Como sistema de solvente se utilizé la mezcla de diclorometano - acetona
19:1, el tiempo de corrimiento fue de 20 min. Las bandas fueron visualizadas con una

lampara de luz UV.
3.2 Cromatografia de liquidos (HPLC).

En las muestras de orina de 24 horas de los grupos de riesgo y control se
cuantificd la presencia de AFB, libre, sus metabolitos (AFM,; y AFP,;) y el aductos
AFB,;-N’-Gua por espectrofotometria y por HPLC, segun la siguiente metodologia:
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3.2.1 Equipo y material
Cromatdgrafo de liquidos con sistema de inyeccidn de solventes {bomba)
Series 400 y loop de 20 uL (Perkin Eimer).

Columna de HPLC C-18 fase reversa, Prodigy 5 ODS-2 Phenomenex (25 x

0.460 cms)
Integrador de datos LCI-100 (Perkin ELmer).

Detector de fluorescencia (Perkin Elmer).

3.2.2. Patrones de aflatoxinas

Los estdndares de AFM,, AFP,, AFB, utilizados fueron de la marca Sigma
Chemical Co. (St. Louis MOQ) y el estdndar del aducto AFB-N’-Gua fue sintetizado en
el Instituto de Biologia, UNAM, segun técnica conocida (Martin & Garner, 1977)
modificada por Harrison et a/., 1993.

3.2.3. Condiciones de andlisis

Fase movil,
Su preparacidn se requirié para medir los aductos de AFB-N’-Gua y esténdares
de AFB,, AFM, y AFP,. Se usd agua bidestilada y filtrada con membrana Millipore de
0.2 u. Los solventes orgédnicos fueron grado HPLC, se desgasificaron y filtraron.
Se hizo un gradiente metanol/agua para obtener una buena separacién del
aducto y las diferentes AF (AFB, y sus metabolitos), se usé 30% de metanol por 5
minutos y después un gradiente lineal por 30 minutos hasta tener 100% de metanol
durante 10 minutos. Para sistema isocratico de elucidn temprana se utilizé una mezcla
60 % de metanol y 40 % de agua. Estos solventes se desgasificaron por agitacién y
aplicacién de vacio. La velocidad de flujo fue 1 mL/min. Se utilizaron filtros de
interferencia para una longitud de onda de 418 nm y de emisién de 700 nm.

Preparaciéon de ilas muestras

Las muestras de orina de 24 horas fueron previamente concentradas en
columnas de Sep-pak C'?, se eluyeron y aplicaron a las columnas de inmunoafinidad,
vy los metabolitos y aductos de AF se separaron y cuantificaron por HPLC de fase

3.2.4.

reversa.
3.2.5. Cuantificacién de las muestras.
Las muestras fueron solubles en la fase mdvil en todas las concentraciones
empleadas y se pasaron previamente por un filtro Millipore de 1 4 para asegurar su
limpieza de materia sélida. Si la muestra tenia una concentracién inaceptablemente
alta, se realizaron diluciones que se tomaron en cuenta en la concentracién final. En
todos los casos se utilizéd una precolumna para proteger la columna principal.
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3.2.6. Determinacién de la curva de calibracién.

Se realizé la curva de calibracién para cada una de las AF (AFB,, AFM,, AFP,)
y el aducto (AFB-N7-Gua). Se cuantificaron cinco diluciones para obtener la curva de
calibracién de cada AF y deil aducto. Se hicieron tres repeticiones de cada dilucién y
se graficaron las curvas. Se calcularon los valores de la ordenada at origen vy la
pendiente, se aplicd unaregresiénlineal y se calculd su coeficiente de correlaciédn. Que
corresponde a la ecuacién de la recta siguiente:

y = a + bx
Donde: y = Valor de! drea del cromatograma (variable dependiente).

a = Ordenada al origen.

b = Pendiente de la recta.

x = Valor de la concentracidn de AFB, (variable independiente).
q. Técnica inmunoenzimitica de ELISA.

4.1 Sintesis de aductos.
4.1.1 Sintesis del aducto AFB, con ADN.

1) La sintesis de AFB,-N7-Gua se realizé siguiendo el método de Martin y Garner,
(1977), modificado por Harrison et a/. (1993). Este aducto se requiere para
utilizarlo como estdndar en la técnica de ELISA y para HPLC. Se trabajdé en un
laboratorio alto riesgo con todas las medidas de precaucidn posibles para evitar
accidentes fatales. Se mezclaron 10 yL de AFB, con 990 uL de etanol para la
primera de wvarias diluciones, en la proporcién 1:100 y se leyd en un
espectrofotémetro (Perkin Elmer) a una absorbancia de 250-450 nm como
limites minimo y maximo de calibracién, registrando la absorbancia a 362 nm
vy se hicieron los célculos de la concentracién con el coeficiente de extincién
molar y el peso molecular.

2) Se disolvieron 750 uyg/mL de AFB, en 4 mL de diclorometano (DMCQC).

3) Se disolvieron 1.5 mg de acido cloroperoxibenzoico (Sigma) en 2 mL de DMC,
y a esta mezcla se le anadié la solucién de AFB, anterior.

4) Se disolvieron 10 mg de ADN de timo de ternera (Calf thymus DNA de Sigmal)
en 8 mL de 20 mM de buffer de fosfatos de sodio. Se afadid esta solucion a
la de AFB, y se mantuvo en agitacidn y oscuridad por toda la noche.

5) Se removié la AFB, no ligada por centrifugacién extrayendo 3 veces con
cloroformo.
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Se tomd la fase acuosa y se anadieron 200 uL de NaCl § M y 6 mL de etanol
helado y se dejé a - 20°C por toda la noche.

Se centrifugd a 2600 rpm por 15 minutos y se decantd el etanol, se lavé con
etanol helado y después con etanol-acetona {1:1), finalmente con acetona pura.
Cuando no estuvo bien precipitado se usé etanol al 70% para formar el pellet.

Se secd el pellet sin acetona, bajo vacio por 15 minutos.

Se redisolvid el pellet con 5§ mL de carbonato de sodio (Na,CO,;) 15 mmM,
bicarbonato de sodio (NaHCO,) 30 mM, para abrir el anillo de lactona de la
AF hacia una forma estable. Se incubdé a 37°C por 2 horas.

Se afiadieron 500 w4l de NaCl 5§ M con 15 mlL de etano! helado y se dejé a

- 80 °C por 45 minutos.

Se secd al vacio completamente, hasta que quedd como un gis. Se redisolvid
en 2 mL de NaCl 15 mM/Citrato trisédico 1.5 mM. Se midid la absorbancia con
UV usando el control, y ambos a 260 nm.

Para conocer su pureza, se realizé una electroforesis en agarosa.

Se utilizé un gel de agarosa al 1T %, el buffer de corrida fue tris-acetato + 5 ulL
de bromuro de etidio (10 mg/mL). El estdndar de ADN linfocitario (INOR) y las
diferentes concentraciones de ADN problema se aplicaron con 4 uL de
bromofenol, con 100 volits por 35 minutos. Posteriormente, se visualizaron las
bandas en un Transiluminador (Pharmacia).

El ADN fue sometido a una hidrdlisis dcida con HCI 0.15 M durante 15 minutos
a 90 °C (Groopman er al., 1982). El hidrolizado se puso en hielo y se neutralizé
con acetato de K 1M pH 5.0 e hidréxido de K 1N posteriormente se aplico a
una columna Sep-pak C,; activada (Waters Associates, Inc., Milford). Se lavd
a columna con metanol al 10 % para eliminar el ADN no hidrolizado y otros
compuestos polares, se eluyd con metanol al 80 % y se liberaron los derivados
de la AF. Se elimind el metanol por rotavapor, se disolvié con metanol al 20 %,
la muestra fue inyectada en el HPLC y fue monitoreada con un detector de

fluorescencia.
Se utilizé un sistema isocratico y por gradiente.

Sintesis del aducto AFB,-Cl-Ovalbamina (AFB,-CI-Ov).

Se disolvieron 2 mg de AFB, en los 900 uL de DCM.

Se sintetizé el aducto AFB,-CI-DCM con cloro gaseoso hasta la formacién del
derivado clorado de AFB,-Cl. Se realizé una TLC.
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Al vial con AFB,-Ci se le afadieron 250 uL de dimetilsulfdxido (DMSO).

3)

4) Se mezclaron 10 mg ovalbimina (Ov) en 2 mL de buffer de fosfatos (PBS).

5) Se afnadidé la ovalbUmina al vial que contenia al derivado AFB,-Cl, + 2 ul de
NaOH SM. Se agité durante 2 horas en la oscuridad.

6) La mitad de! contenido del vial se purificé por columna de Sephadex G 25 de
25 cm. La otra mitad se dializé.

7) Con el aducto de AFB,-CI-Ov se recubrieron las placas de ELISA.

4.2 Evaluacion del tipo de placa.

Para optimizar nuestro sistema se evaluaron, con laconcentracién éptima de de
aducto de recubrimiento y, en forma simultdnea se probaron 5 diferentes placas de
ELISA marcas: Flow, Costar (de baja y de alta adherencial, Nunc polysorp (para cultivo
de tejidos) y Maxisorp (de Nunc para ELISA) de diferente adherencia. Las placas se
sometieron a las mismas condiciones de incubacidén, de lavado, con los mismos
reactivos y se conservaron almacenadas a 4 °C.

4.3 Evaluacién del recubrimiento de las placas.

Para cada nuevo lote de AFB,-CI-Ov (sintetizada en el IB-UNAM) se estandarizd
la concentracion adecuada, para el recubrimiento.
El recubrimiento con el AFB,-Cl-Ov se ajustd a una concentracién de 50 yg/mL

y de ella se probaron diferentes diluciones del aducto AFB,-CI-Ov (2.5, 5, 10, 20, 30,
Otros factores determinantes de esta prueba fueron las

40 y 50 ng/pozo).
concentraciones de!l Ac monoclonal anti-AF y el segundo Ac ya sea anti-conejo o anti-

ratén acoplado a peroxidasa.
4.4 Evaluacidn de las diluciones 6ptimas de ios Ac anti-AFB, y de los conjugados
peroxidasa.

Se evaluaron las diluciones 1:100, 1:200, 1:300, 1:500, 1:1000 y 1:1500 del
Ac policlonal y de 2 Ac monoclionales (de cultivo celular y purificado) de anti-AFB y
de los conjugados peroxidasa anti-conejo y anti-ratén correspondientes en diluciones

de 1:400, 1:500, 1:600, 1:800, 1:1000 y 1:1500.
El Ac policlonal usado en nuestro sistema fue producido contra un aducto AFB,-

hemocianina, el esquema de inmunizacion y evaluacién fue descrito en detalle por
Escobar et a/., 1990. £l Ac monoclional, en medio de cultivo celular o bien purificado
fue de Biocode, que reconoce a las AFB,, AFB,, AFG,, AFG,. sus metabolitos AFM,,
AFM, y AFP, vy a un epitope presente en el aducto AFB-N’-Gua, esto hace posible su

uso en la estandarizacidn del ELISA inhibitorio.
Con objeto de comparar la eficacia de dos diferentes presentaciones del Ac
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monocional se hicieron pruebas a seis diluciones del AFB, (500 ng, 100 ng, 10 ng y
1 ng). Las 2 presentaciones de Ac monoclonal fueron directamente de cultivo celular
y otro purificado de éste con Sephadex y obtenidos de Biocode. Se usaron las mismas
6 diluciones (1:100, 1:200, 1:300, 1:500, 1:1000 y 1:1500) para las dos

presentaciones del Ac monocional.

4.5 Técnica ELISA inhibitoria

Las placas fueron recubiertas con 50 4L/pozo de una concentracién del aducto

1)

AFB,-CI-Ov previamente sintetizada (10 ng/pozo), se incubaron a 37 °C toda
la noche. Al dia siguiente se lavaron 4 veces con buffer A de lavado, se secaron
y se refrigeraron hasta su uso.

2) Las placas se bloquearon con 200 w«L de ovalbdmina al 3 % p/v en PBS, por
pozo, y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron.

3) Se aplicaron los estandares de AFB, vy el aducto por triplicado en 7 diferentes
diluciones (1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 ng/mL) y los controles.

4} Se aplicaron 50 ulL de las muestras de orina.

5) Se anadieron 50 ul. de anti-AFB, monoclional (de cultivo y purificado) en una
dilucidon previamente determinada 1/300y 1/1000 respectivamente. Las placas
fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron.

6) Se aplicaron 50 uL de conjugado peroxidasa anti-conejo 6 anti-ratén (Sigma),
segun el experimento. Posteriormente, las placas fueron incubadas 1 hora a
temperatura ambiente y se lavaron.

7) Se afiadieron 50 wlL por pozo de sustrato formado por la mezcla {25 mL de
buffer C + 5 wulL H,0, + 250 ulL tetrametilbenzidina (TMB). Las placas se
incubaron a temperatura ambiente.

8) La reaccidén se pard afadiendo 50 uL por pozo de acido sulfdrico al 20%.

9) La absorbancia se determind a 450 nm, utilizando un lector de placas

automatico Labsystem Muitiskan MCC/340. Ver el diagrama de flujo en la Figura
11.

10) Se calcularon las medias y las desviaciones estdndar de las absorbancias,
coeficiente de variacién (CV) y el % de inhibicién (% Inh) de cada punto de la

curva. Si algun punto de la curva presentaba un CV por encima de 12 %, se
repitié la determinaciédn. El % de inhibicién se obtuvo considerando la media de

la absorbancia de cada diluciones del Ag (1 a n).
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% de Inhibicién = x 100

Donde (X) es la media de la absorbancia del control positivo.

11) Se realizé una grafica de % Inh contra concentracién de Ag. El porciento de
cada punto de la curva debia aumentar con el incremento de la concentracién
del estadndar donde el méximo punto de la curva tuvo como minimo un 50 %
de inhibicién con respecto al cero de la curva.

12) El cdlculo de excrecién diaria de AF se expresd en mg de creatinina (AF/mgcr),
para controlar el factor dilucién de la orina y hacer posible la comparacion entre

poblaciones e individuos.
RECUBARIMIENTO I
I AF-Cl-Ovalbamina

|
CURVA PA‘I’IO’N MUESTRA
(0.1 ng/mI-1 000 ng/mi) Orina de 24 horas

| |

Anu-AF@1 Monocional "s”,';',';'ﬁ‘g'ﬁ;‘
tavado ( PBS-Twean ) Colvmne da Afinided

Incubacion

2° AC - PEROXIDASA
Lavado ( PBS-Tween}

' SUSTRATO

PARAR LA REACCION
Ac. Sultdarico 20 9%

l LEER ABSORABANCIA J

Analizar Aesultados

Figura 11: Diagrama de flujo det método de ELISA.
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Validacién del sistema inmunoenzimaéatico

sisterma se analizaron los siguientes

4.6

Para evaluar las caracteristicas del
parametros de calidad: Concentracidn minirna detectable del sistema, exactitud

Yy precision.

4.6.1 Exactitud:

Se analizé el porcentaje de recuperacion y se selecciond para ello una mezcla
al cual se le determind la concentracidon de AF. A esta

de orinas normales,
mezcla de orina se adicionaron 3 cantidades crecientes de AF y se evaluaron
sus concentraciones. El porcentaje de recuperacién se calculdé de acuerdo a la

férmula:
{AF] recuperada - [AF] de la muestra
----- X 100

% de recuperacidén:
{AF afadida])

4.6.2. Precisién:
Para el coeficiente de variacion intra-ensayo e inter-ensayo se seleciond una
mezcla de orinas normales a las cuales se les anadieron 3 concentraciones
diferentes de AF que cubrieran el rango de medicién de la curva y que tuvieran
valores aproximados al 20, 40 y 60 % de inhibicién. Se evaluaron 180
determinaciones realizadas en un mismo experimento para medir el coeficiente
de variacién intra-ensayo y 180 determinaciones durante 8 dias para medir el

coeficiente de variacién inter-ensayo.
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. RESULTADOS y DISCUSION

1. Andlisis estadistico de la encuesta sobre alimentos,

La prueba piloto del cuestionario de alimentos comprobd que las preguntas
fueron comprensibles para la poblacién y se recogié la informacidn requerida para
nuestro estudio. La informacién de la encuesta de alimentos fue organizada por
frecuencia de ingestién de acuerdo al periodo de las 24 y 48 horas previas y la dieta
habitual que va desde el consumo diario al anual. Los alimentos se agruparon segun

su origen.

Los individuos alcohdlicos sufren problemas de conducta, son dificiles de
entrevistar y con frecuencia faltaron alas citas concertadas, las desviaciones estandar
(DS) para sus consumos de maiz, arroz y lacteos fueron altas en comparacion al resto,
esto hace confusa su interpretacidn, por 1o que se considera que posiblemente haya
sezgo en sus respuestas al interrogatorio. Por esto se realizaron los mismos analisis
anteriores omitiendo al grupo de los alcohdlicos. Aunque la encuesta de alimentos y
su estadistica son armas valiosas, no son infalibles y hay que tomarias con cierta

reserva ya que hay sesgos incontrolables como son ligeras fallas en la informacién
dada y de la memoria.

1.1 Andlisis de correlaciones.

Se obtuvieron las correlaciones de Pearson entre los consumos de cada tipo de
alimento y el logaritmo de AF. Sdélo dos coeficientes fueron significativos. El logaritmo
de AF coincidié con el consumo de vegetales de 24 a 48 horas previas a la toma de
la muestra (c.veg. 24-48), con una correlacién de 0.24 vy P = 0.001; y con el
consumo de maiz con correlacidn 0.17 con P = 0.021.

1.2 Andlisis de varianza:
Enla Tabla 2 se presentan las pruebas estadisticas realizadas para cada variable

dependiente, siendo éstas el consumo de cada grupo de alimentos y sus valores de

los grupos de

P. Para el anadlisis de varianza e! c. veg. 24-48 incluyendo todos

enfermedades, fue aitamente significativo (P < 0.0004) y sin CHA (P< 0.0005). Con
respecto al consumo de los productos derivados del maiz, incluyendo todos los grupos
fue también aitamente significativo (P < 0.0017) y sin CHA fue significativo (P <
0.011). El consumo de oleaginosas fue significativo (P < 0.014) y sin CHA fue de (P
< 0.019). Esto significa que los unicos alimentos que se asocian significativamente
con las enfermedades son los derivados del maiz, cleaginosas y c.veg. 24-48.

1.3 Prueba de Kruskall Wallis

Para esta prueba, el c.veg. 24-48, fue altamente significativo con una P <
0.0007, al eliminar el grupo CHA fue también altamente significativoP << 0.0013. En
el caso del maiz fue altamente significativo con una P < 0.0002. Al eliminar CHA el

resuitado fue de P < 0.0068.
Como puede observarse para las oleaginosas se encontraron diferencias
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significativas con una P < 0.025. Sin CHA fue similar. Tabla 2.

Las variables que no presentaron diferencias significativas no se incluyeron en
la tabla y fueron los alimentos de origen animal (consumidos 24 y 48 horas previas a
la toma de muestra) derivados del trigo y del arroz, ios condimentos, ios productos
cdrnicos y ldcteos. Se corrobord con una prueba estadisticamente mas robusta, que
los Unicos alimentos que se asocian con los diagndsticos de manera global son c.veg.

24-48, maiz y oleaginosas.

Tabla 2: Resultados estadistico de la encuesta de alimentos.

Variables
Pruebas Consumo de 24 a 48 hrs Consumo Anual
Estadisticas Vegetales * Maiz Oleaginosas
Valores de P
con CHA sin CHA con CHA sin CHA con CHA sin CHA
F global 0.0004 0.00085 0.00085 0.011 0.014 0.019
Kruskall-Wallis 0.0007 0.0013 0.0002 0.0068 0.025 0.023

CHA: Cirrosis hepatica alcohdlica.
a: Se incluyen alimentos vegetales (cereales, oleaginosas, condimentos y sus derivados).

1.4 Prueba de Tukey:

Sdlo cuando hubo diferencias significativas en la prueba de F, se realizd la prueba de
Tukey. Se mencionan séio las diferencias entre medias que fueron significativas. En el
c.veg. 24-48, Figura 12 A4, los pacientes del grupo de hepatitis B viral (HBV) consumieron
mds raciones, siendo estadisticamente significativos al compararios con HCV,CHV.,IR y S
pero no resultd significativo para CHA y ECNH. Al eliminar CHA los resultados no
cambiaron (Figura 12 A").

En el consumo del maiz el grupo de CHA difiere significativamente de los grupos
control (IR, ECNH y S) y no del resto de riesgo. El HBV difiere significativamente de IR y no
del resto de los grupos estudiados (ver Figura 12 B). Eliminado CHA el grupo HBV es
diferente del S y de IR (Figura 12 B").

En el caso de las oleaginosas; el grupo de HCV difiere significativamente del grupo
HBV v S pero no del resto de los grupos (ver Figura 12 C). Esto ocurre tanto con CHA como

sin &! (Figura 12 C°).
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1.5 Contrastes

El contraste de padecimientos de origen viral que afectan al higado y de origen viral
contra el resto fue significativo para el consumo animal (P < 0.014), maiz {(P < 0.0005),
condimentos (P < P 0.028) y para el logaritmo de AF (P < 0.0009). Para este tipo de
padecimientos cuando se incluye et grupo de CHA fue tan sdélo significativo el logaritmo de
AF (P < 0.0002).

Para los contrastes de los sanos con el resto (CHV, CHA, HBV, HCV, IR, ECNH)
resultd significativo unicamente el contraste de lacteos de (P < 0.012), con menor
consumo de ldcteos para los sanos. Resultd marginaimente significativo (P << 0.065) para
el consumo de oleaginosas, siendo éste menor en el grupo de sanos que en el resto.
Cuando se incluyd CHA fue significativo sélo para los lacteos (P < 0.029).

El contraste que compara la CHV contra las hepatitis C y B sélo resulta significativo
(P < 0.005) para el c.veg. 24-48 horas, siendo menor el consumo en los cirrdticos que en
los que tienen hepatitis. Ver Tabla 3 de Contrastes.

1.6 Conglomerados.

Se formaron 8 conglomerados de acuerdo al patrén de consumo y se eliminaron 2
de ellos por tener pocas observaciones. Ver Tabla 4 de Conglomerados.

En el andlisis por conglomerados tanto anual como de consumo de 24 a 48 horas,
se ordenan de mayor a menor consumo de alimentos: maiz, lacteos, trigo, carnicos,
condimentos, arroz, oleaginosas y alcohol.



Tabla 3.  Contrastes entre grupos, consumo de alimentos y logaritmo de aflatoxinas.

4

Andlisis de varianza Valores de P por Variable (Con cirrosis alcohélica)
ido d ba de contraste:
sequido e priicha G conliastes Consumo de 24 a 48 fus Consumo Anual
log AF*
Ani Veg | OH || Maiz | Trig | Arroz | Oleag | Cond | lac | Car | Alc
{CHV ,CHA, HBV y HCV) vs 014 524 ) .15 % 032 1.3901 810 | 133 | .105 | .288 | .651 0002
{IR, ECNHy S)
S vs el resto 130 257 [ .365 || .032 |.625| .09 | .025 | .104 | .029 | .350 .0002
Valores de P por Variable (Sin cirrosis alcohdlica)
{CHV, HBV y HCV) vs 014 2111159 f 0005 | .343 | .279 | .263 | .028 | .146 | .617 | .363 .0009
{IR, ECNHy S)
S vs el resto 106 368 .528 | .109 | .620 | .184 | .065 | .139 ] .012 | .368 | .689 .500
CHV vs {HBV y HCV) 463 005 .159 | .400 | .773 | .477 | .874 | 528 | .785| .225 | .787 558

a: Logaritmo de aflatoxina.

CHY = Cinosis hepdtica viral

HBY = Hepatitis B viral

HCV = Mepatitis C viral

R = Insuliciencia renal

ECNM = Enfermos crdnicos no hepdlicos
CHA = Cinosis alcohdlica

S = Sanos
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Tabla4.  Conglomerados por consumo de alimentos.
Conglomerados Promedios de raciones consumidas.
N‘.' de ] Consuma de 2448 hrs Consuma anual

pacintes Ani | Veg | OH | Maz | Trigo | Amoz | Oieag | Especias | Licteos | Cimicos | OH

1 69 21 |61 ] o | 11057 | 6258 | 1624 | 469 | 1878 | 613.7 | 3537 0

1 4 46 |47 0 J 12056 ) 3810 | 1266 | 51.6 | 177.2 | 609.8 | 4599 | 05

3 1 37 | 13} 0 | 29290 4129 ] 3166 | 698 | 1690 | 13103 ] 3876 | 0
5 8 W7 1771 0 20877 | 4975 | 184.2 | 92V | 4095 | 6642 { 3173 | 915

7 15 33 59 1 0 § 12474 { 8750 | 190.7 | 4856 3275 | 11348 | 6036 1.6

2 46 641 0 ] 12830 | 7044 | 163.7 | 1136 | 7484 | 13242 M35 21

Ani = Comprende productos cdrnicos, lcteos y derivados.

Veg = Productos vegetales en general.

OH = Alcohol ingerido las dltimas 24-48 hrs.
Malz, trigo y arror = Cereales mencionados y sus derivados.
Oleag = Oleaginosas.
Cond = Condimentos y especias.
Léc = ldcteos y sus derivados.
Cér = Productos céicos y sus derivados.
Alc = Alcohol anual.
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1.6.1 Andlisis de correspondencia

Se hizo el andlisis de correspondencia (método para asociar dos variables categdricas)
entre conglomerados y diagndsticos. El conglomerado 3 que se caracterizé por aito
consumo de vegetales totales (Veg), maiz, arroz y lacteos (Lac) y bajo en trigo (Trig),
oleaginosas (Oleag) y condimentos (Con) se asocia con HBV. El conglomerado 7 que se
caracterizd por consumo aito de trigo, especias, ldcteos y oleagiilosas, e intermedio en el
resto; se asocia con HCV. El conglomerado 1 con consumo .ntermedio de todos los
alimentos se asocia con el grupo control (Sano). Los demads conglomerados no se asociaron
claramente con los otros diagndsticos, por eso NO se mencionan. La Figura 13 muestra el
andlisis de correspondencia y la Tabla 5 la caracterizacidon de conglomerados y patrén de

consumo.
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Figura 13. Andlisis de correspondencia.

CHY = Cirrosis hepdtica viral

HBY = Hepatitis 8 viral

HCV = Hepatitis C viral

IR = /nsuficiencia renal

ECNH = Enfermos cronicos no hepdticos
CHA = Cirrosis alchdlica

S Sanos
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Caracterizacién de conglomerados vy sus carrespondencias mas claras, con los

Tabla 5.
diagndsticos.
Conglomerados y Tipo de Alimento y Patrén de consumo
correspondencias
1 {Sanos) Consumo medio
Consumo aito Consumo bajo
2 Productos animales y derivados Productos vegetales de 24 a 48 horas.
de 24 a 48 horas. Trigo, arroz, oleaginosas, lacteos y
condimentos/especias anuales.
3 (HBV) Vegetales de 24 a 48 horas. Trigo, oleaginosas y condimentos/
Maiz, arroz y lacteos anuales. especias anuales.
5 Maiz, condimentos/especias vy Productos animales de 24 a3 48 horas.
alcohol anuales. Lacteos anvales.
7 (HCV) Trigo y oleaginosas anuvales. Consumo medio de alimentos.
8 Productos animales y vegetales de Consumo medio de alimentos.
24 a 48 horas.
Trigo, condimentos/especias, .
lacteos y cdrnicos anwvales.

Diagnésticos y conglomerados ubicados cercanamente y alejados del origen, se consideran asociados

1.7 Andlisis discriminante.

Se realizd un andlisis discriminante con selecciédn de variables, para caracterizar los
seis grupos de enfermedades (incluyendo los sanos y excluyendo CHA) (Tabla 6) tienen
poder discriminante sélo 6 variables de consumo (P < 0.00025) que son: veg. 24-48,
oleaginosas (oleag), maiz, condimentos (cond.), lacteos (ldc) y cdrnicos (car.}). No tuvieron
poder discriminante los que no se asocian con las enfermedades y fueron los consumos de
productos animales (24-48 horas) y el trigo, arroz y alcohol anuales. Hay que considerar que
el alcohol no resulitd significativo porque en este andlisis no se incluyd al grupo CHA.

Con el andlisis discriminante se compararon por parejas todos los padecimientos, para
valorar si existian diferencias en el patrén de consumo de alimentos; asi se obtuvieron los
valores de P, para estas comparaciones de la Tablas 6.

Asi podemos sefialar las diferencias significativas al 5 % entre grupos con base en
suconsumo: c.veg 24-48, oleaginosas, maiz, condimentos y cdrnicos consumidos de 24-48

hrs. Tabla 7.
Ei grupo HBYV fue diferente del resto. Son iguales estadisticamente: CHV, ECNH, IR
y S y también: HCV, CHV, IRy S.

Los coeficientes de las funciones discriminantes estandarizadas estdn en la Tabla 8,
las dos primeras funciones explican un 74.58 % de las variaciones entre l0os grupos.
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Tabla 6: Andlisis Discriminante.
Andlisis Niveles de P
Discriminante
Diagnéstico HBV HCV CHV ECNH IR S
HBV -- 0.0008 0.003 0.009 0.007 0.012
HCV 0.0008 -- 0.276 0.043 0.058 .0029
CHV 0.003 0.276 - 0.097 .029 0.077
ECNH 0.009 0.043 0.097 -- 0.314 0.160
IR 0.007 0.058 0.290 0.314 -- 0.824
0.012 0.002 0.077 0.160 0.824 -

HBV
HCV
CHV

[

Hepatitis por virus 8.
Hepatitis por virus C.
Cirrosis hepatica viral.

ECNM = Enfermos crénicos no hepdricos.
/IR = Insuficiencia renal; S = Sanos.

Tabla 7. Grupos de igualdad estadistica al 5 % basados en el andlisis

discriminante.

Enfermedades Grupos de iguaidad estadistica al 5%
1. HBYV [
2. HCV b
3. CHV a b
4. ECNH a
S. IR a b
6. S a b
HBV = Hepatitis por virus B.
HCV = Hepatitis por virus C.
CHV = Cirrosis hepatica viral.
ECNH = Enfermos cronicos no hepdticos.
IR = /nsuficiencia renal.

Sanos.
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Tabla B. Coeficientes de las Funciones Discriminantes.
Grupos de alimentos y patréon Coeficientes estandarizados
de consumo
1° Funcién discriminante | 2° Funcién discriminante

Vegetal (24 a 48 hrs) 0.815 0.244
Oleaginosas (anual) 0.4185 0.214
Maiz (anual) 0.201 0.703
Condimentos {anual) 0.003 0.384
Lacteos (anual) 0.320 0.1587
Carnicos (anual) 0.256 0.104
Eigenvalor 0.168 0.126
Proporciéon de explicacién acumulada 0.425 0.745

Las tendencias de asociacion obtenidas

del anadlisis discriminante al determinar que

variables son las que discriminan con mads claridad a los diagnésticos se resumen en la Tabla

9.

Tabla 9:

Alimentos asociados.

Diagndéstico

Tipos de asociacion por alimento y consumo

Alto

Bajo

Hepatitis por virus B

De 24-48 hrs: Vegetal.

Anual: Oleaginosas, lacteos, carnicos
vy maiz.

Hepatitis por virus C

Anual: Oleaginosas, lacteos, carnicos,
maiz, condimentos/ especias.

De 24-48 hrs: Vegertal.

Cirrosis hepatica viral.

Anual: Oleaginosas, lacteos, carnicos,
maiz, condimentos /especias.

De 24-48 hrs: Vegetal.

Enfermedades crénicas
no hepaticas

No es marcada

la preferencia

Insuficiencia renal

Ligera en cdarnicos, no asociacién con
otros.

Sanos,

No asociacién, tendencia a mas
vegetales.
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Para que gquede m4&s clara la relacién de las enfermedades hepédticas virales (HBV, HCV
y CHV) con el control S respecto al consumo de alimentos se hizo un Anadlisis Discriminante
(Correlacién candnica) con los consumos de alimentos en raciones (eliminando alcohol) como

variables numeéricas, con los diagndsticos como variables categdricas.

El grupo cuyo circulo estd mas cerca del eje de un alimento, consumid m4s ese
alimento. Los alimentos que estan en el centro de la Figura 14 (Carnicos de 24 a 48 horas,
trigo., condimentos y productos animales anuales) significa que no presentaron diferencias
en el consumo con los diagndsticos. El consumo de oleaginosas, arroz, maiz y vegetales si
tienen una asociacidn con los diagndsticos de enfermedades hepdaticas virales, pero no con
el control Sano. La lejania de un alimento del! centro significa mas cantidad de raciones
consumidas.
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Tendencias de Asociacién entre alimentos y los diagndsticos de enfermedades
hepdticas virales y el control sano.

Diagnéstico Promedi de raciones de alimentos consumidos por diagndstico
Consumo de Consumo anual
24-48 hrs
Animal Vagetal Maiz Trigo Arroz Oleaginosas Condi LA Carnicos
HBV 3.4 8.8 1823.6 590.5 185.5 56.8 305.8 748.0 387.8
HCV 3.8 5.8 1506.2 583.7 187.2 169.1 354.1 927.8 615.3
CHV 3.9 5.2 1465.5 609.4 212.8 107.6 293.4 B&68.5 401.7
S 2.9 5.8 1034.6 541.5 144.9 52.2 211.2 582.0 399.5
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2. Muestreo y andlisis de orina.

2.1 Recoileccién de muestras.

Se estudiaron 210 pacientes incluyendo los individuos sanos, de los cuales 198
casos fueron seleccionados de la consulta de Gastroenterologia del INN-SZ y se
incluyeron 12 pacientes de la consulta de higado del Hospitai de Infectologia del
Centro Médico "La Raza". Se les recepciond la orina de 24 horas y se les aplicd la
encuesta sobre alimentos.

La distribucién de ellos se presenta en la Tabla 10.

Tabta 10. Caracteristicas de las muestras de orina.

Grupos de riesgo N° de pacientes Sexo: Fem/Masc Rango de Edad

Hepatitis B 30 11/19 (26-68)
Hepatitis C 30 19/11 (34-64)
Cirrosis viral 30 18/12 (30-72)
Cirrosis OH 30 10/20 (41-74)

Grupos Control N° de pacientes Sexo: Fem/Masc | Rango de Edad

Sin enfermedad hepatica 30 19/11 (34-69)
Insuficiencia renal 30 17/13 (35-71)
Sanos 30 15/18% (26-72)
Total 210 109/101 (26-74)

3. Implementaciéon de la técnica inmunoenzimatica de ELISA.

La evaluacién molecular y el monitoreo de la exposicién humana a cancerigenos
ambientales, como son las AF, requiere de técnicas sensibles, especificas, accesibles
vy aplicables a un gran numero de muestras.

Este estudio de la exposicién humana a AF ha aprovechado las ventajas
inherentes de las técnicas de ELISA y HPLC, ademas se incremento la selectividad con
la utilizacién de columnas de inmunoafinidad con Ac monoclonales.

3.1 Sintesis de aductos.

Con referencia a la electroforesis realizada al aducto AFB,-ADN vy su hidrolizado,
el primero corrié en forma paralela al estdandar de ADN, pero se observaron unas



52

pequeiias bandas de desnaturalizacién del ADN en la parte inferior, a diferencia del
ADN de referencia. Esto fue benéfico pues la hidrolizacidn trae rompimiento del ADN

Yy esto se requiere para ser captado por la columna de inmunoafinidad.
En la sintesis del aducto AFB,-Cl-Ov, el 100 % de AFB, se convirtid a derivado

clorado a los 30 min (Figura 15). Simultdneamente se midié la absorbancia del
derivado AFB,-C! y del aducto AFB,-Ci-Ov a una iongitud de onda de 280, 354 y 410
nm, con una eficiencia del 76 % y una concentracién de 1.5 mg/mL. La recuperacién

molar fue adecuada para utilizario como aducto de recubrimiento.

Rf= 0.49 AFB1.CI AFBY - C1

Rf= 0.37 81 .

-| . . - .
30

Patrén B1 s 10 20
Solvente= DMC - Acetona 19 : 1 Tiempo

Figura 15: Cromatografia de capa fina del derivado clorado AFB,-Cl.
Los espectros de absorcién obtenidos tanto para la AFB,, la ovalbimina y el
aducto AFB,-CI-Ov son similares a los descritos por Sizaret er a/., (1982). Figura 16.

— Oval +—AFB1 —* AFB1-CI-Oval

Absorbancia
o

200 240 200 320 360 400 440 480
Longitud de ondm (nm)

Figura 16: Espectros de absorcién de Ovalbumina, AFB, y AFB,-CI-Ov.
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Ya concluida la sintesis del aducto de recubrimiento se purificé a través de una
columna de Sephadex G 25. Se obtuvieron 2 picos cromatogréaficos, saliendo primero
el aducto AFB,-CI-Ov en la fraccién 6 y 7, y la AFB, que no reacciond salié en Ia

fraccién 13 y 14 (Tabia 11).
Purificacién del aducto AFB,-CI-Ov (*) por columna de Sephadex 25.

Tabila 11:
Fraccién Absarbancia

280 nm 410 nm
1 0.108 0.041
2 0.084 0.034
3 0.089 0.033
9 0.031 0.013
5 0.283 0.210
6 2.842 * 2.248 *
7 1.486 = 1.188 *
8 0.280 0.195
9 0.070 0.069
10 0.078 0.065
11 0.092 0.104
12 0.217 0.254
13 0.483 =+ 0.543 “*=
14 0.438 °~ 0.525 =~
15 0.050 0.034
16 0.077 0.043

b Aducto AFB,-CI-Ov. =*® AFB,.

Todo el ADN fue hidrolizado y tuvo una corrida similar a Ila del ARN lo que se

constatd por electroforesis (Figura 17).
Para la sintesis del aducto AFB-N7-Gua se midié la absorbancia de UV a 260 y

280 nm, usando el blanco a 260 nm, se obtuvo su espectro de 150 nm a 350 nm
antes y después de la hidrdélisis y también se midié la proteina a 280 nm. Dio como
resultado una relacién de 1.85, considerada como dptima pureza.
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Se uso la HPLC para conocer ia pureza y la concentracidn del aducto AFB,-ADN
después de la hidrdlisis dcida. El tiempo de retencidén del aducto AFB-N’-Gua fue de
22 min, la altura de la sefal obtenida fue de 7, similar a lo descrito por Croy et a/.,

(1978) y Groopman et a/., (1985).

-— - eam o o -
ADN
ADN
( estanaar ) == = (tmo)

-_— - —_—
- - -
ADN
hidrollzado

Figura 17: Electroforesis de ADN y de ADN hidrolizado.

El tiempo de retencidn de las AF con la mezcla de solventes utilizada fue de 10
minutos para AFB,, 12 min para la AFG, v 15 min para la AFB,. La altura de la seRal
de la AFB, fue de 15.5 cm con un rango de 4 para una concentracion de 100 ng/mL.
Se aplicaron 20 uL de muestra a la columna, que dieron una sensibilidad de 2 ng/20
uls con un detector de fluorescencia, y con un detector UV la sensibilidad fue de 45

ng/20 L (Figura 18).

AFB1-NIGua

Absorbancia

o s 10 18 E

Tiempo

Figura 18: HPLC de hidrolizacién del ADN que dio al aducto AFB-N,-Gua, y
espeactros de los estdndares de AFB,. AFG, y AFB,.
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4. Estandarizacién de ia Técnica inmunoenzimdtica de ELISA.
4.1. Optimizacion del tipo de placa.

Entre las fases sélidas que se emplean en los ensayos inmMunoenzim4aticos estan:
los tubos de poliestireno y las placa de 96 pozos que pueden ser de polivinilo o
poliestireno (Chu, 1984), la membrana de nitrocelulosa (Singh & Jang, 1987). Sin
embargo, las placas mas empleadas son de 96 pozos.

En fa Figura 19 se muestra el efecto de los cuatro tipos de placas sobre el %
inh. en las concentraciones de 0.1 y 1000 ng de AF/militro (AF/mL). La mayor
diferencia entre el % inh. de 0.1 y 1000 ng/mL con respecto al cero (100%) se
obtiene con la placa Costar de alta adherencia (Costar HG). Le sigue la placa Nunc
Maxisorp (NUNC-MS) con un % inh. de 80 = 3 % y con la dltima concentracidn de
1000 ng/mbL su % de inh. fue inferior al 10 %, y con esto se logrd un buen
desplazamiento. En la Figura 19, se pueden observar las curvas de desplazamiento
obtenidas a partir de las placas Costar de baja adherencia (Costar LW) y Flow. Las
cantidades de AF que se detectaron con 50 % de inhibicion en las curvas obtenidas
en las placa Costar de baja adherencia y Flow fueron de 8.5 = 0.5y 10 = 1 ng/mL
respectivamente. La HPLC de las AF tuvo un limite de deteccidn de 2 ng cuando se
aplicaron 20 wul.s de muestra.

Con la ptaca Nunc Polysorp para medio de cuitivo {(no se muestra en la Figura
19) se obtuvieron porcentajes de unién muy bajos. La pobre adsorcién del aducto a
la placa se observd cuando la densidad dptica del cero no sobrepasd el valor de 0.45
+ 0.05.

'W( s CCSTAR-LW
z
LT COSTAR-HG
s
IGL oy NUNC-MS
oz
< FLOW
5 sof Ry
2 .
a8 L
E Ny
® .
0
0.01 O.t ] 10 100 1000

{ ] AFB1 ng/mi

Figura 19: Diferantes marcas de placas de ELISA vy tipo de adherencia.
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El bajo poder de adsorcién puede deberse a las caracteristicas del plgstico. En
la placa Nunc Polysorp predominan grupos hidréfobos, mientras en las placas Costar
vy Nunc Maxisorp, ademads de los grupos hidréfobos, estdn los grupos hidréfilos. Esto
permite que las placas Costar y Maxisorp presenten un mayor porcentaje de unién con
respecto a la Polysorp. No se conocen las especificaciones del fabricante de las placas
Flow, pero por los resuitados obtenidos es posible que presenten una caracteristica
intermedia entre la Nunc Polysorp y la Nunc Maxisorp. Las placas Costar y Maxisorp
son de poliestireno y este material de placa muestra |la mds baja coloracién de fondo
y esto aumenta la diferencia entre la sefial y el fondo. La placa de eleccidn para este

estudio fue la Costar HG.
4.2. Evaluacion del recubrimiento de las placas.

Para seleccionar la maxima senal de concentracién de 1000 ng/mL del Ag se
realizé una titulacidn cruzada de los reactantes, las condiciones éptimas fueron de 10
ng/pozo (200 ng/mL) para el recubrimiento y una dilucién de-1: 1000 para el conjugado
peroxidasa.

La curva describe un @ngulo de 45° con un recubrimiento de 10 ng/pozo. La
Figura 20 corresponde a !las concentraciones de los componentes del sistema. Las 6
diluciones del estdndar de AFB, muestran un comportamiento similarsegun el intervalo

de concentracién de 0.01 a 1000 ng.
Al recubrir con la concentracidon de 10 ng/pozo; no se forrman multicapas que

puedan ser desprendidas ni uniones univalentes que por impedimento estedrico hagan

mads débil la interaccidn antigeno-anticuerpo.
La concentracidon de 200 ng/mL de AFB,-CI-Ov es indispensable para obtener

una senal de cerca de 1.080 de absorbancia, a mayores concentraciones de
recubrimiento (0.8 y 1 x4g/mL) el sistema se hace independiente para las diluciones del

Ac.

4.3. Evaluacion de la dilucidn de los Ac policlanal y monocional y de los

conjugados de peroxidasa correspondientes.

Muchos métodos andliticos como las técnicas inmundlogicas y cromatograficas
se han desarrollado para la cuantificacion de AF y sus metabolitos en alimentos y en

diversas muestras bioldgicas.
Para e! montaje de la técnica inmunoenzimdatica ELISA se utilizaron dos tipos de

Ac uno policlonai y otro monoclonal para cuantificar los metabolitos de AF. Para la
purificaciéon de las muestras se utilizaron columnas de Sep-pak C,g y para concentrar

las AF columnas de inmunoafinidad.
La Figura 21 &, trata de la titulacion de la anti-AFB, policlonal y la Figura 21 b

de la dilucién &ptima del conjugado de peroxidasa anti-conejo que fue de 1:1000. Se
logrd un buen desplazamiento de la curva a esa dilucién.
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Figura 20. Concentraciones del aducto AFB,-CI-Ov de recubrimiento.
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Figura 21: a&. Titulacién del Ac policlonal (anti-AFB,).
5. Titulacién del segundo Ac (conjugado de peroxidasa anti-conejo).
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En ia Figura 22 & se muestra la titulacidn del Ac monoclonal (de cultivo celular)
y la dilucion éptima de 1/300 de acuerdo al mejor desplazamiento de la curva y la
mejor concentracién para el conjugado peroxidasa anti-ratén fue de 1:1000 (Figura 22
b), se aprecia que disminuyd la pendiente a menor concentracion del conjugado unido

a la molécula del primer Ac y la sefdal de extincién medida fue asintdtica.
Las curvas se analizaron mediante un sistema de regresién logaritmica, se

determiné que el intercepto fue de 1.03 con una pendiente de 0.10 para la curva

patrén de (0.01 ng/mL a 1000 ng/mL).
El Ac monocional reconocié alas AFB,, AFM,, AFP,, AFB,-CI-Ov y al aducto de

AFB-N7-Gua lo cual es basico en este ensayo, cuyo objetivo fue medir la exposicién

del paciente a la AFB, a través de sus metabolitos en orina.
El desarrollo del ELISA para la determinacién de AF tipo B en orina fue reportado

por Wild et a/., (1987), obtuvo curvas de calibracidn del Ac con un rango lineal entre
0.01 y 10 ng/mi que detectaron 0.17 ng/mL dando 50 % de inh. Con respecto a este

estudio, nuestro sistema dié mayor % de inhibicidn.
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Figura 22: a. Titulacién def Ac monoclonal (anti-AFB,).
b. Titulacién del segundo Ac (conjugado de peroxidasa anti-ratén).

4.9 Evaluacién del Ac monocional

Se contd con 2 presentaciones del Ac monocional (Biocode) una de cuitivo
celular y otra purificada, con objeto de establecer cudl se utilizara en el andlisis de
ELISA de las muestras. Las diluciones é6ptimas fueron 1/1000 para el purificado vy
1/300 para el de cultivo celular y los mejores resultados de las absorbancias y del %
de inh. a la mitad de ia curva estdndar (qQue corresponde a un 50%) lo dié el Ac

monoclonal de cultivo celular. Tabla 12.
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Tabla 12: Comparacién entre la eficacia de los Ac monocionales anti-AF y el
conjugado anti-ratén peroxidasa por ELISA.
Con jugado peroxid anti-ratén 1/1000
Monacional Concentracién de Madia de Absorbancia ,,?t?.'::'(‘:ns:;) ;::Qv':::::;‘;n
aesténdar de AFS, de 3 repeticiones
500 ng 0.317 4.505
100 ng 0.472 65.492
Purificado 1/1000 10 ng 0.784 5.996
1 ng 0.871 8.086
-~ 0.194 X 5.696
500 ng 0.198 4.361
. 100 ng 0.405 9.682
De cultivo 1/300 10 ng 0.769 2.582
1 ng 0.993 8.067
- 0.130 X 7.122
Control sin -- 0.118 6.169
monocional N 0.117 3.419

4.5 Curvas estandar de AFB,-ADN y de AF8, libre.

Lalinealidad es otro parametro para evaluar el efecto que pueden provocar tanto
el poliestireno como el recubrimiento en la optimizacién de las curvas estdndar de
AFB,-ADN y de AFB, libre. En la Figura 23 se muestra el rango lineal de la curva de
calibracién obtenida en orina con los aductos desarrollados. El mejor coeficiente de
correlacidén {r) se obtuvo hasta 50 ng/mL con una r de 0.996, una ecuacién con
intersecto 6.5 y una pendiente de 9.14. En todo el rango de la curva analizada se
observan correlaciones por encima de 0.95, Io que nos indica que valores por debajo
de 0.05 ng/mL o superiores a 550 ng/mL corresponden a los extremos de la curva.

Estos puntos son muy variables debido, a que la curva es una sinusoide (Figura
23). El perfil de precisidn muestra que en los extremos de la curva estdn las mayores
variaciones, destacandose ademas que para concentraciones superioresa 1000 ng/mL
el sistema de medicidn se satura. Se selecciond la concentracién 1000 ng/mL como
limite superior con un 94 % de inhibicién de la curva establecida.

Los resultados dei perfil de precisién nos indican que con un CV <10 %, el
rango lineal de la curva estd entre 0.1 y 500 yg/mL. Estos resuitados son similares a
los obtenidos en el desarrollo del ELISA para la determinacién deil aducto AFB,-N’-Gua.
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La coincidencia de resultados en su linealidad y el perfil de precisién con los obtenidos
en la determinacién de AFB, se debe a que el Ac monoclonal tiene similar afinidad para
ambos (AFB, vy el aducto AFB-N’-Gua).

el ELISA es muy sensible y de elevada

Comparado con otros métodos,
reproducibilidad, su sensibilidad depende en gran medida de la calidad y estructura de!

conjugado y de la enzima utilizada, ademads su instrumentacién es simple y el método
puede automatizarse (Gosling, 1990).
El Ac monoclonal, en ELISA, reconocid y cuantificé tanto ala AFB, libre como

a sus metabolitos y aducto (AFB-N’-Gua); por io que fue necesario realizar el andlisis
por HPLC para separar, identificar y cuantificar el aducto y los metabolitos de ia AFB,

que son AFP, y AFM, (Figura 23).

100,
| + - AFB1.DONA

— AFB1

Absorbance

0.010.1 1 10 1001000
[ 1 ng/mi

Figura 23: Curvas estdndar de la AFB, y aducto AFB-N7-Gua.

4.6 Sensibilidad y limite de deteccién.

La sensibilidad y el Iimite de deteccién de un ensayo inMunoenziméatico se
determinaron a través de una curva de calibracién entre la densidad dptica y el
logaritmo de la concentracién de! analito. El perfil de precision de la curva de
calibracién de los reactivos presentaron un intervalo lineal entre 0.1 y 500 ng/mL, una
sensibilidad de 0.01 y un limite de deteccién de 0.01 ng/mL (10 pg por pozo), Figura
23. Estos datos coinciden con Wilkinson er a/. (1989) y Stubblefield er a/. (1991)

Estos altimos autores modificaron un juego de reactivos inmunoenzimaticos para
la determinacién de AFB, en alimentos (EZ Screen card test) para detectar AFB, en
orina humana y animal, y obtuvieron un iimite de deteccidn de 2.3 ng/mL al tratar la
muestra con tierra de diatomeas. Al concentrar y purificar la muestra por columna de
Sep-pak y de inmunoafinidad, el Iimite de deteccién disminuyd hasta 0.05 ng/mL.
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5. Validacion del ensayo inmunoenzimatico de AFB en orina.

5.1 Exactitud

El procedimiento mas utilizado para evaluar la exactitud son los experimentos
de recuperacién y constituyen uno de los controles de calidad mas importantes.

En la Tabla 13 se muestra la recuperacién de AFB, en orina contaminada
artificialmente. Puede verse que existié una media de recuperacidn superior a 96 %
cuando se utilizd el Ac monoclonal y el intervalo de recuperacidn para los tres niveles
de AF estuvo entre 84.6-98.4% muy cercano al 100 2%. En el caso del Ac policlonal
se obtuvd una media de 107.6 % de recuperacién debido a falsos positivos, y el
intervalo entre los tres niveles fue de 92-116.4.

Para la optimizacién de nuestro sistema se incluyeron ambos Ac {(policlonal y
monocional) resultando elegido el Ac monoclonal. Ademas, de acuerdo a lo previsto,
obtuvimos un incremento de 10 veces mas en la sensibilidad con un Ilimite de
deteccion de 10 pg/mlL en comparacion al Ac policlonal donde el limite de deteccidn
fue de 100 pg/mL. Como el Ac monoclonal no tuvo falsos positivos, se decidié usarlo
para la evaluacidn de las muestras de orina.

Debido a que las muestras no requieren de una purificacién extensiva antes de
ser analizadas, el porciento de pérdida por manipulacién disminuyd y la recuperacion
de AF por procedimientos inmunolégicos se acercd al 100 %, superior a la obtenida
por HPLC.

Chapot & Wild (1991) y Groopman & Donahue (1988) utilizaron el método
inmunoenzimatico ELISA inhibitoria para cuantificar las AF en diferentes fluidos
biolégicos (orina, leche y suero) para la determinacién de conjugados albumina- AF,
con Ac monocionales en su sistema y recuperacién similar a la de nuestro estudio.

Tabla 13: Porcentaje de recuperacion de AFB, (ng/mL) en ELISA.

Orina basal AFB, AFB, recuperada con Ac % de recuperacién con Ac
(ng/mL)* afiadida
{ng/mL) Policlonal Monoclonat Policlonal Monoclonal
{ng/mL) (ng/mL)

0.0 5 4.6 4.8 92 96.0

0.0 15 17.2 14.2 114.6 94.6

0.0 500 582 492.0 116.4 98.4

Promedio 107.6 96.3

* Se cuantificd la AFB, (basal) de muestras compuestas (pull) de orinas normales.
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6.2 Precision

Otros pardametros para evaluar un sistema son el coeficiente de variacién (CV)
intra-ensayo que en nuestro caso no excedid el 10.3 % (Tabla 14). Se muestran los
CV intra e inter-ensayo para la determinacién de AFB, en muestras de orinas
contaminadas artificialmente. En el extremo superior de la curva de calibracion la
precisidon del ensayo disminuye, aumentando el CV. Las mayores variaciones se
encontraron en la concentracién de 1000 ng/mL.

El perfil de precisién inter-ensayo, dié también la mayor fluctuacién en el
extremo superior de la curva (Tabla 15) con la dilucién de 1000 ng de AFB, y el CV
se incrementd también. Los CV obtenidos en nuestro sistema fueron menores de 10.3
%, para los intra-ensayos fueron entre 6.7-10.3 % vy el CV para los inter-ensayos fue
de 6.8-9.4 %, limites idéneos de precisién en este sistema.

Tabla 14. Coeficiente de variacién intra-ensayo.
Concentracion de Media de Desviacion % Coeficiante de
AFB, * Absorbancia Estandar Variacién
1000 0.260 0.127 10.3
10 0.490 0.047 6.9
1 0.810 0.062 8.6
0.1 1.220 0.034 6.7

* Con 8 repeticiones en relacidn a la curva estandar.

Tabla 15. Coeficiente de variacion inter-ensayo.
Concentracion de Media de Desviacién % Coaeficiente de
AFB, * Absorbancia Estandar Variacion
1000 0.286 0.103 9.4
10 0.524 0.043 6.8
1 0.790 0.082 8.3
0.1 1.130 0.064 7.8

* Con 8 repeticiones en relacidn a la curva estandar.
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6. Procesamiento de las muestras de orina
6.1. Cuantificacion de aflatoxina en las muestras de orina por ELISA.

Los niveles de AF de las 210 muestras estudiadas se determinaron por ELISA
entre grupos de riesgo y control, 35 resultaron positivas y fueron un 16.6 %.

En la Tabla 16 se presentan los grupos de riesgo a CHC positivos a AF (ng
AF/mL) y su concentracién corregida en ng de AF/mg de creatinina (ng AF/mg cr).

£l nidmero de controles positivos a AF en orina, con sexo, edad y concentracion
de AF se presentan en la Tabla 17.

Las caracteristicas principales de cada grupo como son la relacién entre sexos,
positivos/negativos, el porcentaje de positivos del total y los limites o rangos de
concentracion de AF se presentan en la Tabta 18.

Al analizar los grupos de riesgo y controles por separado se observd que en el
grupo HBYV crdénica hubo 15 orinas positivas a AF (50 %), v 7.1 % del total de
muestras estudiadas, con una concentracion maxima de 1389 ng de AF/mg cr. En el
grupo CHYV, fueron 8 pacientes con orinas positivas a AF (26.6 %) v un 3.8 % del!
total de casos estudiados; uno de estos pacientes presentd la concentracion maxima
registrada con 4106.2 ng de AF/mg cr. La paciente fallecié al poco tiempo de la toma
de orina. HCV sdélo presentd 5 orinas positivas (16.6 %) con concentraciones menores
en un rango de 3.03 a 54.3 ng AF/mg cr.

Los grupos CHA y el S tuvieron 3 muestras positivas a AF cada uno (10%), con
concentraciones de (1.25 a 8.5 ng AF/mg cr) el primero, y con 6.9 a 33.6 ng AF/mg
cr el segundo. El grupo control de IR presentd una sola orina positiva con 1.61 ng de
AF/mg de cr v los ECNH sin AF.

El contenido de AF de las diferentes enfermedades se valord mediante el
logaritmo de la AF en un andlisis de varianza y fue estadisticamente significativo (P <
0.05) con CHA, y sin CHA fue de (P < 0.033). Al realizar la comparacién entre los
grupos de enfermos de origen viral HBV, HCV y CHV contra el resto, la diferencia fue
altamente significativa (P < 0.0002) cuando se compard con los grupos de CHA, IR,
ECNH vy S el contenido de AF fue también altamente significativo (P < 0.0002). De
aqui se concluye que hay una coincidencia entre las presencias de virus y de AF.
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Pacientes del grupo de riesgo a carcinoma hepatocelular, positivos a

Tabla 16:
aflatoxina en orina, por ELISA.
Grupos por N° de Sexo Adoe de ng AF/mi de orina Volumen Creatinine an orina
enfermedad Pacients ecad orina 24 hr
mg cr ng AF/mg cr
123 Masc. 0 260 780 539 1389
128 Fem 61 535 920 567 965.4
130 Masc. 27 1.92 1250 1034 2.32
138 Masc. a9 780 930 1080 571.6
139 Fem. 52 0.7 1200 1020 ©.823
140 Masc. 53 1.6 835 285 1.35
141 Femn. a3 0.09 1250 918 0.12
132 Masc. 36 0.17 1100 950 0.19
Hepautis 8 143 Masc. a1 0.15 990 880 0.168
144 Masc. a9 2.7 753 825 2.46
146 Fern. 30 0.51 810 760 0.54
147 Masc. 32 0.64 1020 7340 ©.88
148 Masc. 3s 7.8 970 233 8.02
149 Masc. a7 0.16 1270 1050 .19
150 Masc. 38 0.1 1000 780 0.13
a1 Fam 64 38.5 1200 850 54.3
a3 Masc. aa 16 850 530 25.1
Hepautis € EV-Y Fern 37 2.1 1300 900 3.03
cronica 52 Masc. 33 13.5 1550 1230 16.8
54 Fern. 37 11.1 1100 810 15,1
56 Fomn. 51 4000 850 az28 3106.2
66 Masc. 58 62 300 1202 16.4
74 Masc. 61 328 745 756 320.2
76 Femn. 60 0.150 1150 856 0.201
Cirrasis virat 77 Fam. s3 840 800 505 13230.6
78 Masc. 67 135 1050 1164 121.7
80 Fem 23 0.8 1350 560 1.33
a2 Masc. s8 1.6 280 1103 1.42
108 Fem 54 0.95 1000 756 1.25
Cirrosis OR 118 Femn 52 5.5 735 476 8.39
119 Masc. sa 5.25 860 584 7.7
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Tabla 17: Namero de controles positivos a aflatoxina en orina por ELISA

Grupos No. de Sexo Edad ng AF/mL Volumen ' Crasatinina en orina
pacientes afos de orina orina 24 hr
mg cr ng AF/mg cr
insuficiencia 164 Fem. 80 1.25 455 352 1.61
renal

Sano 184 Fem. 40 5.5 1250 285 6.9
Sano 191 Mas. a3 17 980 835 20.0
Sano 192 Fem. aa 28.5 980 830 33.6

Los pacientes con enfermedades crénicas no hépaticas fueron negativos a AF.

Tabla 18: Niveles de Aflatoxina en los grupos control y de riesgo para carcinoma
hepatocelular.
Grupos estudiados No. de Sexo Rango de Relacién % Concentracién
casos fem/masc adad positivo/negativo Positivos ng AF/mg
intre-grupo del totatl creatinina
G rupos 4 e ri @ s g o
Hepatitis B8 30 1119 26-68 15/15 (50%) 7.1 0.12 - 1389
Hepatitis C 30 19/11 34-64 5/25 (16.6%) 2.4 3.03 - 54.3
Cirrasis viral 30 18/12 30-72 B8/22 (26.6%) 3.8 0.201 - 27106.2
Cirrosis OH 30 10/20 41-74 3/27 (10%) 1.4 1.25 - 8.5
G rupos ¢ ontr ol
insuficiencia renal 30 17/13 35-71 1:°29 (3.3%) 0.5 1.51
Sin enfermedad hepatica 30 19/11 34-89 0/30 (0%) o o
Sano 30 15,15 26-72 3/27 (10%) 1.4 6.9 - 33.6
Total 210 109/101 26-74 16.6 % 16.6% 0.12-4106.2

No se detectaron diferencias significativas al comparar al grupo S y al CHA
contra HBV, HCV y CHV, con relacidn a los niveles de AF, pero si hubo diferencia
significativa en la frecuencia de casos positivos. Al comparar las orinas positivas a AF
de los grupos de riesgo y control (Figura 24) los niveles mas altos fueron de las
enfermedades virales HBV crénica con 50 % de casos positivos, seguido de CHV vy
HCV. Coinciden con los datos de China (Groopman & Sabbioni, 1991) y Africa (Wild
et al., 1988) que asocian la AF con el virus de HB. Nosotros incluimos orinas de HCV
crénica y CHV y parece haber una asociacidén entre la presencia AF y la enfermedad
viral crénica.
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Porcentaje de pacientes con orina positiva a aflatoxina en grupos de

Figura 24.
riasgo y controles.

wWild et a/.{1988) analizaron muestras de orina de diferentes personas en
distintos poblados de Africa y encontraron niveles de AF en un rango de 100 a 1000
ng/L de orina.

En nuestro estudio el promedio de AF en orina de grupos de riesgo estuvo entre
0.12 y 4106.2 ng/mg cr que fueron niveles muy altos.

Dragsted er a/. (1988) en muestras de orina de humanos sanos de Dinamarca.
encontraron concentraciones maximas de 6.5 ng AFB,/mg cr y ademads observaron un
incremento de ila excrecién de AF cuando incluyeron cerveza en la dieta. Nuestro
grupo control de mexicanos sanos equivalente, tuvo niveles de 6.9 a 33.6 ng AF/mg
cr que son 5 veces mayores a los de los daneses.

Es importante determinar las AF en orina para el diagndstico de enfermedades
hepdticas, pues este potente téxico ambiental se relaciona con eilas (Wild era/., 1993)
y deberia ser incluida en los estudios epidemioldgicos de cdncer hepdtico y de otras
patologias como tecnologia avanzada en el diagnédstico médico.
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6.2 HPLC del aducto AFB-N’-Gua, AFM,, AFP, y AFB, en las muestras de orina.

Para la determinacién de los niveles del aducto AFB-N’-Gua, de los metabolitos
AFM,, AFP, y de AFB, libre, se realizaron curvas esténdares individuales para asignar
los tiempos de retencién de los picos, hubo buen coeficiente de correlacidn de 0.99
(Figuras 25 @ v b).
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Figura 25 a. Areas, desviacién estandar, regresién lineal y curvas de los estiandares
del aducto AFB-N’-GUA y de AFM,.




68

ArSe prom. g v v v
as') .
2.000 4,287,110
7,000 7,042,045 J
500 863019
%0 02,296 4
725 187,812
1000000 4
o - - v - .
Q a0 1000 1500 2000 2500
Regresion lineal: YsA+B°X NOAFB?mi
Permens | vl
1 A
2168.46
R R
Co07S8 | OBeB1 | Oo9er2 [111368] 15
Arem proe. T T — M *
3.018.510 2000000 4 g
1,415,028
770974 2500000 4 P
LEF=) 200m00 4
243,408
g 1500000 -4 -
1000000 -4 -
50000 4
° T .o v g
Regresion linesl: Y=A+B*X a 1 ED x0 0 sao
ng (AFP1)/mi
Pardmeto | Valor Eor | L-8na. | Proes
A 2027021 ] BIWe | 114 | 0.288
] 06430 | 6896 | BO.39 | <0.000%

R [RTapamece [ RMSE] N}
000888 | 099772 743 |33768.6] 10
Figura 25 b. Areas, desviacién estandar, regresion lineal y curvas de los astdndares

de AFB, vy de AFP,.




69

Como el aducto AFB-N’-Gua usado como estdndar lo sintetizamos en
laboratorio, fue necesario correr diferentes pruebas tanto de su espectro de absorcidn
(UV-Vis) de 200 a 450 nm (Figura 26 &), como de HPLC (Figura 26 &) para comprobar
su pureza.

El tiemmpo de retencidn del pico cromatografico y el espectro del aducto
AFB-N’-Gua obtenido por HPLC fueron similares a los reportado por Essigmann er a/.
(1977) vy Groopman et a/. (1992).

Para corroborar con certeza la interpretacién de los cromatogramas tanto del
aducto AFB-N’-Gua, como de los metabolitos de AFB, (AFM, y AFP,) en orina y se
necesitd usar estdndar interno en HPLC.
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Figura 26. a: Expectro UV - visible del aducto AFB-N’-Gua.
b: HPLC del aducto AFB,-N”7-Gua.

Con objeto de separar el aducto AFB-N7-Gua, la AFB,, y sus metabolitos (AFM,
y AFP,) por HPLC, se siguié un esquema de elucién por gradientes, pero este analisis
resultd muy tardado (55 min por muestra/estandar), con tiempos de retencién entre
14 y 41 min, saliendo el aducto a los 14 min, la AFM, a los 27 min, la AFP, a los 36
min y la AFB, a los 41 min. Figura 27 a.

Se decidid probar la separacidn de las toxinas de la muestra/estandar por
andlisis isocrdatico que redujo el tiempo de aparicién de los picos a3 10 minutos, tanto
del aducto como de la AFB, y de sus metabolitos, y se obtuvo una buena separacion,
con los siguientes tiempos de retencidn: el aducto salié a los 3.9 min, la AFM, a los
4.8 min, la AFP, a los 6.1 min y la AFB, a los 7.4 min. Figura 27 b.
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Figura 27. HPLC de estandares del aducto AFB-N’-Gua, de AFM,. AFP, y AFB,
a: Sistema de elucién por gradientes con metanol 30% en 50 min
b: Sistema isocrdtico con metanol (60 %), agua (40%) en 10 min.

6.3 Recuperacién de aflatoxinas por los métodos de HPLC y ELISA.

De las 210 muestras de orina analizadas por ELISA, tanto de grupos de riesgo
como control, 35 fueron positivas a AF. Este método inmunoenzimatico tuvo mejor
recuperacién de AF totales que el de HPLC, que sélo detectd AF en 24 de las 35
muestras positivas, es decir que detectd el 69% de AF con relacién al ELISA. Este es
un problema técnico, dado que seria deseable tener un analisis quimico con la
precisidon cuantificadora del ELISA {1 pg/mL) y que identificara Ilos diferentes tipos de
AF como el HPLC.

Las muestras positivas a AF, detectadas por HPLC, presentaron 4 tipos de AF
excretada (como aducto AFB-N’-Gua, AFM,, AFP, y AFB,), con la frecuencia mostrada
por cada grupo. Figura 28.

La AFB, se presentd sdélo en 5 orinas que correspondieron 2 al grupo de CHV
y 3 al de HBV. Con respecto al aducto AFB-N’-Gua fue el metabolito méas excretado
19/35 y que se presentd con mayor frecuencia en enfermos hepaticos virales que en
personas sanas. El segundo metabolito mas excretado fue la AFM, que se presentod
en 16/35 muestras positivas. En nuestro estudio 1os niveles de excrecién de AFP,
(7/35) revelaron dosis y el niumero de muestras positivas bajas y no se excretaron en
los grupos de HCV y CHA. Los grupos ECNH e IR no se pusieron porque no
presentaron ninguna muestra con AF.

Entre los pacientes del grupo de HBV se encuentran las orinas con mas bajos
niveles de AF detectadas por ELISA, de 15 muestras positivas séio 6 fueron
cuantificadas por HPLC, en 3 de ellas se excretaron todas las AF evaluadas, y del
resto 2 excretaron al aducto y una a la AFM,.
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Enia HCV en 4 de 5 casos positivos se excretd al aducto y a la AFM,, pero
nada de AFP, ni AFB, libre. En los grupos CHV y HBV la AF ingerida estuvo
transformada tanto en aducto como en sus metabolitos o bien en su forma libre. Tabla
19 a&. Los cirrdticos alcohdlicos tuvieron 3 casos positivos con el aducto y no
metabolizaron la AFB, a AFM, ni a AFP,, teniendo m4ds probabilidad de desarrollar un
CHC que los sanos. Fue interesante encontrar los diferentes niveles de metabolismo
de AF en los grupos CHA y CHV. El grupo CHA no metabolizd las AF a AFM, ni a

AFP,.

En el grupo de CHV ~l metabolismo de las AF dié los 2 metabolitos estudiados
(AFM,, AFP,) vy una alta presencia de aductos 6/8. No hubo AFP,, es posible que toda
se haya eliminado por la bilis, y como debié estar a niveles muy bajos no pasé a orina.

No aparecié AFB, libre ios dias previos a la toma de la muestra.
Es curioso observar que de los 30 individuos del grupo de los Sanos sélo hubo

3 casos positivos a AF y de ellos 1/3 tuvo al aducto en dosis bajas (1.38 ng/mL), con
buena destoxificacion metabdlica de las AFB a AFM, (3/3) v a AFP, (2/3).

Resumen de la excrecién de los diferentes tipos de aflatoxina por HPLC.

Tabla 19:
Cascs AF Concentracién ng/mL HPLC ELISA
Grupos positivos ng AF/mg cr ng AF/mg cr
AFB-N’-Gus AFM, l AFP, r AFBS,
G r upos d e rie s g o

HBvV 50% 1.0 - 38.8 1.7 - 80.3 18.2 - 32.1 152.6 - 292.2 1.1 - 530.6 0.1 - 1389

HCV 16.6 % 1.2 -4.1 1.4-30.3 o Q 1.7 -56.8 3.03 - 54.3
CHV 26.6 % 0.4 - 290.7 12.5 - 90.5 42.8- 113.5 380.5 - 451.9 0.3-1524 0.2 -4108.2
cHA 10 % 0.8 -1.7 o o o] 0.3 - 2.6 1.25 - 8.5
Rango 10- 50 % 0.4 - 290.7 1.4 -90.5 18.2- 113.5 152.6 - 451.9 0.3.1524 0.12-4106.2

G rupo e o ntrol

R 3.3 % - - - - 1.61
ECNH 0 % - - -

Sano 10 % 1.38 1.1-3.7 2-.-2.8 o 1.4-8.6 6.9 - 33.8
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Determinacién del aducto AFB-N’-Gua y metabolitos de AF por HPLC.

Conc AF/mg Cr

Diagnéstico N©° de Concentracién (ng/mt)
el paciente mueste AFB-N7-Gua AFM, AFP, AF8, Conc.total
HCV 31 ] 40.28 o o 40.26 56.83
43 2.5 15.43 ] o 17.94 28.23
a4q 1.18 o o o 1.18 1.7
52 2.11 1.36 o <] 3.47 .31
54 4.09 4.48 (] o 8.58 11.65
CHV 56 290.71 90.53 113.5 451.93 946.67 1523.99
56 4.39 29.24 o 33.63 25.18
73 o 53.59 Q 380.52 434.11 127.79
77 180.73 12.45 32.63 Q 235.8 125.34
78 18.87 39.54 o =] 58.31 52.69
a0 2.1 < o [=] 2.1 5.06
82 .38 Q Q o] 0.38 0.34
cHA 108 0.21 =] o [=] 0.21 0.28
118 1.69 [+] =] o 1.69 2.61
119 Q.86 o 2] o .86 1.27
HB8V 123 34.7 39.23 32.14 234.55 350.61 507.38
128 1.38 3.72 298.72 292.19 327.01 530.6
138 38.83 80.34 18.18 152.6 249.67 238.74
139 1.62 Q o o 1.62 1.90
147 o] 1.72 (=] o 1.72 1.87
148 1.03 Q [e) o 1.03 1.06
s 184 Q 1.09 o =] 1.09 1.38
197 1.38 3.65 2.8 =] 7.83 a8.60
192 o 1.94 2 o] 3.94 .65

La concentracidn corregida se expresé en AF por

mg de creatinina.




74

Tabla 19 b: Anadlisis estadistico de las concentraciones del aducto AFB-N’-Gua y
metabolitos de AF entre los casos positivos.

Prueba estadistica AFB-N’-Gua AFM, AFP, AF8,
Valor de P en 0.277 0.0532 0.0013 0.036
prueba de F *
n= individuos 19 16 7 5

positivos
Valores de P en ninguno (CHV vs 8), CHV vs. S, CHV vs.HBV,
contrastes * significativo al .06 .019 0.002 0.036
HBV vs. S,
(CHV + HBV + HCV)vs S 0.023
.029 (CHV + HBV)vs. S,
0.0005

Siempre promedios menores en S.
Con los datos previamente transformados usando el método de Box y Cox.

0

En la Figura 19 b se muestra que a pesar de que el aducto AFB-N7-Gua fue el
metabolito mas excretado, la cantidad de aducto de los diferentes grupos no presentd
diferencia significativa dado el tamaifio pequeino de la muestra. La AFM, se presentd
en un 46 % (16/35) de las muestras positivas y se encontraron diferencias
significativas entre los grupos con enfermedad viral y los sanos con una P < 0.029,
considerando sélo los que tienen el metabolito AFM,.

Para la AFM, y la AFP, hubo diferencias estadisticamente significativas, siendo
los individuos sanos los que tuvieron una menor concentracién en todos los
contrastes. Los sanos no presentaron diferencias significativas en su concentracion
de aductos con respecto a los individuos con los diferentes padecimientos, sin
embargo la frecuencia de aductos en los individuos enfermos fue mayor que en los
sanos, donde sélo 3 casos los presentaron. Esto indica que en los individuos enfermos
hay mas moléculas de AF (mutdgeno) pegadas a su ADN, que éste estd siendo mads
agredido y por lo tanto se incrementa su reparacion y elimina los aductos por la orina.

Estos datos confirman los resultados obtenidos por Groopman et a/., 1992 vy
wWild er a/., 1993 en orinas de ratas y humano utilizando HPLC con la excrecién de
AFB, libre, el aducto AFB-N’-Gua vy los metabolitos AFM, y AFP,, con proporciones
similares a este estudio.

En la Tabla 20 se compara la determinacién de AFB, por HPLC vy por ELISA. Se
encontrd que un 28.5 % de las muestras positivas (11/35) por HPLC no contenian AF
y si fueron positivas con ELISA en un intervalo de 0.13-1.61 ng/mL, quizd el HPLC no
puede detectar estos limites tan bajos. No se presentaron falsos positivos en HPLC,
vy la especificidad fue del 100 %. La comparacién de ELISA con HPLC dio 4 muestras
no coincidentes, con 11 falsos negativos en ELISA con respecto a HPLC, con una



Comparacién entre aflatoxinas totales por HPLC y ELISA.

Tabla 20:
Paciente Muestra HPLC (ng AF/mg Cr) ELISA (ng AF/mg Cr)
a1 56.83 54.3
43 28.24 25.1
HCV 44 1.7 3.03
52 4.31 16.8
54 11.65 15.1
568 1523.99 4108.2
L) 25.18 46.4
74 427.79 320.2
76 o 0.201
CHV
77 125.34 1330.6
78 52.89 121.7
80 5.06 1.44
82 0.348 1.42
108 0.28 1.25
CHA 118 2.81 8.49
119 1.27 7.7
123 507.38 1389
128 530.68 965.4
130 ] 2.32
138 248.74 671.6
139 1.90 ©.823
140 ) 1.35
141 ] 0.12
142 ] 0.19
HBYV
143 [e) 0.188
144 ] 2.48
146 o 0.54
147 1.87 o.88
148 1.08 8.02
149 o 0.19
150 [] 0.13
IR 164 (<] 1.61
184 1.38 &.90
s 191 8.80 20.0
192 4.85 33.6
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eficacia del 95.85 %. Harrison et a/. (1991), demostraron una correlacién directa entre
las cuantificaciones de AFB, por HPLC y por ELISA.

Existe una buena correspondencia lineal entre la determinacién por ELISA vy
HPLC. Los datos obtenidos por HPLC para el total de !os metabolitos oxidativos en la
orina AFM,, AFP,, AFB, y los aductos AFB-N’-Gua en orina en comparacidn con los
resultados obtenidos por ELISA mostraron un coeficiente de correlacién de 0.95 y el
valor de r? fue de 0.90. No obstante podemos observar que los niveles de AF totales
que se obtuvieron por la técnica de HPLC fueron ligeramente menores a los obtenidos
por ELISA.

Se ha comparado el ELISA con HPLC en la determinacidon de AFB, en orina, con
correlaciones > 0.90, cuando las concentraciones de AF fueron > de 10 ng/kg
(Groopman et a/.,1992; Wwild et a/., 1993).

Regresion lineal: y=m "
Parametro Valor Error t-Stud. Prob=>it}
m 2.55011 0.13162 19.37473 <0.0001
R R R RMSE(SD) N
ajustada
0.95227 0.90682 [0.90682 (232.17809 35
T T v T T -
4000 e -
b 1
3000 .- A 4
4 ” .
S 2000 - |
= .
wi 4 J
[e]
1000 —1 . (o] -
4 o 4
0 -4 .
T M L] M T v T
o 500 1000 1500
HPLC

Figura 29: Regresién logaritmica (correlacion) entre ELISA y HPLC.
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El desarrolio y la validacion de estos procedimientos nos ayudd a purificar e

identificar estos metabolitos y simplificé la cuantificacién de AF en pacientes de alto
de bajo riesgo, y en controles.

Discutiremos en primer lugar la AFB, libre, después al aducto AFB-N’-Gua
obtenido y finalmente a sus metabolitos AFM, y AFP,.

Con relacion a la AFB, libre en orina (Tabla 19 a) se presentd solo en §
muestras que correspondieron 2 al grupo de CHV y 3 de HBV. La AFB, presentd las
concentraciones mas altas de AF excretadas, que fluctuaron de 152.6 ng/mL (en el
grupo HBV) hasta 451.9 ng/mL (en el grupo CHV). La AFB, libre entra vy sale del
organismo sin Mmayor cambio y no tiene importancia cuando se relaciona con las

enfermedades, dado que no esta activada, aunque su toxicidad en pruebas in vitro es
mucho mayor a la de sus metabolitos.

Sin embargo, la AFB, se puede metabolizar, por medio dei citocromo p-450, al
epdSxido 8,9 AF que es altamente reactivo ya activada se puede fijar al ADN. El ADN
se repara vy la elimina en diferentes tipos de aducto. Asi tenemaos que la importancia
de 1a AFB, en la toxicidad es por su formacién de aductos con el ADN (Havyes, et a/.,
1991). La expresién constitutiva de estas enzimas se puede maodificar por la accidn
de sustancias inductoras que controlan diferentesregiones del genoma, con profundos
efectos en la respuesta tdxica a la AFB, (Neal, 1995).

El sistema del citocromo P-450 es tambien importante para la destoxificacién,
estas enzimas al formar el epoxido pueden ser hidrolizados y suministrar centros de
conjugacién con moleculas muy polares (glucunorato o sulfato) dando lugar a
compuestos suficientemente solubles para ser excretados.

Hay procesos metabdlicos de destoxificaciébn como son la glucuronizacion,
sulfonacidn y acetilacién qQque tienen como sustrato a los metabolitos hidroxilados
primarios de la AFB, (AFM,, AFP, y AFQ,), cuyos potenciales tdxicos y cancerigenos
son mucho menores a los de la AFB,.

De las AF excretadas y detectadas por HPLC el 30% se metabolizaron a uno
o varios tipos de AF y sélo el 10% salid como AFB,libre.

El principal metabolito AFB-N’-Gua se identificé en 19/35 muestras positivas,
esto equivale a un 9% de las 210 muestras de orinas, este porcentaje es inferior al
reportado por Autrup et a/. 1983 y en 1987 de Kenya, quienes dan un porcentaje de
12.6% de aductos en 1000 muestras de orina, esto se explica quiza por el alto
consumo de cacahuate y sorgo en paises africanos en general.

Hay marcadas diferencias respecto a sus concentraciones excretadas en los

grupos de riesgo, que van de 0.21 ng/mL en CHA a 290.7 ng/mL en CHV vy fue de
1.38 ng/mL en una sola muestra de controi S.
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Groopman er a/., {1892) compararon la cantidad de aductos en el ADN det
higado de ratas, y su excrecidn como aductos AFB-N’-Gua en la orina de 24 horas que
mostré un r= 0.98 y un valor de r? de 96.3. Lo cual refiejé un dafio causado por AF
en ADN en el sitio primario que es el higado. Estos autores concluyeron que la
presencia de estos biomarcadores son medida de reparacidn de ADN y por tanto de

dano hepdtico.

Ya se ha establecido en estudios anteriores (Wright, 1991) que los animales
tratados con dosis altas de cancerigenos genotdxicos no reflejan la realidad dado que
pueden aumentar la incidencia de tumores por mecanismos no especificos pues el
dano tisular trae una proliferacién cetular compensatoria, mecanismo que no opera a
dosis bajas. Por lo tanto la extrapolacisdn de tratamientos con dosis altas a los de dosis

bajas no revela el verdadero riesgo.

Groopman er a/. (1992) comprobaron la relacidén del aducto AFB-N’-Gua vy fa
ingestién de AFB, del dia previo con una correlacidn significativa de 0.65 yv P <
0Q.000001 e indicaron que la asociacitn entre exposicion y dosimetria molecutar fue
estrecha. Hubo un alto coeficiente de correlacién 0.80 y P < O. 000 Q001 entre la
cantidad de aductos excretados en orina y la ingestién de AFB, (Groopman er al.,
1992). Asi, la cuantificacién del aducto AFB-N’-Gua en orina es un buen biomarcador
de la ingestidén de AFB, de los alimentos y en forma indirecta puede estimar el nivel
de riesgo del individuo a desarrollar un cancer.

La deteccidén del aducto AFB-N’-Gua es importante porque ios modelos animales
indicaron que este metabolito es producto de fa reparacidn rdpida del ADN vy se
excreta exclusivamente por orina (Bennettera/., 1981). Los aductos de ADN reflejan
dafo genético. Alrededor del 0.2 % de la dosis ingerida de AFB, se excreta como AFB-
N’-Gua en orina. De la cantidad de AFB, ingerida, el 0.6 % se transforma al aducto
mencicnado, que es estable al pH de la orina. Por los aductos excretados se puede
calcular la cantidad de AFB, y de ia AFB, de los alimentos contaminados ingeridos.

tLas concentraciones (ng/mL) de aducto AFB,-N7-Gua excretado, que se
encontraron en nuestro estudio {de una alicuota de 25 mL de orina) fueron inferiores
a las encontradas por Groopman er 3/., (1992) de 2 alicuotas de 25 mL de orina, en
China que llegaron a presentar 400 ng de aducto/dia. Pero si los datos de estos
autores se ajustan a la mitad (una alicuota de 25 mL de orina que fue nuestro tamano
de muestra), los datos obtenidos fueron de 200 ng/dia en China, y en nuestro caso
el promedio fue de 31 ng de aducto en las 19 muestras positivas, esto significa que
aunque las cantidades de maiz consumidas en China y México son similares por alguna
razdn las personas de Guangxi, China debieron consumir maiz mads contaminado con
AF, ya que excretaron mas aductos y es una regién que presenta una alta mortalidad
del 51% por CHC primario {Yeh, er a/.., 1989), a diferencia de México donde este tipo
de cdancer es un 1.2% (Dir. Gral. de Epidem., 1994). Quiza el tratamiento alcalino del
maiz o nixtamalizacion ayude al mexicano a tener niveles mas bajos de CHC primario

y contribuya a esta diferencia.
La medicion de AFB-N7-Gua en orina se realizé en pacientes con CHC en China
y en el Sur de Africa, y revelaron un punto de mutaciones en la posicién 243 del exdn
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7 del gen supresor p%3, en donde casi la mitad de los tumores examinados tuvieron
sélo una mutacion puntual, una transversién de una guanina por una timina. Estos
tumores fueron aislados en diferentes regiones del mundo con alta exposicién a AF
(Fujimoto et a/., 1992; Hsieh & Atkinson, 1995). Esto sugiere que estas mutaciones
son el resultado de daiRo causado por la AFB, al ADN. Por otro lado, se sabe que
existen mutaciones en el gen p°®% en un amplio nimero de tumores humanos (Hsieh &
Atkinson, 1995).

Kensler et 5/.(1990) reportan que el grupo 1, 2 ditiol-3 tiona son compuestos
que contienen una clase de azufre ciclico con propiedades antioxidantes vy
quimioprotectoras y estdan en las cruciferas; un derivado de estos compuestos llamado
Oltipraz es un potente inhibidor de la AFB, y decrece la formacién de aductos en ratas.
Ademas aumenta la conjugacién de la AFB, con el glutatién y su eliminacién por la
bilis. Groopman et a/., 1994 reporta que el Oltipraz disminuye la cantidad de aductos
excretados en orina y en sangre.

Aungue los aductos AFB-N7-Gua requieren de métodos moleculares para su
cuantificacidn, son biomarcadores utiles en la investigacidn epidemioldgica para

examinar el papel de las enfermedades virales crénicas del higado y su asociacidn con
la presencia de AF en los fluidos bidlogicos.

El metabolito AFM, reviste gran importancia dado que el 46 % de las muestras
de nuestro estudio la presentaron y como ya se establecid anteriormente, se encontré
una diferencia significativa entre los grupos con enfermedad hepatica viral {rango de
excrecion de 1.4 a 90.5 ng/mLl) y el contro! sano (rango de excrecién de 1.1 a 3.7
ng/mL) con una P< 0.029, y e! Udnico grupo de riesgo que no excretd AFM, fue el
CHA.

Zhu et a/. (1987) reportaron que un promedio de 1.7% de la AF total de la
dieta se excreta como AFM, en orina, con una correlacién der = 0.66 entre la AF total
ingerida en la dieta y la AFM, total excretada en la orina.

La AFM, es un producto de la destoxificacién de la AFB' pero también es un
potente cancerigeno en animales experimentales (Cullen et a/., 1987). Sin embargo,
como tampoco estd asociada al ADN no se le puede adjudicar un poder mutageno
activo dentro del cuerpo, sino sdolo estd como metabolito de excreciéon. La AFM,
aumenta su produccidn con anti-oxidantes fendlicos que pueden ser un agente
quimioprotector potencial. La induccién de AFM, por AFB, es una proteccién contra
el CHC.

Los efectos de la AFM, han sido estudiados, encontrandose la induccién de
lesiones hepaticas en patitos, similares a las provocadas por la AFB, asi como el
desarrollo de tumores hepaticos en ratas y truchas (Wakhisi, 1980); por su parte Pier
(1987) reporta que tras la inyeccidn de cantidades subtdxicas de AFM,; se ha
provocado aplasia del timo.

En la India, el grupo de Suryanarayana (1983) alimentd a crias de bufalo y
bovinos con niveles distintos de AFM,, al hacer el seguimiento del estado en que se
encontraban estos animales por medio de pruebas de funcidn hepdatica, se presentaron
aumentos en los niveles de fosfatasa alcalina, bilirrubinas, transaminasa oxélico-
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glutamica, asi como disminucidn en las proteinas plasmaticas, todos estos datos son
indicativos de dafo hepatico, siendo mayor en las crias de bufalo que en las de
ganado bovino.

Existe evidencia molecular acerca de la mutagenicidad de la AFM, en ratas, Lutz
et a/., en 1980 reportaron que tras la administracién oral de una dosis elevada de
AFM,, se fijaba al DNA de las células hepdaticas de estos animales con un indice de
fijacion de 2100 de donde concluyen que esta sustancia es un carcindgeno potente
en las ratas.

El efecto de la AFM, sobre la inmunidad no ha sido bien estudiado., ya que es
dificil poder estabiecer en que grado participa este compuesto en lainmunodeficiencia,
la informacidn existente sugiere que aunque la AFM, es mucho menos potente que la
AFB, existe un riesgo potencial muy serio especialmente para ios animales j6venes.

Fue interesante encontrar que las 2 cirrosis tanto viral como alcohdlica no
excretaron AFP, quiza el higado endurecido y su fisiologia coincidieran y eliminaran la
AFP, como glucurdnido por bilis y ya no se encontrd un excedente en orina.

La AFP, es menos tdxica que la AFB, y Groopman et a/. (1992) no encontraron
una relacién directa entre la ingestion de AFB, y la excrecion de AFP,. No obstante la
frecuencia de la AFP, en orina, su concentracién no tiene una relacién dosis-
exposicion. La falta de linearidad en |la excrecidn de la AFP, puede explicarse porque
utiliza la via de glucuronizacién. Es bien sabido que esta via puede saturarse y que a
dosis bajas de AFP, y AFB,, puede ser predominantemente un glucurdnido que se
excreta por la bilis (Holeski et a/., 1987), y sdélo a altas dosis, cuando se satura esta
via, es cuando la AFP, es excretada como un compuesto libre en la orina (Groopman,
et al., 1982).

Sin embargo, Kirby et a/. (1993) correlacionaron la presencia de la AFP, en orina
con el desarrollo de cadncer primario de higado, ya que en estudios /n vitro la formacion
de la AFP, a partir de la AFB, fue muy elevada en las fracciones microsomales aisladas
del tejido del tumor maligno, comparado con el tejido control.

Con los resultados presentados y discutidos se han cumplido los objetivos que
nos fijamos en este trabajo. Se analizé estadisticamente la cantidad y tipo de raciones
de alimentos especificados, obteniéndose una asociacién con las enfermedades
hepdticas. Se determind la tecnologia de ELISA y HPLC con precisién para analizar AF
en orina humana de grupos de riesgo de desarrollar hepatoma y de grupos control,
donde se ingirieron AF en los alimentos de modo crénico. Se encontrd una correlacion
entre las enfermedades hepdaticas virales y la presencia de AF en orina. El andlisis de
HPLC identificd los diferentes tipos de AF donde se determind la presencia AFB, libre
{como medida de exposicidn reciente de 24 a 48 horas), los metabolitos AFM, y AFP,
como medida de destoxificacién metabdlica y de aductos AFB-N’-Gua (como medida

de reparacién del ADN) en la orina humana.



V. CONCLUSIONES.

El sistema ELISA montado con Ac monoclonal resultd ser especifico y 10 veces
mas sensible que el policlonal, se determinaron sus condiciones éptimas. Los
parametros de calidad como los coeficientes de variacidn intra e inter-ensayo,
asi como los porcentajes de recuperacién estuvieron dentro de los Iimites
aceptables de precisién de estos métodos.

Existe una buena correspondencia lineal entre la cuantificacién de AF por ELISA
y por HPLC con un coeficiente de correlacién de 0.95. La detecciédn de AF por

ELISA fue méas sensible que la de HPLC.

En el andiisis de estadistico se obtuvo que los Gnicos alimentos que se asocian
significativamente (P < 0.0004) con ias enfermedades son los derivados del

mafz, oleaginosas, vegetales y lacteos.
El grupo sano consumisé menos ldcteos, con respecto a los grupos enfermos con

una significancia de P< 0.012.

Los grupos de enfermedad viral presentaron una mayor excreciéon de AF y en
orden decreciente fueron: HBV (50 %), CHV (26 %) y HCV (16.6%). Ei grupo
de riesgo CHA presents (10%). Los grupos control tuvieron: IR (3.3%), ECNH
(0%) vy Sanos (10%).

Los grupos de riesgo de CHC excretaron con mayor frecuencia los siguientes
tipos de AF en orden decreciente: el aducto AFB-N’-Gua, los metabolitos AFM,
y AFP, y en Jultimo lugar se encontré la AFB, libre. Ei grupo control Sano
metabolizé las AF a AFM, y AFP,, presentd un solo caso con aductos y nada
de AFB, libre.

Se confirmd al aducto AFB-N’-Gua en orina humana, es una medida de riesgo
(biomarcador molecular) de enfermedades hepdticas por AF.

La presencia del aducto AFB-N’-Gua en orina de los pacientes de los grupos de
riesgo estudiados sugiere un papel etiopatogénico de las AF hacia CHC.

La participacién del aducto AFB-N7-Gua puede ser directa o asociada a la
infeccidn viral y al desarroiio de la cirrosis hepatica.

La contaminacién de alimentos por AF debe ser vista como un problema
potencial de salud en nuestro pais.
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APENDICE 1: Encuesta sobre alimentos.

Fecha........... Joveeaiinnnns foavennnnn {dd/mm/aa)

N° de Encuesta

N° de Expediente. ...cc.ceuveiiiiinaccaciaannes | ={c I- To HAOR EoT= 3 {0 T

L LT 4 1 = T
Diagndéstico:

Hepatitis B ( } Hepatitis C () Cirrosis Viral ( ) Sano ( )

Cirrosis alcohdlica ( ) Deficiencia renal ( ) Enfermedad crénica no

hepatica ( )

Diagndstico histoldgico
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DIETA HABITUAL

Tipo de alimento Cantidad Frecuencia de ingestién
(Unidad o
gramas) Rara vez Veces | Veces x | Veces | Veces
O nunca x dia semana x mes | x afio

Productos derivados del maiz:

Tortillas

Tamales

Pozole

Tacos, quesadillas,

sopes

Totopos

Botanas (fritos,
doritos)

Cereales de caja {Corn
flakes, Zucaritas, etc.)

Atoles, champurrados

Productos derivados de

trigo:

Pastas (spaguetti,

ravioli, etc.}

Tortillas de harina

Pan (bolillo, galietas,
hot dogs,
sandwiches, etc.)

Sopas (aguadas).

fideos, letras, etc.

Pasteles

Productos derivados deil

arroz:

Arroz cocido

Dulce de arroz

Agua de horchata

Cereal de arroz (Rice
krispies)
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DIETA HABITUAL

Tipo de alimento Cantidad Frecuencia de ingestiéon
Unidad o
gramos Rara vez Veces x Veces x Veces Veces
o nunca dia semana X mes x afio

Semillas oleaginosas:

Cacahuate dulce, salado,
crema o en chocolates.

Amaranto (alegria)

Ajonjoll

Nueces (dulces, saladas, en
helado o postre)

Almendras (dulces, saladas,
en heiado o postre)

Pifiones

Avellanas

Pepitas

Pistaches

Semilla de girasol

Granola

Coco fresco, en granola,
dulces, cocada, postres,
agua.

Condimentos:

Chiles secos, ancho, morita,
mulato, etc.

Adobos

Moles

Pepidn

Chocolate

Mayonesa

Mostaza

Clavo, canela, pimienta.
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DIETA HABITUAL

Tipo de alimento Cantidad Frecuencia de ingestiéon
{Unidad o
gramos) Rara vez | Veces | Veces x | Vecaes | Veces
o nunca x dia semana x mes x afio

Productos l&cteos:

Leche

Crema

Quesos

Yogourt
Mantequilia

Flanes, postres o

dulces.
Helado

Productos carnicos

Polio

Huevo

Visceras: higado

y molieja.

Res

Visceras: higado,
rifones, pancita,
corazén, etc.

Puerco

Visceras: higado,
rinones, piel,
patitas,
salchichas,

jamaén, etc.
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CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

1) Acostumbra beber algun tipo de bebida alcohdlica: Si( ) No ( )
2) Desde hace cudnto tiempo tiene usted ese habito: AfRos ( ) Meses ( }
Bebidas alcohdélicas Cantidad Frecuencia de ingestién
Unidad o
gramos
Rara vez Veces | Veces x Veces | Veces
o nunca x dia semana X mes x aflo

Lata de cerveza

Vaso de vino

Una medida de Ron

Una medida de Brandy

Una medida de Cognac

Una medida de Ginebra

Una medida de Vodka

Una medida de Tequila

Un vaso de Pulque

Otros

Total

108
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