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tna Reflexién

La sabiduria y yo

En el silencio de la noche, la Sabiduria penetré en mi recamara y se quedot en pie a la
vera de mi lecho Me mird con la expresién de una madre carifiosa, enjugd mis lagrimas y
me dijo:

-He escuchado los gemidos de tu alma y he venido a consolarte, Abreme tu corazén,
que vo lo llenaré de luz Pregintame, que yo te mostraré el camino de la Verdad.

Atendi a su indicacién v le pregunté:

-¢Quién soy yo?, Sabiduria, y cémo llegué a este lugar de horrores? ¢Qué son estas
inmensas esperanzas, estas montafas de libros y estas extrafias figuras? ;Qué son estos
pensamientos que vienen y van como handadas de palomas? ,Qué son estas palabras
que articulamos con deseo y escribimos con alegria? ;,Qué son estas tristes y gozosas
conclusiones que abrazan mi alma y envuelven mi corazén? ;De quién son estos ojos
gue me miran y taladran hasta los senos mas reconditos de i alma y, sin embargo, no se
ocupan de mi pena? ;Qué son estas voces que lamentan el paso efimero de mis dias y
cantan las alabanzas de mi nifez? ¢ Quién es este joven gue juega con Mis deseos y se
burla de mis sentimientos, olvidandose de las acciones de ayer, contentandese
exclusivamente con lo pequefic de hoy vy arméandose contra el lento acercarse del
‘mafiana? '

LQué es este mundo homble v aqué tlerra desconocida e Iieva’?

g,Cua! €s esta tierra. que abre anchurosamente sus fauces para tragar nmestros cuerpos;f -
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Y la Sabiduria abrid sus labics vy habid:

Td, Hombre, eres capaz de ver el munde cen los ojos de Dies y captar los secreies
del méas allé a través del pensamiento humano. Este es el fruto de la ignorancia

Sal al campo y contempla cémo las abejas rondan las hermosas flores v el aguila se
abalanza sobre su presa. Entra en la casa de tu vecino y ve al pequefiuelo fascinado por
las llamaradas del hogar, mientras la madre trajina en sus tareas domésticas. Sé como la
abela v no desperdicies los dias de tu primavera mirando o que hace el aguila. Sé como
el nifo a quien encanta el fuege de la chimenea vy deja que la madre se dedique a sus
quehaceres. Todo lo que ves, fue y sigue siendo tuyo

Los numerosos libros, figuras extrafias y bellos pensarrientos que te rodean son
fantasmas de espiritus que te han precedido. Las palabras pronunciadas por tus labios
son los eslabones que te vinculan con tus semejantes. Las conclusiones tristes v alegres
son las semillas del pasado arrcjadas en el surco de tu alma, para ser cosechadas en ¢l
futuro.

El joven gue juega con tus deseos es el que va a abrir iz puerta de tu corazdn para que
entre la luz. La tierra que abre sus voraces fauces para tragar ai hombre y, con él, sus
obras, es la redentora de nuesiras almas, que liberara de la esclavitud a nuestros
CLUEpos. . .

El mundo que se mueve contigo es tu pFOpIG corazén; gue es e! mundo TSRO, Y ei‘

Hombre a quien consideras tan. pequefio e ignorante, es el mensa;ero de Bios que ha‘ "

e ’venldo a aprender,la aiegr:a de la wda altraves del dolor y de la 1gnor:ancta; T
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RESUMEN

i maiz es el alimento basico de la pobiacién mexicana, siendo la tortilla ei producto que se
CONSUMeE en mayor proporcion y que es susceptible de contaminacion por aflatoxinas (B1, B2,G1y
G2) las cuales son meiaboiitos secundarios muy iGXicos producidos por Aspergilius flavus, A
parasiticus y A.nomius. La aflatoxina B1 (AFB1) es la mas importante por sus efectos mutégenos,
teratogenos y carcinogenos, siendo el higado el 6rgano mas afectado.

La nixtamalizacién es un iratamiento térmico-aicalino que produce cambios fisicos y
guimicos en el grano, y algunos autores la han reportado ¢omo un método eficaz para reducir Ia
concentracion de AFB1 en el maiz contaminado, y otros sugieren que parte de la AFB1 se elimina
por lavado en agua alcalinizada y otra parte se modifica guimicamente por la accién del alcali, al
abrir el anillo de lactona evitande que presente fluorescencia ¥ que se puede detectar la AFB1, sin
embargo a un pH 4cido se cierra el anillo y se reconstituye ia molécula original.

El propdsito del presente estudio fue evaluar si la nixtamalizacidén disminuye ia
concentracion de AFB1 vy su toxicidad, determinando su efecto mutdgeno (mediante la prueba de
Ames) en un Modelo de Digestién ‘in vifro’ con saliva, pepsina y pancreatina aplicadas a las
torillas. También se investigd el limite minimo de AFB1 necesario para producir una mutacion y
éste fue de 10 nanogramos.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron una reduccion significativa en la
concentracion inicial de AFB1 en el maiz por el proceso de nixtamalizacién. Sin embargo, estos
resultados no indican que este proceso sea un método eficaz para reducir las cantidades de AFB1,
pues la accién del 4lcali sdlo abre el anillo de lactona y enmascara su flucrescencia, también
porque s& forma una sal de calcio al llevarse a cabo la reaccion entre la cal y la AFB1, que ya no
se extrae durante ei analisis quimico, ni se determina por fluorescencia, sin embargo, ai acidiftcar ia
sal de cal se destruye y nuevamente la aflatoxina aparece en los anatisis.

Cuando se sometio a las tortilias a la digestion ‘in vifro' de saiiva y ias enzimas pepsina y
pancreatina en solucién se detectd mayor concentracion de AFB1 bajo la accion de la saliva y la
solucion de pancreatina, ademéas de la mezcla de las tres: saliva + solucién de pepsina + solucién
de pancreatina.

Se determiné que el pH de cada solucién enzimatica esté directamente relacionado con ia
actividad quimica y biolégica de la AFB1, pues a pH 7.0, 7.5 y 5.0 se tuvieron los mayores indices
de dichas actividades vy a pH 1.2 y 1.8 disminuy6 parciaimente la concentracion de AFB1 y nc hubo
efecto mutageno.

Por otro lado, al estudiar el efecto mutagenoc de la saliva y las soluciones enzimaticas sin
AFB1 no se encontrd reversién a ningdn rango de pH analizado. Se obtuvieron 10s mismos
resultados cuando se analizaron los compuestos quimicos donde se disolvieron las enzimas, pero
sin ellas y con AFB1. Estos resuliado sugieren que existe un efecto aditivo entre las soluciones
enzimaticas con su respectivo pH sobre la mutagenicidad de la AFB1.

Por lo anterior, podemos concluir que en la boca y en el duodeno la AFB1 recupera su
actividad quimica y biolégica, aungue en la boca por la accidn de la saliva (pH 7.0) se tiene una
mayor actividad biolégica que en el duodeno (pH 3 —7.5), ya que se tuvieron el doble de colonias
revertantes con la accion de la saliva que con la saliva + soloucién de pepsina+ solucién de
pancreatina.

Con estos resultados es importante seleccionar el maiz menos contaminado por AFB1 para
el consumo humano, pues 1os niveles quimicos y biol6gicos de ésta, después de la nixtamalizacion
y al someterse a la digestion se recuperan en ia boca por la accion de fa saliva y en el duodenc por
accion de la pancreating, pudiendo ocasionar dafios en la salud.
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ABSTRACT

Maize is the siaple food of the Mexican population, and it is highly suscepiible tc
contamination by aflatoxins (B1, B2, G1 and G2). Aflatoxins are produced by the fungi Aspergillus
flavus, A. parasiticus and A. nomius, they are very toxic secondary metabolites, where aflatoxin B
(AFB1), is the most important one for its pathogenic effects, such as mutagenicity, teratogenicity
and carcinogenicity mainly for the liver.

Lime is used in the thermo-alkaline freatment applied to maize, and aiters the properties of
the grain. Several studies have stated that aflatoxins are not dangerous because they are
inactivated by lime treatment , that they are diminished with the washing and that alkali produces a
chemical modification by opening the lacione ring of the AFB1. When the lactone ring of AFB1
opens, the fluorescence is iost and the foxin can not be detected. However with an acid pH, the
lactone ring closes and the original molecule is restored.

Our results showed that lime treatment decreased both the AFB, initial cencentration and
its toxicity. We applied a Digestion Model in vitro o study the mutagenicity of tortillas, with saliva,
pepsin and pancreafin, sampies were anaiyzed by Ames test with 798 Salmonefia fyphymurium
and the AFB1 concentration by HPLC.

Lime treaiment decreased of the initial concentration of AFB, in maize toriilia but the AFB1
is mainly disguised and it is recovered with the acids of the digestion. Lime freatment opens the
lactone ring of the AFB1, camouflages its fluorescence, and forms a salt of calcium, from the AFB1
attached {o fime, and this mycotoxin cannot be purified with the chemical procedure. However, in
contact with acid pH, the lime salt is destroyed and the AFB1 fluorescence is restored and newty
detected.

Whean the tortillas were digested “in vifro” by saliva, gastiic and pancreaiic juices, done
with solutions of pepsin and pancreatin, we found a higher concentration of AFB1, with the action of
both saliva and pancreatin, and similar results where obtained with saliva + pepsin +pancreatin.

The pH of the enzimatic solufions, is very important for the chemicai and the biciogical
activities of AFB1, because with a pH of 7.0, 7.5 and 5.0, we obtained the highest values of both
activities, while with a pH of 1.2 and 1.8 the AFB1 conceniration was reduced and we did not
observed a mutagenic effect.

Some of the analized contiols were saliva, snzymatic solutions made with pepsin and
pancreafin, solvents, salts, acids and alkalis alone and without AFB4. There was no mutagenic
effect with them at all the analyzed pH concentrations. This resulis suggest an added effect of the
enzymatic solutions and the neutrai pH on the mutagenic effect of AFB;.

We conclude that the enzymatic activities of the saliva (pH 7.0) and pancreatin (pH 7.5), are
very important in the recovery of the fluorescence and mutagenic activities of AFB,. With saliva,
pancreatin and the 3 enzymes together, there were more revertant colonies due to AFB1, in Ames
test , than in the controls. Pepsin (pH 1.2} inhibited the mutagenic effect of AFB1.
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ILANTECEDENTES Y GENERALIDADES
Las afiatoxinas,

Definicién y caracteristicas bioldgicas de los hongos productores,

La palabra aflatoxina viene de: a = Aspergillus, fla = flavus y toxina = veneno.

Son metaboiitos secundarios altamente téxicos (Cotly et a/., 1994) producidos por
los hongos Aspergilius flavus Link (Hartley ef a/., 1963: Zentero, 1971), A. parasiticus
Speare (Boller & Schroeder,1973; Ehrlich & Ciegler, 1985), Aspergillus nomius Kurtzman
(Kurizman et af., 1987; Moss, 1996), y recientemente se ha reportadc a2 A. pseudotomarif
{(fo et al, 2001). Las caracteristicas micromorfolégicas mas sobresalientes de este
geénero son cabezuelas globosas o columnares, de colores verde-amarijlento palido o
verde oliva. Fialides uniseriadas o biseriadas frecuentemente en la misma cepa o aunen
la misma cabezuela. Las especies de este grupo no presentan estado sexual (no se
reproducen por meiosis), siendo comin la presencia de esclerocios de color café rojizos,
café purpura o negros cuando estdn maduros, de forma globosa, subglobosa o elongada
verticaimente (Raper & Fennell, 1965).

Las dos especies que producen mayor cantidad de aflatoxinas son A. flavys Li nk,
Gue produce principalmente aflatoxinas B1 (AFB1) y B2 (AFB2). tienen mayor actividad
proteolitica, se ha aislado principaimente del maiz, aunque también es dominante en
algodon y nueces (Moreno & Gil, 1991}y A. parasificus Speare, produce las aflatoxinas
B1, BZ, G1, G2, presentan una mayor actividad lipolitica (El Gendy & Marth, 1980 ), y se
han aislado con mas frecuencia de cacahuate (Krogh, 1987). Una diferencia imporiante
entre estas dos especies es la produccion por parte de algunas cepas de A. flavus Link
de acido ciclopiazénico (Diener & Davis, 1987).

Estos honges producen contaminacion de las semillas a nivel de campo y crecen
en forma de saprofitos en los desechos de las cosechas que se encuentran en los suelos
de cuitivo. Una fuente mas de contaminacion primaria suelen ser los esclerocios que se

forman en los grancs dafiados y sanos de maiz (Figura 1).
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(Diener and Davis, 1887).

N



Los granos de maiz son invadidos por hongos durante su formacién en la planta
(Anderson et a/,, 1975} asi como en post-cosecha, en su transporte v almacenamiento
(Singh & Sinha, 1983; Guzman de Pefig ef al., 1985; Tsuruiz, 1987). Estos hongos
causan diferentes cafios a las semillas y granos, reducen su viabilidad, afectan su
calidad nutricional y sanitaria. Los cereales como: maiz, sorgo, avena, {rigo, arroz,
cebada, centeno y mijo (Davis et af,, 1985; De Miguel, 1987: Kelly, 1987: Sanchez-
Regueiro et al., 1984; Tsuruta ef af., 1985, Ochoa ef a/, 1989 )y oleaginosas como:
cacanuate (Diener & Davis, 1977; Fan & Chu, 1984; Wilson & Stansell, 1983; Avila-
Castro, 1991), nueces de todo tipo, pistache, pifidén, semilla de aigodon y de girasol
(Marsh & Simpson, 1984; Ram et ai, 1986; Park & Rug, 1891), constituyen un
excelente medic de cultivo para el desarrollo del moho. Durante las sequias, ias
plantas son mas susceptibles a las invasiones de insectos que levan £3poras,
comenzando asi el desarrollo del hongo (Hill et af., 1983; Barry ef al., 1986; Lillehoj et
al., 1984; McMillian ef a/., 1985 by 1987).

Las aflatoxinas pueden permanecer muche tiempo después de gue ios hongos
que las produjeron mueran. Por consiguiente, los granos pueden tener niveles de
aflatoxinas potencialmente peligrosos, aunque no tengan una apariencia mohosa. Las
aflatoxinas también han sido encontradas en especias, chiles, condimentos, productos
lacteos: leche, crema, yogurt (Van Egmond ef al, 1977 : Wild et al., 1987; Coulter
ef al, 1984), huevo, productos camicos (Pestka, 1886), salami, jamén curado,
pasteles refrigerados o congelados, pastas de trigo para sopas (Rodriguez, 1988),
vinos y cerveza (Bullerman, 1981; Taguchi ef a/., 1995; Trinder, 1988 ), dulces (Bravo
et al., 1985), alimentos balanceados para animales (Dhavan & Choudary, 1995) y en
tortillas (Rosiles, 1979; Price & Jorgensen, 1985 : Torreblanca ef af., 1987: Carvajal &
Irvin, 1988, Carvajal et a/., 2000; Akano & Atanda, 1990).



1.2 Esfructura quimica y propiedades fisicoguimicas.

Las aflatoxinas corresponden quimicamente a bisdihidrefurano cumarinas. Se
conocen diferentes tipos: aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFG2),
M1 (AFM1T), M2 (AFM2), P1 (AFP1), Q1 (AFQ1), D (AFD), entre ctras, todas derivan
de la AFB1; asilas AFB2 y AFG2 son dihidroderivados del compuesto parenteral, ias
aflatoxinas M1 y M2 son metabolitos hidroxilados de B1 y B2, respectivamente. En
maiz solo se presentan como contaminantes los tipos B1, B2, denominadas asi
debido a su fluorescencia azul (del inglés 'Blue’ = azul) en cromatografia de placa
fina (CPF), los subindices de las letras B, indican la movilidad que tienen por sus
diferentes pesos moleculares y que dan diferentes coeficientes de retencion (RfY en
CPF (Sargeant ef af., 1983, Jones, 1977).

La AFB1 es la mas téxica con Dlgg baja, junto conla M1 (Allcroft et af., 18686);
la AFB2 es 10 veces menos mutagénica que la AFB1.

En ia Figura 2 se aprecia la estructura quimica de las aflatoxinas, las cuales
tienen un ndcleo de cumarina unido a un bifurano y a un anille de ciclopentanona
{Steynet al., 1980).

En la Tabla 1 se presentan las principales propiedades fisicoquimicas de
aigunas aflatoxinas y meiabolitos naturales. Son moléculas  de bajo peso
molecular, variando de 298 (AFP1) a 330 (AFG2 y AFM2), resistentes a las aitas
temperaturas desde 237°C (AFG2) a320°C (AFP1), inodoras, insaboras e incoloras.
Actuan en cantidades traza de millonésimas de gramo {microgramos por kilo = ug /
kg o partes por billén = ppb, tomando el bilién en ef sentido estadounidense como mil
millones).

Son ligeramente solubles en agua vy solubles en salventes organicos polares
como metanol, etanol, cloroformo, acstona, tolueno, cloruro de metileno, benceno,
etc. Las soluciones de cloroformo y benceno las mantienen estables por afios en
lugar frio y oscuro. Son sensibles a la luz, especialmente cuando estan en solucion.
Se descomponen muy faciimerie al cortacto con el aire, oxigeno, soluciones de

alcalis y acidos débiles.
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Son fluorescenies, dpticamente activas y absorben la luz ultravioleta, los picos
maximos de absorcién se presentan a 265 nm y 362 nm. La fiuorescencia es emitida
a 425 nm. Las rotaciones &pticas varian de -504 a -558 en cloroformo. En el
infrarrojo absorben a 1760, 1684, 1632, 1598 y 1562 en cm -1 (OPS, 1983 ) (Tabla
1).

La presencia de un anillo de lactona en la molécula de las aflatoxinas las hace
susceptibles a la hidrdlisis alcalina. Esta caracteristica es importante v todo proceso
de elaboracion alimentaria que incluya un tratamiento alcalino puede reducir la
contaminacion de ios productos, si bien la presencia de proteinas, el pH v ia
duracion del tratamientc pueden modificar los resultados. Sin embargo, si el
tratamiento alcalinc es leve, la acidificacién invertira la reaccidn, reconstituyendo la
aflatoxina original (De longh et a/., 1962).

La moiécula de afiatoxina se rompe con hipocloritc de sodio, por lo que éste

1.3 Biosinfesis.

La produccion de aflatoxinas por Aspergifius alcanza su tasa méxima de
produccion en el quinto dia, que es cuando el hongo llega a la fase estacionaria de
crecimiento. 'Y su produccion disminuye notablemente del sexto al octavo dia
(Steyn, 1980). Giralt et a/.,, (1989), han observado que después de 24 horas en que
Aspergilfus alcanza las condiciones dptimas de temperatura (27-30 °C) y humedad
(85% de humedad relativa) para producir aflatoxinas, su tasa de produccién va en
aumento hasta los doce dias, que es cuando obtiene su méxima produccion,
enseguida esta tasa disminuye progresivamente.

Los patrones de formacion de AF y de lipidos son muy similares, dado que
ambos provienen de un precursor comin (acetato) (Shih & Martin, 1874; Dutton &f
al., 1985). Cuando se incorpora glucosa marcada con C' en posicion uno en
condiciones anaerdbicas, se desencadena el catabolisme de la glucosa via Embdem

Meyerhoff y se favorece la produccion de AF.
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Figura 3. Biosintesis de las aflatoxinas (Trail et af., 1995).




Los metabolitos o precursores de la biosintesis de la AFB1, tienen una estructura base de
Cx poli-B -quétido. Estos metabolitos precursores pertenecen a diferentes grupos de
compuestos quimicos, asi tenemos a las xantonas (esterigmatocisting, Q-metil
estigmatccistina, aspertoxina), poli-hidroxi-aniraguinonas (averufina, O-dimetilnidurufing,
acidos solorinico y norsolorinico, averanting, 1-0-dimitelaverantina, averitrina v acetato de

versiconal), aflatoxinas y parasiticol (Steyn, 1980; Trail ef af.,). Figura 3.

F 1.4 Condiciones de produccion.

Las aflatoxinas aparecen cuande una cepa producicra de ioxina de A. fiavus o A
parasificus crece en un sustrato y en un area geogréfica donde las condiciones
ambientales favorecen su desarroiio. A. parasiticus crece preferentemente en areas
tropicales y semitropicales; todas las cepas que han sido aisladas son productcras de
aflatoxinas (Cotty et al., 1994; Moss,1996), A. flavus es capaz de desarrollarse en un
ampiio intervalo de temperaturas en sustratos con alto contenido de carbehidratos, sin
embargo, muchas cepas no son productoras de aflatoxinas, por o que la sola presencia
del hongo no indica la existencia de toxinas (Heathcote & Hibbert, 1978 ).

Iniciaimente la produccion de afiatoxinas fue considerada como un problema de
almacenamientc inadecuado. Sin embargo, investigacicnes realizadas indicaron también
la existencia de affatoxinas en granos de maiz antes de la cosecha (Villarreal-
Lozano, 1990).

Entre los principales factores para la produccion de aflatoxinas se encuentran: el
hongo productor, el substrato, las humedades de! ambiente y del substrato, la
temperatura, la micobiota asociada, el oxigeno en la atmésfera del almacén y el periodo
de almacenamiento (Wilson & Jay, 1975; Christensen & Sauer, 1982; Christensen &
Meronuck, 1986; Moreno, 1988).

La humedad del ambiente y del grano o producto derivado de éste es uno de los
factores més importantes en la produccion de las micotoxinas. La humedad relativa

minima del medio ambiente que permite el desarrollo de A. flavus, A. parasiticus, y la
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produccién de aflatoxinas, es de 85% que represenia un contenido de humedad en
los granos de maiz entre 16.5 -18% (Roy & Chourasia, 1989).

Estos hongos crecen a temperaturas de 8 a 55 °C, siendo de 36 a 38 °C las
Gptimas para su desarrollo y para la produccion de aflatoxinas son de 25 a 35 °C;
iniciandose de 11 a 14 °C (Diener & Davis, 1970). Aparentemente la produccién de
aflatoxinas no ocurre a temperaturas menores de 10 °C, ni a mayores de 45 °C.

Las especies de Aspergifius, productoras de aflatoxinas reguieren sstar
practicamente como cultivo puro para producir aflatoxinas (Christensen & Meronuck,
1986), ya gue al convivir con ofras especies que crecen bajo las mismas condiciones
de humedad y temperatura, comc A. chevalieri, A. candidus y A. niger, compite con
ellas y se interfiere la produccion de aflatoxinas (Boller & Schroeder, 1973 vy 1974).
Estos fenomenos han ilevade a los investigadores 2 realizar frabajos en el area de
conirol bioldgico, utilizando aigunos microorganismos (hongos y bacterias), como
competidores de ias especies de hongos producioras de afiatoxinas (Coie ef &l
1989).

1.5 Destoxificacion.

Para resolver los problemas ocasionados por las aflatoxinas hay que evitar e

desarrollo del hongo en ios alimentos e inhibir su crecimiento. Hay que secar los
productos aimacenados ¥ mantener ia humedad relativa a niveles inferiores 2 los
requeridos por el hongo.

£n los Estados Unidos, la Food and Drug Administration (FDA) ha establecido
valores méximos permisibles de 20 ppb de aflatoxinas por kg de alimento para
consumo humano; en productos destinados para consumo de animales los |imites
permisibles son de 20-300 ppb (CAST, 1989), para ganado lechero no mas de 20
ppb v en leche entera y desgrasada no més de 0.5 ppb (Bullerman, 1986).

Para evitar la contaminacién de los granos en campo, la alternativa es el
desarrolic de variedades resistentes o tolerantes al atague del honge (Davis of &/,
1985; Guzman de Pefia ef af, 1985; Gorman & Kang, 1991; Gardner et a/.,1987).
Para evitar que el hongo se establezca, son necesarias todas las practicas de cultivo
que fortalezcan a las plantas como son: fechas de siembra gue eviten tantc las

infestaciones por insectos como la sequia, el combate de insectos, manejo adecuado
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de densidades de siembra vy fertilizacidn, cosechar oporiunamente, cuando el maiz
tenga un contenido de humedad entre el 20 v el 30% vy secado répido. dejando el
grano abagje del 16% de humedad parz evitar la produccion de aflatcxinas.

El uso de los fungistaticos o fungicidas, en el caso de granos almacenados vy
de alimentos balanceados, se ha orientado practicamente al tratamientc con écido
propionico y mezclas con otrcs &cidos organicos o sus sales (Sauer & Burroughs,
1974). El uso de estos inhibidores en granos, estd restringide a maiz para la
alimentacion de ganado, el grano debe temer un allo contenido de humedad,
alrededor del 20 al 30 %. Esas sustancias le imparten un sabor y olor desagradabie
al grano, por lo que no se usan para la alimentacién humana. Por ofra parte, escs
acidos matan el embrién, impidiendo su uso en la industria semiliera y maitera. Otros
fungicidas, aun cuando son efectivos contra los hongos toxicégenos, solamente se
pueden usar en semilias agricolas por su toxicidad a los animales y al hombre
(Moreno & Ramirez, 1985).

Entre fos principales métodos quimicos de destoxificacion (Dvérak, 1990) se
encuentran los tratamientos con amoniaco (Nerred, 1982 Park et al, 1888;
Mahalingam ef al., 1990), bisuifito de sodio (Hagler et a/., 1982 vy 1 983), hidréxido de
calcic (Park ef al, 1981), hidréxido de sodio (Moerck ef al,, 1980), formaldehidc
(Codifer et &/, 1878; Heimbecher ef al., 1988) y tratamientos con algunos oxidantes
tales como el hipociorite de sodio, permanganato de potasio, perdxido de hidrégenc
y borato de sodio (Applebaum & Marth, 1982), wea (Gonzalez, 1987). Se ha
reportado qué materiales absorbentes, clasificados como carbén activado, aluminas,
gel de silice y aluminosilicatos, son capaces de unirse en solucion, a las aflatoxinas
(Ademoyero & Dalvi, 1983 ; Diener et a/., 1985 ; Phillips ef a/., 1988 ; Piva et al.,
1993; Kubena efal., 1990 a y b; Kubena et al., 1991).

Se ha intentado dsstoxificar a los alimentos mediante el uso de radiacién
ultravioleta, pero no es muy efectiva por su poco poder de penetracion, ademas
deterioran el valor nuiritivo del alimento (Ahmed & Elmer, 1985 ; Aibara &
Yamagishi, 1970 ; Shanta ef a/., 1986; Mitchell, 1988). Ei ozono inhibe Ia produccion
de las aflatoxinas y mantiene las propiedades organolépticas y el poder nutritivo de
los alimentos (Gonzélez ef al., 1980).
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La nixtamalizacion del maiz es un proceso térmico alcalino, que desprende ta cascarilla y
suaviza el granc con una pérdida parciai de cierios componentes y de fibra cruda. Por otro
lado, también hay cambics fisicoquimicos, en la calidad proteinica del maiz ; oiros
cambios de menor importancia nutricional, pero de significancia para la elaboracion de la
tortilla, son el desprendimiento del pericarpic asi como el cambic de la textura v
consistencia de grano. Esto resulta como consecuencia del efecto conjunto de
temperatura-hidroxido de caicic que actla provocando una gelatinizacién parcial del
almidon. Asi, se lleva a cabo una absorcién significativa de agua y suavidad del
endospermo que permite mangjar con facilidad el grano para obtener el nixtamal
(Machorro y Valdivia, 1984). La nixtamalizacién reduce el nivel de contaminacion original
de afiatoxina en el grano, pero no la elimina (Argumedo et af., 1985 ; Arriola ef af., 1988;
Rosiles, 1879 ; Torreblanca et af.,, 1987 ; Torres ef al., 1987 ; Ulloa-Sosa & Schroeder,
1969) sdlo abre el anillo de lactona de la aflatoxina y se pierde la fluorescencia que se

pueda detectar, y hay reportes que al mezclarse al &cido clorhidrico del estémago ia
aflatoxina cierra su anilio y se activa nuevamente, lo cual fue reportado por Price v
Jorgensen (1985) cuando acidificaron muestras nixtamalizadas para simular el efecto de

los acidos en el estdbmago de los mamiferos monogéstricos (con un solo estdmago) .

2. Efectos toxicos de las aflatoxinas.

Las aflatoxinas se encuentran entre los mas potentes cancerigenos bioldgicos

conocidos para animales y el hombre (Olsen ef al., 1988; Wei & Hsieh, 1980; Chu, 1991).
Producen efectos agudos y/o cronicos (Campbell & Salamat, 1971) como teratogénesis,
mutagénesis e inmunodepresion (Hesseltine, 1967 ; Bilgrami & Sinha, 1992; Liewelyn et
al., 1977, Carvajal & irvin, 1988). El érgano mas afectado es el higade (CPS, 1983).
Ademas alteran la absorcion y metabolismo de lipidos, carbohidratos, proteinas, vitaminas
y los minerales y ejercen su toxicidad en el transporte electrénico de la cadena
respiratoria y en las membranas celulares y subceiulares (Patterson, 1977).
Las aflatoxinas ingeridas con los alimentos se absorben por ia mucosa intestinal,

pasando al torrente circulatorio hasta ef higado, rifiones, canaliculos biiiares y sistema
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nervioso donde se localiza. El resuliado va desde una infoxicacion severa, hasta
dafios de cronicidad.

Se tienen datos directos de ios efecios de ias aflatoxinas en el hombre
(Harrison et al,, 1993; Carvajal & Irvin, 1988; Groopman ef al., 1982; Chang et a/.,
1994, Eaton & Galiagher, 1994). Se ha comprobado gue en los paises donde se
acostumbra consumir alimentos enmohecidos y se ha registrado la presencia de
aflatoxinas, la incidencia de céncer del higado es muy alta. Esto sucede, por
ejemplo, en algunas regiones de Africa, de la India y del Sureste de Asia, entre otros
(Harcharan et af. 1978; Krishnamachari ef a/., 1975).

Las aflatoxinas tienen un papel etiolégico en la cirrosis hepética y en el
carcinoma primario del higado, y se ha observado gue son de las principales causas
de cirrosis en nifios de la India (Amla et af., 1971), quienes presentaron lesiones en
el higado al consumir harina de cacahuate contaminada con aflatoxinas. Estudios
realizados en Kenya y otros paises africanos, asi como en Tailandia, han mostrado
una correiacion positiva entre la ingestion de aflatoxinas v el desarrollo de cancer en
el higade (Aguilar et al., 1994; Wogan, 1992; Olson ef af_, 1983), asi como cancer de
coion (Deger, 1976; Harrison et af., 1993). Otras patologias por la ingestién crénica
de bajas cantidades de aflatoxinas son el higado Hleno de grasa que formars
después cirrosis, diversos tipos de céancer, Sindrome de Reye {Stora ef al., 1983;
Reye et al., 1963) Kwashiorkor (Apeagyei ef al., 1982; Robens & Richard, 1992:
Chevel, 1989) e interferencias en el mecanismo inmunitario como en la motilidad,
fagocitosis, reconocimiento del antigeno, produccién de anticuerpos, complemento e
interferén (Giambrone, 1978; Pier, 1979 ) y por consiguiente, reduccién de defensas
contra los microorganismos (Wei & Hsieh, 1980 ; Rausuddin ef a/., 1920). Se ha
estudiado su mecanismo de accion en las células embrionarias de puimén humano y
se ha encontrado que inhiben la sintesis del ADN en la mitosis, io gque causa
vacuclizacion y un incremento en la formacion de céiulas gigantes ( Pier efai., 1977;
Pier & McLoughlin, 1985).



También hay evidencias de que las particulas aéreas de grano v e polvo pueden
contaminadas con aflatoxinas, y al ser inhaladas pusden ocasionar cancer pulmonar.
afecta ia salud de los trabajadores que estan expuestos al manejo de granos contamir
con estas toxinas (Dvorackova, 1976 y Dvorackova ef a/, 1981).

Entre los animaies mas susceptibles a las aflatoxinas estan la trucha arco iris, los
patos, rata blanca, ios cerdos, cerdas prefiadas, terneras, el ganado bovino y los
borregos guienes son sensibles en orden decreciente (Heathcote & Hibbert, 1878 ).

Los efectos toxicos en los animales varian con las dosis, tiempc de exposicién,
especie, raza y estado nutricional. Enire algunos de estos efectos se encuentran: ia
baja ganancia de peso, desarroilo lento, debido a que se ven disminuidos los niveles
plasmaticos de las enzimas de sintesis de 4cidos grasos y lipidos, asi como la tasa de
excrecion de lipasa pancreética y la velocidad del transporte lipidico, lo que ocasiona
la acumulacion de grasa en el higado y la aparicion de un sindrome de mala
absorcion (Doerr, 1974; Wei, 1968), problemas en la reproduccion, diarreas, vémitos
hemorragias internas espontaneas, coagulopatias generalizadas v aumento en el
tiempo de sangrado, esto debido a que ias aflatoxinas interfieren con los mecanismos
de coagulacion al afectar a la protrombina. Ademas, aumenta la fragilidad capilar y
disminuye la resistencia de los tejidos protectores que circundan a los vasos por el
aumento en la actividad de las enzimas lisosomicas que son las que degradan los
componentes intra y extracelulares de este tsjido {Tung, 1971), desordenes
respiratorios, reduccion en la produccién de leche y hueves, incremento de la
susceptibilidad a las infecciones por bacterias (Doerr, 1978), virus y ofros agentes
causzles de enfermedades y muerte. Dos de los factores que colocan a las
aflatoxinas como sustancias muy peligrosas, es el ser acumulativas y pasar dei tracto
digesiivo a la leche v a los tejidos de los animales que las consumen, con el
consiguiente riesgo de llegar al consumo humano.

Los efectos de ias afiaioxinas en aves varian de acuerdo a Ia cantidad ingerida, I1a
especie, edad y variedad de las parvadas. Algunos de los signos patoigicos que
pueden presentarse son: aturdimientos, sordera, falta de color en plumaje, diarrea,

caminado incierto, disminucién de la produccion, alteraciones en ia incubacion de
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huevos y aumento de la mortalidad. También puede observarse una alteracién en la
digestion de las proteinas y la absorcién de los aminoscides, asi como un retrasc en
el crecimiento al disminuir la sintesis de ADN, ARN vy proteinas en los ribosomas
{Smith, 1982).

En el ganado vacuno hay hepatitis toxica, colongitis, esteatosis y cirrosis, asi
como lesiones en las céiulas del rifidn. Algunos de ios efectos reportados en bovinos
y cerdos son los abortes { Campos-Nieto et a/., 1980), aungue también ha sido
reportado en un bisonte en cautiverio (Campos-Nieto ef af., 1977).

También se ha enconfrado relacién entre la aflatoxicosis y un sindrome de
infeitilidad en cerdos que se caracteriza por fracasos en la inseminacion y alta
mortalidad entre los lechones lactantes (Howart, 1976).

Efectos posteriores de la aflatoxicosis son las lesiones renaies, su aparicién
tardia, sugiere que los causantes son los derivados de las aflatoxinas y no las
aflatoxinas en si. Se produce necrosis de los tibulos proximales, separacidn de
epitefio, exudacion granular y congestién de los vasos sanguineos intersticiales
(Austwick, 1983; Madhavan, 1967).

Algunos de los efectos en las plantas somn: el enanismo, inhibicion de la
produccion de clorofila y de la germinacién (Crisan, 1973). También puede haber
alteraciones a nivel de cromosomas (fragmentacion), inhibicion de mitosis y aumento
en ls frecuencia de anafases anormales (Lilly, 1965). Otros efectos de las aflatoxinas
sobre grancs a nivel estructura celular son: inhibicién de la formacién de grana en

cloroplastos y reduccion del nimero de ribosomas (Wyllie & Morehouse, 1978),

3. Metabolismo de las aflatoxinas.

La AFB1 se absorbe principalmente en el duodeno (Kumagai, 1989) v en el
higado se realizan las transformaciones metabdlicas (OPS-OMS, 1983; Irvin, 1987)
por el sistema microsomal de oxidasas de funcién mixta, que es una organizacion
compleja de erzimas de las células hepaticas NADPH dependientes, unida al
citocromo P450 (Yoshizawa ef al., 1982; Wheeler et a/., 1987; Shayiq & Avadhan,
1989; Kumagai, 1989).
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Figura 4. Vias metabdlicas de la AFB1 (Massey ef al, 1985).
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El metabolismo de la AFB1 involucra cuatro tipos de reacciones: alquilacidn,
epoxidacién y cetorreduccion (Figura 4). La reduccién de la AFB1 a aflatoxicol es
catalizada por una reductasa dependiente de NADPH, las otras reacciones son
catalizadas principalmente por una superfamilia de mono-oxigenasas no especificas,
dependientes del citocromo P450, aungque pueden participar otros sistemas de
activacion, como los mecanismos dependientes de hidropertxidos de lipidos, que
Son reaccionas gue pueden ser catalizadas por lg prostaglandina H sintetasa
microsomal y por lipo-oxigenasas citosdlicas (Massey et a/., 1995).

Las prostaglandinas H sintetasas son importantes en el metabolismo
xenobibtico, pues catalizan la oxidacién del acide araquiddnico & radicales peroxi-
lipidicos, los cuales son agentes epoxidantes (Eling ef a/.,, 1990). Con base en que
la activacion de ia AFB1 se lleva a cabo por epoxidacion, es factible que la AFB1
también pueda activarse por estas enzimas. Esta activacidon puede ser muy
importante en la citotoxicidad quimica, carcinogenicidad vy teratogenicidad,
especiaimente en tejidos extrahepaticos, porque ia actividad de estas enzimas es
mayor en rifién, pulmén v tefidos embrionarios; mientras que la actividad total del
P450 en esos drganos es menor que en el higade. La cinética de activacion de la
AFB1 sugiere que es catalizada por la lipoxigenasas, gue ocurre a bajas
concentraciones de sustrato, esto es importante debido a que el hombre siempre
estg expuesio a bajas concentraciones de aflatoxinas en su dieta (Yoshimoto ef al.,
1986; Mitchell ef a/.,, 1985, Datta ef a/., 1993)

Con una sola excepcién, todas las biotransformaciones primarias de ia
aflatoxina B1 involucran su conversion a metabolitos hidroxilados, pero sélo uno de
sus derivados, la aflatoxina M1, tiene una toxicidad oral apreciable (Holzapfel ef &/,
1966). Incluso este metabolito se puede destoxificar mediante conjugacion con acido
taurocdlico y glucurdnico antes de la excrecién en bilis u orina (Bassir & Osiyemi,
1967). A este respecto, dos metaboiitos: aflatoxina P1 (AFP1) (Dalezios et af, 1971;
Blchi ef af,, 1973) y aflatoxina Q1 (AFQ1) (Masri ef af., 1974 a,b) son similares dado

gue tienen también este tipo de destoxificacion (Dalezios & Wogan, 1872).



Gtros metabolitos que participan en la toxicidad de ia AFB1 son &l aflatoxicol
que es un reservorio de la AFB1 debido a que su formacién es reversible (Campbell
& Hayes, 1976) y el 8,8-dihidrodioi, el cual participa en a toxicidad aguda de ia AFB1
{Hayes et al., 1993).

La conversion en el higado de la AFB1 a aflatoxicol (Patterson & Roberts,
1971) y a aflatoxicol H1 por via de ia AFQ1 (Salhab & Hsieh, 1975) es atipica,
porque a diferencia de otras biotransformaciones catalizadas por enzimas
microsémicas hepaticas, interviene una deshidrogenasa citoplédsmica dependiente
de NADH. Ademas, la formacion de aflatoxicol puede ser inhibida por hormgonas
sexuales 17-cetostercides (Patterson & Roberis, 1972 a).

Cuando cualquiera de las toxinas parentales se incuba con microsomas de
higado de muchas especies animales, incluido el hombre, se forma un metabolito
que al parecer sdlo tiene una existencia efimera, es sumamente reactivo y es capaz
de unirse covalentemente al ADN e inducir mutaciones en un sistema bacteriano
experimental in vitro (Gamer ef al., 1971, 1972; Ames et al,, 1973 b). Aungue no se
ha aislado el metabglitc de la AFB1, se ha recuperado el producto intermedio 2,3-
dinidrodiol AFB1, después de una hidrélisis &cida de un aducto formado a partir de
un metabolito microsémico generado en presencia de ADN ¢ ARN (Swenson ef al,
1874}y, posterior 2 una inoculacién intraperitoneal in vivo de ia AFR1 {Swenson et
al., 1977). Se cree gue ésta es la evidencia indirecta de la formacién del 8,9 epdxido
de AFB1 (también llamade antiguamente 2 3-ep6xido) que es la forma activada por
oxigeno y entonces ya puede interactuar con el ADN, se acepta que el epdxido de
AFB1 es el mutageno bacteriano y el responsable de ia carcinogenesis.

Estas biotransformaciones se desarrollan en algunas especies animales
mejor que en ofras (Patterson, 1977), y se han hecho ensayos para correlacionar el
metabolismo hepatico de las aflatoxinas con la toxicidad. En el primero de esos
ensayos (Patterson, 1973) se propuso que la répida formacidon in vitro del
intermediario  llamadc hemiacetal aflatoxinico estaba correlacionada con la
susceptibilidad a la intoxicacién aguda.



4.

¥ 4.4  Nutagénesis.

Mutagenicidad vy efecto cancerigeno de la AFB1.

La AFB1 causa aberraciones cromosdmicas y rupturas de ADN en céluias
vegetales y animales (Ong, 1975) asi como mutaciones de genes &en sistemas
bacterianos experimentales (prueba de Ames) cuando se activan por preparaciones
microsomicas de higado de rata o humanoc {(Wong & Hsieh, 1976).

De las acciones toxicas asociadas a la exposicién por AFB1 las mas
importantes son la mutagenicidad v carcinogenicidad, las cuales han sido asociadas a
una activacion metabdlica de la moiécula. La AFB1 por si misma, no es mutagena ni
se une covalentemente a macromoléculas como el ADN en ausencia de un sistema
de bicactivacion o sea su oxidacion para formar el epdxido (Massey ef a/., 1995). La
activacion de la AFB1 a la forma epdxica (8- epoOxido de AFB1) es necesaria para
gue la AFB1 manifieste sus efectos mutagenocs y cancerigenos. Asi, la AFB1 es
biotransformada a un exo o ende epoxido, siendo Unicamente el exo-epdxido el que
reacciona con el ADN (Lyer ef af., 1994).

La AFB1 se une a proteinas como albuminag, ovalbimina v al ADN, formando
conjugados 0 aductos, los cuales se pueden detectar en la sangre, orina y tejidos del
organismo que las ingirid. Los aductos en tgjidos son la medida de exposicion cronica
a las afiatoxinas y refleian el bombardeo que ha sufridc el ADN en arfos de
exposicion. En fluidos corporales el aducto AFB1- N7-Guanina se elimina en un 70
%, lo cual indica una medida de reparacion del ADN frente a las aflatoxinas que se
forman; los aductos de AFB1- N7-Guanina se pueden eliminar por orina o
permanecer en los tejidos tumorales (Croy ef al, 1978; Bennett ef al,, 1981; Gamer,
1985; Harrison ef al., 1991), pero otros que son los FAPY (aductos de AFB1 unidos a
pirimidinas) se acumuian con el tiempo y llegan a producir mutaciones, que pueden
iniciar &l proceso cancercso, pues son activadores del proto-oncogén H-ras (Lin ef
al, 1877}

La mutagenicidad y la carcinogenicidad de la AFB1 resulta de ia activacion de
AFB1 a AFB1-8,9-epdxido. Este compuesto no ha sido aislado de sistemas biclogicos
debido a su reactividad, pere el principal aducte de ADN formado in vivo e in vifro en

presencia de un sistema de activacion es el 8 9-dihidro-8-(N"-guanil}-S hidroxi AFB1 B
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(AFB1-N"-Gua) (Essigmann ef a/., 1982; Gurtoo & Dave, 1975; Campbell & Hayes,
1976; Harrison & Garner, 1991; Ball ef a/., 1990).

Se ha reporiado que la presencia de un aducto AFB1- ADN por cada 1000000
de nucledtidos, induce el desarrollo de tumores en ratas alimentadas con AFB1. Y a
medida que una persona envejece, su ADN acumula mas agentes cancerigenos
capaces de producir una mutacion e iniciar un cancer (Harrison et af., 1993).

Con respecto a las alteraciones genéticas en la carcinogénesis por AFB1, se
ha descriio que la citosina &s un posible blance para la AFB1, ya que Yu ef a/.(1931),
encontraron inhibicién de ia sintesis de ARN dirigida por la polidesoxicitosina, asi
como inhibicidn en la formacién de las uniones covalente de las bases. Sin embargo,
el N’ de la guanina parece ser el Unico sitio de formacion de aductos AFB1-ADN en
higadec humano, y ademas la guanina es el sitio preferencial de mutacién cuando la
AFB1 se metaboliza por la enzima CYP1A2 (Crespi ef af, 1991). La formacion de
aductos de AFB1-Guanina depende de las bases que flanguean a la guanina, por
ejempio, hay baja eficiencia de unidbn cuandc la guanina esta flanqueada por
secuencias ricas en Adenina (A) - Timina (T), mientras gue si esta flanqueada por
otra guanina aumenta la eficiencia de unién. El aducto de AFB1-Guanina formado,
es muy inestable por 1o cuail puede desprenderse del ADN dando como resuitado un
sitio apurinico o bien el anilic de imidazo! se abre y forma el compuesto 8 9-dihidro-
8-(N5-formil-2,5,6-triamino-4-oxo-N5-pirimidil)-S-hidroxilaflatoxina B1 (Lin ef af.,1977),
gue es la forma mas estable del aducto AFB1-ADN.

& 4.2 Carcinogénesis.

Factores de diversos tipos pueden modificar los efectos cancerigenos y ofros

efectos toxicos de ias afiatoxinas. Entre ellos figuran factores propios del huésped,
particularmente las caracteristicas enddcrinas vy las vinculadas con el sexo {Butler,
1964; Newbemme & Wogan, 1968; Ward et al, 1975; Butler ef af, 1969), v las
interaccionas con ofros factores ambientales. Los efectos de los nutrientes merecen
particuiar atencidn en visia de las deficiencias nutricionales que se advierten en
ciertos paises donde puede ser considerable la exposicion a las aflatoxinas
(Madhavan & Gopalan, 1968, Newberne 1974; Rogers, 1975, Newbeme & Gross,
1977; Temcharoen et al, 1978, Reddy ef al, 1973; Friedman & Mohr, 1968). Se ha



reportado gue la luz, la riboflavina y los carotenos afectan la respuesta de [as ratas &
una toxicidad aguda por aflatoxinas (Newberne et af, 1974; Joseph-Bravo ef af,
1978).

Aunque no se conocen los mecanismos por los cuates las hormonas, la
nutricién y otros factores infiuyen en ia carcinogénesis inducida por afiatoxinas, se
estima que incluyen efectos sobre la sintesis de ADN, la divisidn y diferenciacion
celulares, y/o efectos sobre el metabolismo y la excrecidn de aflatoxinas. Los
animales con una ingesia de energia restringida son menocs susceptibles gue los
animales normales a la accién de muchos cancerigencs. El retardo del crecimiento
inducido por una fuerte deficiencia proteinica y también por hipofisectomia puede
explicar la menor incidencia de tumores en dichos animales. En estudios de ia
mutagenicidad de la AFB1 con cepas de Salmonella typhimurium, se observa una
diferencia entre las preparaciones hepaticas microsdmicas de ratas alimentadas con
una dieta deficiente en compuestos lipidicos, y las provenientes de ratas normales.
La excrecidbn de mutdgencs en la orina es tambien distinta en las ratas con
deficiencia de lipidos (Suit ef af., 1977).

En ratas pretratadas con fenobarbital, v también en animales sometidos a
hipofisectomia, se encontraron cambios en el metabolismo de la AFB1 y niveles
reducidos de aductos de AFB1-ADN ligados a macromoléculas de células hepaticas
(Garner, 1975; Swenson ef a/., 1977).

Los efectos cancerigenos de las aflatoxinas han sido probados en diferentes
especies animales: ratas (Svoboda ef al,, 1966, Epstein ef al., 1969; Butler, 1989),
ratones (Wogan, 1973; Vesselinovitch et al., 1972}, monos {Gopalan ef af., 1972;
Tilak, 1975; Adamson et al,, 1976), patos (Carnaghan, 1965), hurén (Butler, 1969),
truchas arcc iris (Sinnhuber ef al, 1988) y salmones, entre oftros (Wales &
Sinnhuber, 1972; Sato ef al., 1973; Sinnhuber & Wales, 1974).

Ademas de los carcinomas hepatocelulares, otros de los tumores
relacionados con la exposicion a aflatoxinas son los carcinomas de colon (Newberne
& Suphakarn, 1977) y los carcinomas de estémago (Butler & Beamnes, 1866) ambos
de ratas. Ocasionalmente se ha reportado la induccion de ofros tumores

extrahepaticos despugs de la exposicion oral a las aflatoxinas, por ejemplo, tumores
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de las glandulas lagrimales (Dickens ef a/., 1966; Goodal & Butler, 1969; Butler ef al,,
1969), carcinomas de las células escamesas de la lengua (Ward ef af, 1975) v del
esofago (Butler et al., 1969).

Se ha observadc una refacion entre ingestidén de aflatoxinas y cancer hepético
(Wogan ef a/., 1974, Alpert ef al,, 1971), por sjemplc en los estudios realizados por
Shank ef al. (1972 ab,) en Tailandia, Peers & Linsell (1973) en Kenya, Van
Rensburg ef al (1874) en Mozambique v Peer af af (1976) en Swazilandia, las
concentraciones reales de aflatoxinas en comidas para consumo se relacionaron con
la incidencia del hepatoma primaric en las localidades donde se obtuvieron las
muestras de comida, se encontro una relacion entre la exposicion aflatoxinica v las
tasas de incidencia de hepatomas existentes en las localidades estudiadas. En
Kenya y Swazilandia, Peers & Linsell (1977), demostraron una relacion significativa
entre el aumento en la incidencia de cancer hepatico, con un incremento en la
las

uec en

ingesta de aflatoxinas; este efecto fue mas pronunciado en los hombres

® 0

mujeres. Una diferencia similar parece existir también en las otras zonas estudiadas
(Shank, 1877).

Se ha considerado (Linsell & Peers, 1977) la posibilidad de que la infeccién
con el virus de la hepatitis B confunda la relacién entre la ingestion de aflatoxinas y la
incidencia de cancer hepatico. La infeccion con hepatitis B es comdn en los paises
con elevada incidencia de cancer hepatico primario y la evidencia de exposicion
previa al virus de la hepatitis B en estos paises es mas comuin en los individuos con
cancer hepatico que en sujetos normales (Voge! ef af., 1970; Reys & Sequeira, 1974;
Prince ef af., 1975, Chainuvati et al., 1975). No obstante 12 evidencia actual se indina
en favor de iz aflatoxina como un posible e importante determinante de mortalidad en
el cancer hepético primario, aungue el virus de la hepatitis B bien puede ser un
cofactor en la etiologia {Peers & Linsell, 1977).

Con respecto a la carcinogenicidad de las aflatoxinas, Wogan et al. (1971)
estudiaron la relacion entre las estructuras quimicas de éstas y su
hepatocarcinogenicidad en ratas Fischer machos y concluyeron que la AFB1 era
aparentemente mas cancerigena que la AFG1, v que ambas eran mucho mas
activas que la AFB2.

e
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Se ha sugerido que la formacién reversible de aflatoxicol, constituye un “reservorio
metabdlico” de aftatoxina (Hsieh ef af., 1977, Patierson & Roberts, 1872 b), el cual
estaria relacionado con la susceptibilidad a la induccidn de tumores hepétices.

Por ofro lado, se ha propuestc la hipdtesis de que el higado humano podria ser mas
resistente & la carcinogénesis por aflatoxinas que e de ofras especies,

particularmente el de la rata (Saihab & Edward, 1977).

4.2.1 Activacién de proto-oncogenes.

Los proto-oncogenes celulares de la familia “ras” codifican la proteina p21, la

cual tiene afinidad por guanidin-trifosfato (GTP), las cuales son importantes en la
traduccion de proteinas. Esas proteinas se activan al asociarse con GTP, v una
nidrélisis répida de éste en presencia de proteinas que activan GTPasa (GAP) las
inactiva. Los genes ‘ras” sufren frecuentemente mutaciones puntuales, y los
oncogenes resultantes, que son proto-oncogenes activados, producen proteinas con
actividad de GTPasa disminuida, las cuales permanecen activas debidc a gue hay
una disminucion de la capacidad de GAP para inducir hidrolisis del GTP en &l
complejo active. Es probabie que la transmision continua de sefiales por las formas
mutantes contribuye a ia transformacion maligna (Anderson ef af, 1992), asi como el
papel de los genes “ras” en ia hepatocarcinogéneasis por AFB1, con ADN purificado
de carcinomas de higadc de ratas Fisher ¢ lineas celulares transformadas con AFB1
y transfectadas en fibroblastos de ratdn NiH3T3. E! desarrollo de zonas hepéticas
transformadas, asi comoc tumorigenicidad de las células transfectadas cuando se
inyectan en noduios hepaticos de ratones atimicos, se observa la presencia de
oncogenes en un gran porcentaje de las muesiras de ADN provenientes de tumores
de higado, aunque K-ras activado también se observa en pocos tumores. El analisis
de secuencias de ADN de tumor, y amplificado enziméticamente revelan que los
tumores con el K-ras activado contienen sustituciones G-C a T-A 6 G-C a A-T en &l
coddn 12 (McMahon ef al, 1990). Estas mutaciones concuerdan con la aparente
importancia de la guanina comao un bianco en el ADN.
Considerando ios mas de 100 genes reconocidos relacionados con cancer, la

mutacion en el gen p53 es la alteracion gendlica mas frecuentemente asociada con

neoplasias. Las funciones de la proteina producida por ei gen p53 inciuyen: contro!
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del ciclo celular, sintesis y reparacién de ADN, diferenciacion celular, piasticidad
gendmica y muerte celular programada (Harris & Hollstein, 1993). Esos efectos estén
asociados con la modulacion de la transcripcion mediada por el gen p53 y ofros genes
involucrados en &f control del crecimiento celular, el cual incluye genes supresores v proto-
oncogenes.

La elevada frecuencia de mutacion especifica de G a T en af coddn 249 del gen p&3

en carcinomas hepatocelulares de humanos que habitan en las dreas de China y Africa,
donde existe ingestidon de concentraciones altas de aflatoxinas, son de gran interés para el
estudio de las interacciones de ia AF21 con el gen p53. Lz especificidad de las mutaciones en
el coddn 249 son muy importantes ya que en ofros canceres humanos se observa un alto
indice de mutaciones en el gen p53 (Hollstein ef al., 1991).
Respecto al sitio de mutacion, hay reportes acerca de la transcripcion del ARNm de la AFB1,
por activacion de un factor 2 de crecimiento similar a la insulina causada por la misma
aflatoxina, que induce una mutacién en el gen pb3 codén 249 y que tiene implicaciones en la
formacidn del carcinoma hepatocelular (Lee et al., 2000).

Hay estudios que muestran que la infeccién crénica por el virus B de la hepatitis unido
a proteina aumenta la susceptibilidad del hepatocito para sufrir mutagénesis inducida por
AFB1 o blen por su epdxido, posiblemente a través de la alteracién del balance entre la
reparacion de! ADN vy la apopltosis, dos mecanismos de defensa ceiuiar conira el esirés
genotdxice (Sohn ef al., 2000).

Cambios en el codén 249 pueden tener repercusiones bioldgicas importantes en la
proteina p53, como el de inducir un crecimiento agresivo de hepatocitos mutantes en los
tejidos de higado infectados de manera crénica con el virus de la hepatitis B, lo cual podria
aumentar la frecuencia de esta mutacion en tumores avanzados. Sin embargo, no todas las
evidencias apoyan la importancia de las mutaciones del gen pb3 en el coddn 249, ya que en
un analisis de ADN de 9 carcinomas hepatocelulares y de otros tumores de monos tratados
con AFB1, no se encontrd mutacion en el codén 249 y sdlo uno de los tumores mostré una
mutacion en la region conservada del p53, fa cual no incluye el coddn 248. Con base en esios
datos, Fujiimoto et ai, (1992), sugirieron que las primeras observaciones en el ADN de
tumores humanos eran &l resultado de diferencias en la estruciura de los genas, metabolismo,
presencia de hepatitis activa crénica inducida por €l virus de la hepafitis B o bien que

cancerigenos diferentes a la AFB1, eran responsables de las mutaciones en el coddn 249.
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También comparando tumores de pacientes que habitan en areas con alto y bajo
riesgo de dafio por aflatoxinas, la frecuencia de mutaciones del coddn 249 del gen
p53 no correlaciond con la frecuencia de aductos de ADN-AFB1 (Atkinson ef &/,
1893}, por lo gue la importancia de las mutaciones en el gen p53 para la toxicidad de

la AFB1 es alin controversial.

8, Métodos de analisis de afiatoxinas.
El andlisis de las micotoxinas comprende el muestreo, extraccion, purificacion,
separacion, identificacion y cuantificacion de estas toxinas.

L as aflatoxinas no se producen uniformemente en los productos agricolas, por
giempio se ha demostrado que dentro de un mismo lote de granos de maiz aigunas
zonas pueden contener cantidades significativas de aflatoxinas, mientras gue otras
zonas pueden estar libres de ellas.

Para la inspeccidn de granos y semillas se toman muestras periddicas
duranie ias operaciones de carga hacia el vehiculo de transperte y descarga a las
bodegas o al sitic de consumo, ambas muestras se juntan, se homogenizan y se
reduce el tamafio de una muestra representativa de unos cuantos kilos (para maiz
debe ser de 5 kg) (Davis ef al., 1880).

Fara la dentificacion y cuantificacion de las aflatoxinas se han desarroliado
diversos meétodos inmunoldgicos (Groopman ef al., 1982 y 1988; Fan and Chu, 1984;
Hsieh ef al, 1988) y quimicos (Pestka, 1988, Jones, 1972; Horwitz ef af, 1975,
Romer, 1975} y biolégicos (Carnaghan ef af., 1963; Holzapfel ef a/., 1966; Purchase,
1967, Ames, 1971 y 1973 a y b). Los primeros tienen una alia sensibilidad y
especificidad, y no requieren de una exhaustiva limpieza quimica de la muestra
como en la cromatografia de liguidos, lo gque disminuye su costo y permite procesar
un gran numero de muestras en un corto tiempo. Los métodos inmunoldgicos se
basan en la reaccion antigenc-anticuerpo y pueden ser del tinc del Radio
inmunoandlisis si el compuesto marcade es un radicisétopo (Langone & Van
Vunakis, 1976) 6 Enzimo inmuncensayoes, si el compuesto marcado es una enzima
{Ishikawa, E. & Kato, K. 1977, Chu, 1984; Chu et al., 1987), como es &l caso del
meétodo de ELISA (Park & Rua, 1891).

P
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Los métodos quimicos posibilitan la deteccién de ias aflatoxinas vy su
cuantificacion. Los principales métodos cromatograficos son: en capa fina (CPF},
(Peckok & Shields, 1983) v la cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC) (Yen
& Bidasee, 1993; Guattocchi, 1952).

L a columna empleada para analizar AF por HPLC es deltipo RP Cizque  es
de gel de sifice (Garner ef al,, 1993). Se emplea la cromatografia de particion o fase
reversa (RP), el detector puede ser de ultravioieta o de fluorescencia v es importante
el sistema de solventes que se usen. Para incrementar ia fluorescencia de las AF,
éstas se derivatizan con yodo, bromo o acido triflucroacético (Kok, 18584).

Los métodos bioldgicos usan animales o vegetales para detectar afiatoxinas
en alimentos contaminados {Alicroft, 1969, Butler, 1969; Newberne & Butler, 1969;
Butler, 1974), midiendc ei grado de proliferacién biliar como indice semicuantitativo.
Diferentes especies anmimales muestran variaciones de susceptibiidad a la
intoxicacion aguda por AFB1, con valores Dig de 0.3 @ 17.9 mg / kg de pesc
corporai . E! principal drgano receptor, en estos es el higado (Alleroftt & Lewis, 1963;
Sargeant ef af, 1961; Madhavan ef af, 1965 ; Bourgeois et af,, 1971, Wogan ef 8/,
1971; Patterson, 1976), Un método muy usado en las actividades de fiscalizacion es
la biovaloracion en embrién de pollo, at aplicar 0.1 — 0.2 ug de AFB1 a la membrana
del huevo v registrar el indice de mortalidad durante ios 23 dias del periodo de
incubacion (Horwitz, ef al., 1975). Se han implementado olos procedimientos
valorando el crecimiento en plantulas de maiz, muerte de larvas de pez cebra y de
camarongs, bacterias, etc. (Goldblatt, 1969; Ciegler ef af., 1571).

Otro método biolégico para detectar agentes genotdxicos es la prueba de
Ames, aque detecta mutagenos mediante el uso de cepas de Salmonella
typhimurium, seleccionadas por su sensibilidad y especificidad de revertir el
requerimiento del aminocacido histidina por los mutagenos probados (Ames, 1971,
Ames et al,1973b y 1975). Esta prueba detecta agentes quimicos gque
potenciaimente pueden ser mutdgenos ¢ cancerigenos humanos, por la adicion de
homogenados de microsoemas de higado de raia o de humanocs directamente a las
cajas de Petri, incorporando de esta manera un aspecto importante del metabolismo
de los mamiferos a las pruebas in vitro.
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{ & prueba de Ames, también se utiliza para realizar estudios sobre el controf
de la AFB1,como por ejemplo:. un extracto etandlico de melén amarge (Momordica
charantia L.) (Chiampanichayakul ef af, 2001) que inhibe la mutagenicidad de la
AFB1 determinada por la prueba de Ames, control por oltipraz, que es un 1,2-ditiol —
3 tiol, usado iniciaimente como agente antischistosomico, reduce la excrecion de
AFB1y AFM1 en ratones, y (Kensler ef a/., 2000}, y el estudio de las propiedades
antimutagenas de algunos tés de hierbas de Sudafrica, los cuales disminuyen la

mutacién de S. typhimunum en la prueba de Ames (Mamewick ef a/., 2000).

8. El maiz

8.1 Clasificacion taxondmica.

L a clasificacion taxonémica del maiz (Reyes, 1980) es:

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Subdivision Pteropsidae
Clase Angiospermae
Subclase Monocotiledoneae
rupo Glumiflora
Orden Graminales
Familia Poaceae
Tribu Maydeae
Género Zea
Especie mays

6.2 Razas y variedades botanicas.

En Mexico, las miles de variedades de maiz dispersas en su territorio se

han agrupado en 30 razas y 6 subrazas. Las 3C razas clasificadas (Reyes, 1990)

pueden dividirse en 5 grupos principales como sigue:

a) indigenas antiguas: Palomero toluquefio, Arrocillo amariilo, Chapalote y
Nal-Tel.

b) Exdticas Pre-colombinas: Cacahuacintle, Harinoso de ocho, Olotén y Maiz
dulce.

c} Mestizas prehistéricas: Cénico, Reventadar, Tabloncillo, Tehua, Tepecintle,
Comiteco, Jala, Zapalote chico, Zapalote grande, Pepitilla, Olotillo, Tuxpefic
y Vandefio.

.\\«‘4 /
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d} Modernas incipientes: Chalquefio, Celaya, Conico nortefio y Bolita.

e} Serranas occidentales: Tablilla de 8, Bofo, Gordo, Azul y Apachito.

Antes del conocimiento actual de las razas del maiz, se subdividié a Zea mays en

subespecies ¢ variedades botanicas, en funcion de la calidad, cantidad y patrdn de

composicién del endospermo.

Estas variedades segun Reyes, 1990 y Gonzalez, 1595, son.

a) Maiz dentado (Zea mays indentata). Tiene una cantidad variable de endospermo

)

cormeo (duro) v harinosc (suave). La parte cornea esta a los lados y detras dei
grano, mientras que la porcién harinosa se localiza en la zona central y en la corona
del grano. Se caracteriza por una depresion o "diente” en ia corona del grano, que se
origina por la contraccién del endospermo harinosc a2 medida gue el grano va
secandose, en éste se incluye el grupo mas cultivado en el mundo. En México, las
cuatro razas mas relevantes son: ia raza Ceiaya, Twpefio, Vandeno, Jala.

Maiz cristalino (Zea mays indurata). Contiene una gruesa capa de endospermo
cristalino, que cubre un pequefio centro harinoso. Generalmente el grano es liso y
redondo.

Maiz harinosc (Zea mays amyfacea). Se caracteriza por un endospermo cristalino, es
muy suave, semidentado o de corona redenda, muy susceptible a plagas de almacén
y al ataque por hongos. inciuye un conjuntc de variedades de peso ligero, enire elias,
el maiz pozolero (raza Cacahuacintle) y el maiz "Cuzco”; que son notables por su
rico contenide de lisina y triptofano.

Maiz dulce (Zea mays saccharata). Estos son dentades, cristalinos o palomeros, que
han perdido la propiedad de producir almidén. En este tipo de maiz, la conversién del
azlcar en almidén es retardada durante el desarrolio del endospermo. E! aspecto de
un grano dulice es arrugado y vitreo.

Maiz palomero (Zea mays everta). Conocido comeo maiz rosero, reventador © revienta
ollas. Es una de las razas mas primitivas y es una forma extrema de maiz cristaline.
Se caracteriza por un endospermo cristalino muy duro, que solamente tiene una
pequefia porcidon de endospermo harinoso. Sus granos son redondos o puntiagudos.
Las razas indigenas antiguas: palomero toluquerio v Nal-Tel, son una modalidad de

este tipo de maiz.

.
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fy Maiz tunicado (Zea mays tunicata). Se caracteriza porque cada grano esta
encerrado en una vaina o tnica.
g) Maiz céreo (Zea mays cerea). £l granc tiene un endospermo con fractura

semejante a la cera, y su aspecto es vitreo.

8.2 Composicidn guimica y valor nutritive.

La composicién guimica del maiz es variable vy esié relacionada con: estadio,

raza, variedad, tecnologia del cultivo y clima, de la parte de la planta o del grano gue
se analice, de las técnicas y métodos de analisis.

En general, el maiz tiene un alto valor nutritivo como fuente de energia, por su
gran contenido de carbohidratos, pero no posee las suficientes proteinas, tanto en
cantidad como en calidad y es incompleto en dos aminoacidos esenciales: lisina y
triptofane; ademas es insuficiente en niacina y en minerales, excepto en caicio.

La Figura 5 es ef diagrama de un grano de maiz con el nombre de sus partes
y la Tabla 2 indica la composicion promedio de la materia seca del grano entero.

E! endospermo incluye el 82 % del granc y contiene la mayor cantidad de
almiddén v las proteinas: albumina, globulinas, zeina y glutelinas, y en escasas
cantidades grasas, cenizas y azucares.

El embrion incluye el 12 % del grano, contiene ia mayor cantidad de grasa del
grano, almiddn, cenizas y aztcares. Sus proteinas (albuminas, globulinas, giutelinas
y escasa zeina), son mas nufritivas desde el punto de vista biolégico.

El pericarpio incluye el 6 % del grano, contiene almiddn, grasa, proteina,

cenizas, azucares y fibra (celulosa v hemicelulosa) (Reyes, 1990).
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Figura 5. Diagrama de un grano de maiz {Reyes, 1980}

Tabla 2. Composicién promedio de la materia seca del grano entero

de maiz {Reyes, 1990}
0 |
! Componente Porcentaje
? %
|
/ Almidon 72.40
B Grasa (aceite) 470
| Proteina 960
1 Cenizas 1.43
} Azlcares 194
f Fibra g93




7. Anatomia y fisiologia del aparato digestive humano.

El tubo digestivo esid formade esencialmente por 4 capas que son: la
mucosa, la submucosa, la capa muscular y la capa externa (Hammerly, 1972).

E! tubo digestivo se halla formado desde arriba hacia abajo por l0s siguientes
6rganos: boca, faringe, esdfago, estémago, intestino delgado e intestino grueso,
recto y ano (Netter, 1990, Hammerly, 1972; Yokochi ef a/., 1981 ) (Figura 8).

L a digestion de los alimentos @s un proceso ordenado donde intervienen gran
numero de enzimas digestivas, de las secreciones de las glanduias salivales, del
estémago y de la porcidn exocrina del pancreas. Otras enzimas se encuentran en las
membranas celulares gue dan a la luz del intestino delgado. La accién de ias
anzimas se favorace con &l écido clorhidrico secretado por el estdmago v con ia bilis
secretada por el higado.

Como resultado final de la digestion, ios alimentos quedan reducidos & un
numerc pequefc de sustancias simples, que son: 1) Carbohidratos: los
monosacaridos, glucosa, fructosa y galactosa. 2) Grasas: acidos grasos, glicerina y
grasa neutra finamente emulsionada; v 3} Proteinas: gran nimero de mono- y

diaminoacidos (Stariing & Hartridge, 1952).
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Figura 6. Anatomia de! aparate digestivo {Yokochi ef af,, 1981).
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7.1 Digestion de carbohidratos.

La alimentacién humana nomal sélo tiene tres tipos principales de
carbohidratos: la sacarosa o azicar de cafia, la lactosa y los aimidones que se
ancuentran en casi todos los alimenios, sobre todo en los grancs. La mayor parte de
carbohidratos ingeridos son almidones y el aparato digestivo los digiere con mucha
facilidad.

El almidén natural se compone de 2 polisacaridos: un 25% de amilesa y un
75% de amilopectina, en proporcion de 2:1, segun su peso molecular de 60 000 y
300 000, respectivamente. Ei almidén se hidroliza por la accién de la amilasa o &l
jugo pancreético, siendo el resultado final una mezcla de 4 partes de maltosa y 1 de
dextrina estable, que se deriva de la amilopectina. En los estadios intermedios de la
reaccion se produce primerc un almidon soluble o amilodextrina. Este a su vez se
desdobla en un azlcar reductor y otra dextrina, la eritrodextrina, que a su vez
continda la hidrélisis v da lugar a mas azUcar reductor v a acrodexirina. Asi. la
molécula se descompone en una serie de etapas, en cada una de las cuales se
libera una molécula de azicar v se produce una dexirina de menor tamafio
(Mouncastle, 1977, Starling & Hartnidge, 1952).

7.2 Digestion en la boca.

| a masticacion facilita la degiucion, reduce el tamafio de ias particulas y las
lubrica con la saliva. En el momento de la deglucion gran parte del alimento ha sido
reducido a particulas de menos de 2 mm de diametro; en general las particulas mas
grandes no exceden de 12 mm. La masticacidn contribuye a la digestion. El contacto
prolongado de un alimento sabrosc con la mucesa bucal hace que el cerebro
acreciente la secrecidn del juge géstrico y prepara el estdmago para una accién mas
eficaz sobre las sustancias alimenticias que se van a ingerir. Cuanto mas reducido
sea el tamafio de las particulas, mayor sera la superficie del alimento ingerido, v
estardn mas expuestas a la accién de las enzimas de la saliva y del jugo gastrico.
Una copiosa salivacion permite una digestion gastrica de los almidones mas
compieta antes de gue el boio alimeniicio se ponga en contacto con &l acido

clorhidrico del jugo gastrico (Netter, 1990).
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La saliva proviene de la secrecion de 3 pares de glandulas: las pardtidas, las

submaxilares y las sublinguales (Figura 7).

ONBUCTO BE STENON
LANDULA DE NUHNK

LANDULA PAROTIDA

E- GLANDULA SUBLINGUAL

GLANGULA SUBMAXILAR

Figura 7. Glandulas salivales {Yokochi ef af., 1991).

La cantidad de saliva secretada por dia varia entre 1000 y 1500 mL, su pH es
entre 6.2y 7.6. Su turbidez se debe a la presencia de una serie de células epiteliales
descamadas, linfocitos y grumos de mucina. La saliva que fluye libremente suele ser
alcalina y la que se secreta en estado de reposc es en general acida. Con el tiempo
al calentarse, pierde CO,, volviéndose alcalina y turbia, debido al deposito de sales
de calcio. La viscosidad varia segin el tipo de estimulo y ritmo de secrecién. Las
glandulas pardtidas producen saliva acuosa con proteinas, sales y ptialina, pero sin
moco. Las glandulas sublinguales son predominantemente de tipo mucoso v las
gléndulas submaxilares de tipo intermedio con predominio de secrecion serosa. La
saliva es hipotbnica y su presién osmatica aumenta a medida que aumenta la
secrecion (Starling & Hartridge, 1852).
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Los principales componentes de la saliva son la mucina, la plialing, indicics de
proteinas coagulables, sulfocianuro potasico, urea, acido Urico. Los componenias
inorganicos incluyen los aniones ClI, POs y HCOs, v los cationes Ca™, Na" y K"

También contiene una peguefa cantidad de tiocianatc que posiblementie actia como
coenzima, pues puede activar la ptialina en ausencia de NaCl. Ademas, contiene
gases, alrededor de 1 ccde 02, 2.5 ccde Ny y 50 cc de COz (Netter 1980; Starling &
Hartridge, 1952).

La Unica enzima salival, la ptialina (c-amilasa), secretada principaimente por
las giandulas pardtidas y submaxilares, acitia scbre el almiddn, preferiblemente ei
cocide {ya que la mayor parte de almidones se sncuentran agrupadcs en pequefias
masas cubierias por una delgada capa de proteccion), haciéndolo primero soiuble y
luego desdoblandolo en dexirina (eritrodextrina v luego acrodextring); por ultimo, la
dextrina se transforma en maltosa. Sin embarge, como los alimentos permanecen
poco tiempo en la boca, y al producirse ia degiucion nc han sido transformados en
maltosa mas de 3 a 5 % de almidones. Una peguefia cantidad de maltosa puede
transformarse en glucosa por accidn de la maltasa sobre la maltosa.

Aungue la masticacion no es prolongada, los alimentos al llegar al estdmago
no se tricc, SiNG que una buena part
por un tiempo (30 a 40 minutos) sin ser sometida a la accion de dicho jugo v, en
cambio, puede obrar sobre eilos la ptialina de la saliva hasta que la reaccién acida
del jugo gastrico lo impida. De tal forma puede decirse que la parte mas importante
de la digestion salival ocurre, en realidad, en el estdmago, produciendo una
transformacion en gran escala del aimiddn en dextrinas y maltosa (Hammerly, 1572;

Starling & Hartridge, 1952).

7.3  Digestion en el estémago

Transcurridas varias horas después de la ingestidn de alimento, el estdbmago normal
rara vez esta vacio, sino gue contiene de 30 a 50 cc de un liquido compuesto de jugo
gastrico, moco, saliva y contenide duodenal regurgitado. A los cinco minutos de

entrar los alimentos en la boca, comienza la secrecion de juge gastrico por glandulas

e
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tubulares que integran la mayor parte de la mucosa dei estdmago. Conforme el
alimento va siendo deglutido en porciones sucasivas, se acumula, formando una
masa en el cuerpc del estdmago, masa en la que el jugo géstrico penetra con
dificultad, de tal manera que la digestidn salival puede continuar por mas fiempo. La
secrecién del jugo gastrico continla durante muchas heras, y en el nombre después
de una comida abundante alcanza 500 cc ¢ incluso més (Starling & Hartridge, 1952).
Conforme avanza la mezcla de ios alimentos con el jugo gastrico, el acido inhibe la
actividad de la amilasa salival, cuyo poder enzimatico desaparece cuandc el pH cae
por debajc de 4.0. Sin embargo, un promedio de 30 a 40% de almidones ha sido
transformadc en maltosa antes que los almidones se hayan mezclado
complatamente con el jugo géstrico. El &cido del jugo gastrico es capaz de hidrolizar
en parie los aimidones y los disacaridos (Figura 8).

La accidn del jugo gastrico se debe sobre todo a la accion combinada del
acido v las enzimas gastricas {Netter, 1990). La principal funcidn digestiva del jugo
gastrico va ligada a la accién de la pepsinala cual se halla almacenada en las
células principales en forma de pepsindgeno. Con un pH inferior a 8, el pepsindgenc
se transforma en pepsina, reaccién que se realiza en forma de autocatalisis, 0 sea
que la pepsina libre activa la transformacion continuada de pepsindgeno en pepsina.
La pepsina tiens una intensa accion protediitica en solucion fuertemente acida, su
pH optimo es de 1.5 a 2.0. Esta enzima gjerce su actividad proteclitica atacando a
los enlaces peptidicos que contienen grupos amino de los aminoacidos aromaticos;
esto tiene lugar con la liberacidn principalimente de proteinas intermedias, y algunos
polipéptidos y aminoacidos.

La forma en que la pepsina aciua rompiendo 'os enlacas peptidicos es la siguiente:
....RCONHR ... + H20= ... RCOOH + NH2R'

Una vez que esta accidn se hace completa, han venido a guedar destruidos

por este procedimiento alrededor de la décima parte de los enlaces peptidicos
totales de la molécula proteica (Starling &  Hariridge, 1952).
Otro componente del jugo gastrico es el factor intrinsece que acita conjuntamente
con la cobalamina (vitamina B12) para preparar esta dltima sustancia para ser

A
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Por otra parte, el jugo gastrico contiene enzimas protecliticas, catepsina (de
significacién indeterminada v origen celular desconocido), una débil lipasa, ures,
aminoacidos, histamina y varios iones inorganicos (Na*, K*, Ca™ Mg, Ci, HCOz,
SO, y fosfatos).

E! jugo gastrico acilia por un maximo de 8 horas, la degradacion proteica
nunca va mas allé de la fase de proteasas y peptonas, siendc en ssta forma y comao
metaproteina &cida, como las proteinas alimenticias pasan al intestinc delgado
{Netter, 1920).

7.4 Digestién en el intestino delgado

£l contenido del estdmago pasa de tiempo en tiempo a la primera porcion del
duodeno, encontrandose aqui con las secreciones dei pancreas, del higado y de las
gléandulas tubulares del intestino, asi como con ia secrecion de las gléndulas de
Brunner. Su acidez se neutraliza, en parte, en el duodeno, cuyo contenido en ayunas
tiene un pH de 6.5, gue va disminuyendo hasta llegar a 3.5 durante el vaciamiento
del estomago; la acidez se reduce mas en los segmentos inferiores del intesting, si
bien ia alcalinidad aparece raras veces, sl es gque ocurre, ya que ef pH del ileon es
alrededor de 6.0 a 6.5 (Starling & Hartridge, 1952).

En i intestino delgade, los alimentos que liegan en farma de guimo acido son
sometidos a la accidn de fres jugos digestivos: el jugo pancreatico, [a bilis v el jugo
intestinal (Netter, 1920).

El pancreas segrega el juge pancreatico estimulado por una hormona flamada
secretina, que se forma al ponerse en contacto con la mucosa duodenal el acido
clorhidrico del quimo proveniente del estémagoe.

Los componentes del jugo pancreatico de mayor interés funcional vy clinico
son las enzimas: lipasa, amilasa, carboxipeptidasa, tripsina y quimotripsina, de las
cuales las tres Ultimas mencionadas se secrstan como enzimas inactivas
precursoras gue se activan al penetrar en el duodeno. El tripsindgeno pancreatico es
rapidamente convertido en tripsina por la enzima enterocinasa secretada por ia

mucosa duodenal y también autccataliticamente por la propia tripsina (Figura 8).

—
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La tripsina actia en medio alcalinc y desdobla principalmente los enlaces
peptidicos en los que el grupc NH estd combinado con el CO de la L-arginina o L-
lisina. El quimotripsinégeno, segundo precursor proteolitico formado en las células
de los acines, es activado por la tripsina. Es posible que varias quimotripsinas sean
el resultado de ia activacién de un fripsindgeno y que cada una de ellas sea capaz
de acciones especificas sobre diferentes tipos de enlaces CO-NH. El precursor
inactivo de la carboxipeptidasa es transformado por cantidades cataliticas de tripsina
a la forma activa, la cual hidroliza los enlaces CO-NH adyacentes al exiremo
carboxilico, tanto en las proteinas como en los péptidos. Para la dptima actividad de
estas enzimas proteoliticas es necesaric un medio ligeramente alcalino (pH 7 a 9).

La lipasa o lipasas pancredticas hidrolizan los enlaces éster de los triglicéridos
ingeridos en sus componertes acidos grasos y giicerol, tambiénaunpHde 7a 9. La
accion de esta enzima es grandemente facilitada por la accidn de la bilis, que
emulsiona las grasas.

Amilasa pancredtica e Intestinal. Al igual que la saliva, el jugo pancreatico
contiene gran cantidad de «-amiiasa, capaz de transformar los almidones en maltosa
e isomalicsa. La secrecidn intestinal también contiene amilasa. Por lo tanto, en
cuanto el quimo abandona el estdmago y se mezcla con el jugo pancreatico, los
almidones todavia intactos son digeridos por la amilasa. Por lo regular la conversion
de almidones
en maltosa e isomaitosa es casi completa cuando el quimc abandona el yeyuno.
demas, la amilasa pancreatica parece ser un fermentc mas potente que la plialina,
ya que puede digerir la mayor parte de almidones sin cocer (membrana celuldsica
protectora) cosa que no logra la amilasa salival (Guyton, 1967; Starling & Hartridge,
1852).

£l jugo intestinal, segregado por las giandulas duodenales es un liquido
viscoso, amarillo palido. Contiene carbonato vy bicarbonato de sodio, gue le dan una
reaccion alcalina. Compuesto esencialmente de moco, v su funcion primaria parecer
ser la proteccion del duodeno proximal contra la accion corrosiva del quimo géstrico.
El aparato glandular del yeyunc v del ileon produce el jugo intestinal, cuya
importancia en el proceso digestive resuita dificil de fijar debido a que se mezcla

constantemente con la bilis y el juge pancreatico.

S | 38 /

rd



La secrecion intestinal contiene moco y enzimas, tales como peptidasa,
nucleasas, nucleosidasas, fosfatasa, enieroguinasa, sustancia gue activa el
tripsinégeno del jugo pancreatico y fermentos tales como: a) La erepsina que
desdobla los polipéptidos en acidcs aminados; b) la maltasa, que desdobla la
maltosa en dos moléculas de glucosa; ¢} la sucrasa (invertasa), que desdobia ei
azlcar comun en glucosa y fructosa; d) la lactasa que desdobla la lactosa en
galactosa y glucosa. Hay ademas en el espesor de la mucesa intestinal fermentos o
enzimas que actlan scobre algunos compuestos derivados de ciertas albuminas
(acidos nucleicos, arginina). También se encuentra una lipasa. El intestine delgado
segrega la mayor parte de su jugo en sus primeras porciones.

La secrecién del intestino grueso esta formada por mucus, saies y agua
faitando casi por compieto ios fermentos {iNetter, 1930).

La accion de la digestién intestinal sobre los alimentos ios reduce a un liquido
espeso y lechoso al que se da el nombre de quilo, en &l cual las proteinas han sido
reducidas a &cidos aminados, los hidrates de carbono se hallan en forma de glucosa
y otros monosacaridos, v las grasas en forma de &cidos grasos, glicerina y jabones
(Hammerly, 1972).

7.5 Digestion en el intestino gruesoc

Al intestino grueso, llega un liguidc que contiene las sustancias no
absorbidas,no digeridas, restos de jugos digestivos, bacterias y celulas viejas
descamadas del intestino delgado.

Por el intestino grueso se eliminan sustancias como calcio, fosforo, hierro vy

otros minerales (Hammerly, 1972).
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Fi maiz es el principal alimento de la dieta de México, sin embargo, debido
a sus condiciones de precosecha, cosecha, almacenamiento, manejo vy
distribucién, llega a contaminarse con hongos microscdpicos gue generan toxinas.
Entre ellos, los del género Aspergilius, especiaimente A. flavus, preduce
aflatoxinas, gue son agentes cancerigenos.

Se han realizado numerosas investigaciones sobre métodos fisicos,
quimicos v biolégiccs para degradar las aflatoxinas, metabelitos muy estables. Los
resultados de la posible inactivacién de las aflatoxinas por el proceso de
nixtamalizacion, no son satisfactorios, va que las tortillas pueden presentar
afiatoxinas.

Se requiere hacer un analisis de la concentracion y efecto mutdgeno de la
AFB1 presente desde el maiz hasta las tortillas, y continuaric en un Modelo de
Digestidn in vifro para conocer el efecto de las principales enzimas digestivas del
hombre, sobre esta micotoxina y asi explicar como es su comportamiento con 10s
diferentes pH. Esta investigacion nos permitird determinar si la nixtamalizacion es
un proceso Ui para eliminar la AFB1 de ias toriiias y si cuando éstas se ingieren
se producen o no los efectos mutagenos medidos en la prueba de Ames, y que

son similares a lo gue sucederia en el ser humano.
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lil. OBJETIVOS

General.

Determinar la actividad quimica (fluorescencia) y bioldgica (mutagenicidad) de
la AFB1 en cada pasc de ila manufactura de la tortilla y su digestion, para
saber si la ingestidon de este alimento, cuando esta contaminado con AFB1,

representa un riesgo para la salud.

Especificos.

Implementar un modelo de digestién humana in vitro, mediante la accion de
saliva (con ptialina) y de soluciones de pepsina y pancreating, que simulan el
jugo gastrico y ei pancreatico.
Cuantificar la concentracion de AFB1, por HPLC, presente en maiz natural
y artificialmente centaminado, y en cada uno de los pasos de la manufactura
de las tortillas.
Determinar la actividad biologica {mutagenicidad) de tortillas contaminadas con
AFB1 con la prueba de Ames, en el modelo usado de digestién humana  in
vitro.
Conocer si la nixtamalizacion de las tortillas, contaminadas con AFB1, inhibe su
efecto quimico y bioldgico, y es un método seguro para evitar un posible riesgo

a la salud humana.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 2 experimentos en tortillas contaminadas con AFB1 en forma
natural y artificial, para someterlas a un modelo de digestion in vitro, con la accién de
las enzimas digestivas en solucién, para determinar la concentracion de AFB1 por

HPLC v su actividad bioclégica por medio de la prueba de Ames.
Procesamiento al maiz naturaimente contaminado con AFB1

En el primer experimento se hicieron tortillas a partir de un maiz contaminado
de forma natural, obtenido de ia Bodega Rural “Las Yescas” de Valle Hermoso, en el
Estado de Tamauiipas, que estuvo aimacenado de 1990 a 1984.

De un totai de 2 kilos de maiz se tornd una submuestra de 100 g como testigo
antes de nixtamalizar, el cual fue molido y separado en 3 repeticiones de 25 g cada
una, guardando los 25 g restantes como maiz extra, en caso de que una repeticion
fallara. Este procedimiento se hizo para determinar tanto la cantidad inicial de AFB1
por HPLC como la actividad biclégica de la AFB1 por la prueba de Ames. Los
restantes 1900 g de maiz enterc se nixtamalizaron, afadiende 6 L de agua con 40 g
de cal. Se midit el pH del agua de coccion (de nejayote) anies de la nixtamalizacion
y después de la misma. El agua de coccién se concentré hirviéndola hasta llegar a
un volumen de 100 mL, la concentracion de AFB1 se determiné por HPLC vy el efecto
mutagénico con ia prueba de Ames.

Del maiz nixtamalizado se tomaron 100 g que fueron molidos y separados en
3 repeticiones de 25 g cada una para la cuantificacion de AFB1 y la determinacion de
su actividad mutagénica. E! resto de maiz nixtamalizado y molido fue amasado por 2
horas con 2 L de metancl al 80%, mismo que fue evaporado bajo campana de
extraccion; después se hicieron las tortillas que se secaron a temperaiura ambiente
(Figura 9).
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Figura 9.Proceso de manufactura de tortilas a partir de 2000 g de maiz
naturaimente contaminado con AFB1 de la bedega rural Las Yescas, Valle

Hermoso, Tamaulipas.




2. Precesamiento al maiz artificiaimente contaminando con AFB1.

En el segundo experimento se trabajé con 1000 g de maiz comprado y en el
paso en que se hizo la masa, se usaron 400 g de ella, de ios cuales se tomaron 60 g
para determinar la cantidad de AFB1 basal en 3 repeticiones. Los 340 g restantes de
masa se contaminaron con una solucién de 32 ug de AFB1 estandar (de Sigma),
disueltos en 320 mL de metanol al 80% en agua destilada, amasando por 2 horas y
evaporando ef metanol bajo campana de exiraccién. De esta masa contaminada, se
hicieron tortilias, que una vez secas a temperatura ambiente v molidas a consistencia
de harina, se trataron en un modelo de digestion in vitro, con ia accion de las

enzimas digestivas en solucidn (Figura 10).

Maiz 1000 g
. Masa
. e 400 g
Testige {-}60 g 340 g contaminados con 32ug de AFB1
3 repeticiones Tortilla con AFB1, seca vy molida
de 12.5gclu
Andlisis de HPLC Testigo {1}
y prueba de Ames Modelc de digestidn in vifro

(CONTINUA EN FIGURA 12 CON
MODELQ DE DIGESTION in vitro)

Andlisis de HPLC
¥ prueba de Ames

rigura 10. Procesamiento de tortilias contaminadas con AFB1.
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3. Modelo de digestién in vitro.

Se implementd un modelo de digestidn humana in vifro usando las principales
enzimas digestivas, en ia siguiente forma:

a) Se usaron 300 mL de saliva obtenida de personas en ayunas, y se tomé el pH
que fue de 7.0.

b) El jugo gastrico simulade, al que llamamos solucién de pepsina ( = Sol. Pap)
se preparé disolviendo 2.0 g de NaCl (Merck) v 3.2 g de pepsina (Sigma,
Chemical Co.) en 7 mL de HCI {J.7. Baker) con agua, aforandec a 1000 mL,
esta solucidn tuvo un pH final de 1.2.

¢} Eljugo pancreatico simulado, al gue lamamos solucién de pancreatina ( = Sol.

Pan) se preparé disolviendo 6.8 g de fosfato monobasico de potasio (Merck) en
250 mL de H.O destilada, se mezcls y se agregarcn 190 mi de NaOH (Merck)
0.2 N y 400 mL de H.O destilada; enseguida se agregaron 10.0 g de pancreating

(Farmacia Paris), se mezctd y la solucion resultante se ajusto con NaDH 02 N a

unpHde7.5+2

3.1 Con maiz naturalmente contaminado con AFB1

Después del tratamiento mostrado en la Figura 9, se continué moliendo las
tortillas para obtener el peso secc de cada repeticidén vy se aplicaron los siguienies
tratamientos con enzimas digestivas (Figura 11):

a) 100 g de tortilla molida se licuaron con 250 mL de saliva y se incubaron por 2
minutos.

b) 100 g de tortilia molida se licuaron con 250 mL de solucién de pepsina, que
fueron incubados por 2 horas en la obscuridad.

¢) 100 g de toritila molida se licuaron con 250 mL de solucion de pancreatina y se
incubaron por 5 horas en la obscuridad.

d} 100 g de tortilla molida se licuaron con 83 mL de saliva (con 2 minutos de
tiempo de incubacién), se afiadieron 83 mL de solucién de pepsina v se volvié

a licuar, y se incubd por 2 horas en la oscuridad, y finalmente se licuaron con

83 mL de solucidon de pancreatina incubando por 5 horas también en la

obscuridad.

-
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TORTILLA
- Se@ ¥ mg‘iida S

cem e - .
P

100 g 160 g 100 g 500 g

. Saliva +
Saliva Sol. Pep Sol. Pan Sol. Pep +
- Sof. Pan
Testigo -
100 g

3 repeticiones de 25g cada una 7

Analisis de AFB1 por HPLC

y prueba de Ames

Figura 11. Modelo de digestién in vitro aplicado a las tortillas de maiz

naturaimenie contaminado con AFBA1.

Después de aplicar el tratamientoc mostrado en la Figura 10, la masa
contaminada artificialmente con AFB1 se colocé en campana de extraccion para
evaporar el MeOH, se procesaron 3 repeticiones de 12.5 g c/u para someterias a la
accidén de cada una de las enzimas digestivas, procesandolas por el método de
Shepherd ef al. {1987) de la siguiente manera (Figura 12):

Se anadieron 1.25 g de cloruro de sodio y 25 mL de MeOH (60% viv en PBS,
0.25 M pH 7.4}, y se licud 2 minutcs, se filtrd v evapord a 8 mL. A cada muestra
obtenida se le afadieron 8 mL de las siguientes soluciones enzimaticas: saliva {con 3
minutos de incubacion), Sol. Pep {con 2 horas de incubacion), Sol. Pan (con 5 horas de
incubacion), mezcla de saliva + Sol. Pep, Sol. Pep + Sol Pan y de saliva + Sol. Pep

+Sol.Pan a los tiempos de incubacidn mencionados previamente para cada
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compuesto.

Posteriormente, cada muestra se diluyd en 40 mL de PBS 0.25 M, se filtrd v
aplicé a una columna de inmunoafinidad previamente activada, eluyendo la AFB1
con 2 mL de MeOH y evaporando a sequedad a 45 °C. La muestra se resuspendié
en 600 uL de MeOH tomando 300 ul para el andlisis quimico por cromatografia
liquida de alta presién (HPLC), de éstos, se derivatizaron 100 ul para inyectarlos en
el cromatégrafo de liquidos.

Los 300 pl restantes se evaporaron a sequedad a 45° C y se resuspendieron
en 100 ul de (DMSO) para realizar la prueba de Ames (Ames ef a/, 1875) (Figura
12).

Debido a que las enzimas digestivas tienen un pH definido en el modelo de
digestion y en e andlisis quimico (extraccién de la AFB1) se estaba usando PBS con
objeto de dar una mayor proteccion al anticuerpo anti-aflatoxinas totales de la
columna de inmunoafinidad, y dado que este PBS no es parte natural en una
digestion humana, se decidio hacer el misme experimento referido en la Figura 12.
pero sustituyendo el PBS por agua destilada y asi conservar el pH natural de las
enzimas usadas, lo cual haria que el modelo de digestién fuera mas cercano a la
realidad de la digestion humana. Otra modificacion que se hizo ademas del usc del
agua destilada, en lugar del PBS, fue que ya no se evaporaron las muestras a un
volumen de 8 mi, sino que se Hevaron sequedad en una incubadora Lab-Line Ambi-
HI-LO Chamber.




12.5 g de tortilla molida + 1.25 g NaCl + 25 mL MeOH (60% en PBS 0.25 M)*
1

Licuar {29 vy filtrar
|

v

Evaporara8mlLe

\
Modeic de digestion in vitro:

a) Tortilia testigo contaminada con AFB1

) Tortilla + saliva (8 mL/ 3)

¢) Tortilla + Sol. Pep (8 mL /2 h)

d) Tortilla + Sol. Pan (8 mL/5h)

e) Tortilla + saliva (8 mL/3) +Sel. Pep8mL/2hn)

fiTortilia + Sol. Pep(8mL/2h)+ Sol. Pan 8 mL/5h}

g) Tortilla + saliva (8 mL / 3" + Sol. LPep 8mL/2h)+8ol. Pan(@8mL/5h)

A4

Diluir ¢/u en 40 mL. de PBS 0.25 M*, filtrar
v

Aplicar todo a [a columna activada

N

Lavar la colurmna con 10 mL de PBS-Tween 20 al 0.5% *
ydespuéscon 10mL de PBS (pH 7 4)*

3
Eluir la AFB1 con 2 mL de MeOH
v
Evaporar y redisolver en 600 ul MeCH
\ \’
300 puL HPLC 300 ub Ames
4 i
Derivatizar Evaporary
100 ul Redisolver en 100 pl.
de DMSO

Figura 12. Modelo de digestion in vifro y procesamiento de las tortilias hechas
de masa de maiz artificiaimente contaminadas con AFB1, para
analisis quimico (HPLC)y bioldgico (Prueba de Ames) .
* = mismo tratamiento sustituyendo PBS por agua destilada.
¢ = mismo tratamiento evaporando a sequedad la muestra.



3.3 Coniroles utilizados para el Modelo de Digestién in vitro.

Estos controles se analizaron tanto por HPLG, como en la prueba de Ames.
ap Solucicnes enzimaticas con AFBT.

Se prepard una solucion de 1 ug / mb de AFB1 en MeOH, de la cual se
tomaron 150 pl. y se evapoerd a sequedad a 45 °C. Posteriormente, se resuspendié
en 500 ul de cada uno de los siguientes compuestos:

e Saliva, pH 7.0 (3 minutos de incubacion).

o Solucion de pepsina, pH 1.2 (2 horas de incubacion)

o Solucidn de pancreating, pH 7.5 (5 horas de incubacion)

e Saliva, pH 7.0 (3 minutos de incubacion) + solucidn de pepsina pH 12 (2
horas de incubacion), con un pH final de 1.8.

= Solucidn de pepsina pH 1.2 (2 horas de incubacion) + solucidn de
pancreating, pH 7.5 (5 horas de incubacion}, con un pH finai de 2.4

o Saliva, pH 7.0 {3 minutos de incubacién) + solucidn de pepsina pH 1.2 (2
noras de incubacidn)+ solucidn de pancreatina, pH 7.5 (5 horas de

ncubacidn), con un pH final de 5.

Cada muestra se evapord a sequedad a 45 °C, y se procesaron por

T -~

QUIMIco de aflatoxinas por

N

sextuplicade, tomando 3 muestras para ¢! andlisi
HPLC y 3 para la prueba de Ames, las cuales se resuspendieron en 100 uyl de
DMSO.

b} Soluciones enzimaticas sin AFB1.
Se probd el efecto mutagénico en 100 pl de las siguientes soluciones
enzimaticas sin AFB1.

e SalivapH70

e Solucidn de pepsina pH 1.2.

e Solucién de pancreatina pH 7.5.

Y 3 mezclas de enzimas:

o Saliva pH 7.0 + solucidn de pepsina pH 1.2 con un pHfinal de 1.8,

o Solucion de pepsina pH 1.2. + solucién de pancreatina pH 7.5 con un pH final

.
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s Saliva pH 7.0 + solucion de pepsina pH 1.2 + solucidn de pancreatina pH 7.5

conun pH final de 5.0.

) Esténdar de AFB1 y soluciones sin enzimas.
De una concentracién basal de 1 ug/mL de AFB1 en metanol se
evaporaron a sequedad 150 UL a 45 °C y se resuspendieron en 500 uL de
los siguientes compuestos quimicos sin enzimas-

o NaCl+ HClpH 1.2 incubade por 2 horas.

o KHPC4 + NaOH pH 7 5 incubado por 5 horas.

e NaCl + HCl incubado por 2 horas + KH,PO,4 + NaCH incubado por 5 horas con

unpHfinalde 2 4.

Estas mezclas fueron analizadas por HPLC v la prueba de Ames.

& Estandar de AFB1 con los compuestos quimicos para nixtamalizar y
acidificar.

Se us0 Ca(CH), para obtener un pH de 12 v la solucion reguladora de
acetato de K /acido acético para obtener pH de 5 que fue con el que se trabajé en

H o~ 1 AR
ortillas (Price & JOIgernsen, 1909)

¥

repories anteriores de mutag
De una solucidon de 1 ug / mL de AFB1 en metanol, se tomaron 150 ul. v se
evaporaron a sequedad a 45 °C. Posteriormente, el residuo se resuspendié en 500
pl de cada una de las siguientes soluciones sin enzimas, que fueron analizadas
por HPLC y prueba de Ames:
e CalOH) al2% (pH 12) con 20 minutos de incubacidn y evaporacion.
o GCa(OH), al2 % {pH 12) con calentamiento a ebullicién, 94°C en la Ciudad de
México, por 20 minutos.
e Solucion reguladora de acetato de potasio / &cido acético (pH 5) incubada por
5 horas.
Todas las muestras se procesaron por sextuplicado, tomando 3 muesiras
para el analisis quimicc por HPLC y 3 para la prueba de Ames, las cuales se
resusperdieron en 100 pi de DMSO.




4. Analisis quimico.

4.1 Método de extraccion de AFB1.

La purificacion de ia AFB1 de todas las muesiras analizadas se realizd con

coiumnas de inmunoafinidad {antes marca Biocode, ahora de laboratorio Romer), el
método de extraccion usado fue el de Shepherd ef af (1987). Este método constd de

los siguientes pasos:

a) Una muestra de 25 g de maiz se licud con 2.5 g de cleruro de sodio y 50 mL
de metano! (MeOH) al 60% en regulador de fosfatos (FBS) 0.25 M pH 7.4, por
2 minuics y se fiitrd.

bj Se tomaron 8 mL del filtrado y se diluyeron en 40 mL de albumina de suero
bovino (BSA} al 3% wfv en 0.25 M de PBS. Se filtrd en papel de fibra de vidrio
{(Whatman).

¢} Por separado se activd la columna de inmunoafinidad aplicandole 20 mL de
PBS v posteriormente se ie afiadieron 36 mL del fiitrado diuido, en BSA, de a
muestra.

d) Se lavo la columna con 20 mL de Tween al 0.5% v/v en PBS vy otros 20 mL de
PBS extra, se secd pasando aire a través de la columna.

e) La AFB1 se eluyd de la columna aplicando 1.5 mL de MeOH G.R.

f) Se evapord a sequedad en bafic Maria a 45 °C.

g) Se redisolvid el eluido seco en 800 pl de MeOH vy se agité en Vortex.

h) Este volumen se distribuyd en dos tubos Eppendorf con 300 ulL cada uno,
para el analisis quimico de HPLC v la prueba de Ames.

i) Delprimer tubo Eppendorf se tomaron 100 ul, se evaporaron a sequedad en
bafio Maria y se derivatizaron para hacer el andlisis de aflatoxina por HPLC.

j} Con ei segundo tubo Eppendorf se realizé la prueba de Ames, para elio se
evaporaron fos 300 uL a sequedad, en bafio Maria v se redisolvieron en
100 ul de dimetilsulféxido (DMSO) (J.T. Baker).
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.2  Cuantificacion de la AFB1 por HPLC.

4.2.7 Equipo y materiai.

El analisis fue realizadc en un cromatografo de liquidos con sistema de
Inyeccion de solventes (bomba) de HPLC Series 400 acoptado a una columna de fase
reversa C18 Prodigy 5 ODS-2 Phenomenex (25 x 0.460 cm), Integrador de Datos
LCi-100, Detector de Fluorescencia LC -10 y un Espectrofotdmetro Lambda 3A
UVNis, en un intervalo de 190-750 nm, siendo todo el equipo de Perkin Elmer.

r 4.2.2 Condiciones de HPLC.

Se tomaron 30 ul de cada una de las muestras derivatizadas, para inyectarias
al HPLC, donde entraron solamente 20 pL, ya que es o que mide ef “ioop”,
Fase movi: 60% de agua, 22% de acetronitrilo (J.T. Baker) vy 18% de metanol
{(J.T. Baker), los cuales se mezclaron, se filtraron y se desgasificaron.

Velocidad de flujo de 1 mL / min y tiempo de 15 — 20 minutos.

£ 4.2.3 Derivatizacion

a) A 100 ul de muestra evaporada se afadieron 200 ul de hexano (J.T. Baker) y
200 ul de &cido trifluoroacético (TFA) (Sigma, Chemical Co.).

o) Se afiadio 1 mL de mezcla de agua-acetonitrilo (3:1 viv), se agitd en Vortex por
30 seg vy se dejo reposar 5 minutos.

C) Se separaron las fases al dejarlas reposar de 5 a 10 minutos, se recuperd la

fase acuosa (inferior) y se desechd la superior.

4.2.4 Cuantificacién de la AFB1 con espectrofotémetro

Se puso metanol en las dos celdas y se hizo un barrido a 750 nm, después se
colocd la solucion de AFB1 a medir en una de las celdillas y se ley6 a diferentes
longitudes de onda: 355 a 365 nm, dado que en el rango 360 y 362 nm es donde mejor
se detecta la AFB1.

T ‘ \52/
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Se aplicd la siguiente formula:

Mayor Absorbancia leita x peso molecular de ia AFB1 {312)

=  Concentracién de AFB1

Coeficiente de extincién (21 800)

Para preparar una solucion estandar de AFB1 a una concentracion a 1ug/mL (1000
ng/mL), de la siguiente manera:
Se dividid 1 entre la concentracidn de AFB1 obtenida v el resuliado se restd de

1000 para conocer cuantos pL de solvente se debian de aplicar.

4.2 5 Curva de Calibracion de la AFB1

De la solucion estandar de AFB1 (Sigma, Chemical Co.) de 1 ug/mL se prepararon
4 diluciones (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ug) para hacer la curva de calibracion. Cada ung de estas
concentraciones se analizé por HPLC y se obtuvieron los cromatogramas con sus areas
respectivas. Estas dos variables fueron de tipo lineal y se calculé el coeficiente de
correlacion (Steel y Torrie, 1985).
Se utilizd la ecuacion de la recta: y=b +mx
donde: y = Area del cromatograma {variable dependiente).
b = Ordenada al origen.
m = Pendiente de la recta.
x = Concentracion de la micotoxina (variable independiente).

A partir de los valores conocidos de “X’ v 'y’, se grafico la curva de calibracion de la
AFB1 mediante el programa Excel version 5, y se obtuvieron los parametros b, m v el
coeficiente de correlacién (1), los cuales se utilizaron posteriormente para calcular la

concentracion de la AFB1 en las muestras analizadas por HPLC.




5. Prueba de Ames para medir la actividad bioldgica o mutacién.

5.1 Preparacion de los medios de cultive v de reactivos.

a} Agar de superficie.

Este contuvo 0.6% de agar {Merck) y 0.5% de NaCl (Merck), se calentd a
punto de ebullicién en un mechero hasta que se observo fransparente, enseguida se
anadieron 10 mL de una soiucién de L-histidina-biotina {0.5 mM), que contenia .0077
g de L-histidina (Sigma, Chemical Co.) y .0122 g de biotina (Sigma, Chemical Co.)
en 100 mL de agua destilada, (esta soiucion se almacend a 4°C en frasco ambar),
una vez afiadida esta solucion se mezcld por agitacion, v se hicieron alicuotas de 2.5
mL en tubos con tapdn de rosca de 13 x 100, se esterilizd en autoclave y se
almacent en refrigeracion. Durante el experimento, los tubos con agar de superficie

se colocaron en un bafic de agua a 45°C .

b) Agar de placa.

Las placas contuvieron 30 mL de agar minimo de glucosa, el cual contuvo 1.5

% de agar (Merck) v 2 % de glucosa (Merck), en medic E de Vogel-Bonner.

¢} Medio minimo E de Yogel-Bonner.

Para preparar este medio se pesaron 7.5 g de Bacto agar (Difco) o agar-agar
(Merck) purificado y exento de inhibidores disueltos en 300 mL de agua destilada, se
esteriiizé a 121°C, durante 15 minutos.

For separado, se pesaron 10 g de dextrosa anhidra (Merck) v se disolvieron
en 100 mL de agua destilada y se esterilizé a 12°C durante 15 minutos.

Se usd una solucidn de sales (de Merck) que a continuacion se describe:

Sulfato de magnresic heplahidratado.. ..o 10g
Acido citrico monohidratado............ccooooeiieeoiee e 100 g
Fosfato de potasio dibasico anhidro.........coceee oo, 500 g
Fosfato de sodio amonio fetrahidratado... ... 175¢g

Aguadestilada. ..., 600 mL




Se agregaron las sales poco a poco en un agitador a temperatura de 30-35°C,
una vez disueltas se aforaron a 1 L, y se filtrd al vacio, enseguida se agregd 1 mL de
cloroformo y se guardé en un frasco ambar a temperatura ambiente. Esta solucion
es estable durante 6 meses.

De esta solucién se tomaron 10 mL y se disolvieron en 80 miL de agua
destilada v se esterilizd a 121° C durante 15 minutos.

Una vez esterilizadas, se mezclaron la dextrosa v la solucidn de sales con el

medio minimo de E de Vogel-Bonner antes descriio.

d) Caldo Nutritivo.

Se pesaron 1.25 g de! calde nuiritivo {Oxeid N° 2) y se disolvieron en 50 mil de
agua destilada, se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos y posteriormente se
vaciaron 5 mL de esie medio, en tubos con tapén de rosca adicionandoles 5 pl de
ampiciiina a cada uno.

En estos tubos con caldo nutritivo y ampicilina se sembroé la cepa bacteriana
TA 98 de Salmonelia typhimurium v se incubaron con agitacion a 37 ° C durante 16

horas.

g} Mezcla de fraccién S-8, glucosa, solucion de sales y NADP.

La fraccion S-9 correspondié al concentrado microsomal 11-Cil Rat Liver LS-8,
inducido con Aroclor 1254 de higadc SD de rata macho (Molecular Toxicology,
Incorporated = Moltox). Sirve para activar metabdlicamente a los cancerigenos
guimicos y proviene de la fraccidén de sobrenadante 9000 g y cofactores (Krahn &
Heidelberger, 1977).

La mezcla se realizd en la siguiente proporcion:

0.1 mL de fraccién S8

0.02 mL de una solucién de cloruro de magnesio (0.4M) y 0.02 mL de cloruro
de potasio (1.65 M). Esta solucion se prepard disolviendo 8.1332 g de cloruro de
magnesio hexahidratado (Merck) v 12.3019 g de cloruro de potasio (Merck) en 100
mL de agua destilada.

56



0.0013 g de giucosa-8-fosfato (Merck).
0.0030 g de NADP (Sigma Chemical, Co.).
0.9 mL de amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 7.4.
Se adicionaron ia solucién de cloruros y el amortiguador de fosfatos a ia glucosa
y al NADP y se filtraron y enseguida se adiciond [a fraccidn S-9.
f) Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4
Se prepararon dos soluciones:
Solucién A Se disolvieron 28.369 g de fosfato acido disbdico (Merck) en 1 L de H.0
destilada.
Sciucion B: Se disolvieron 27.6 g de fosfato dcido monosoddico monohidratado (Merck)
en 1 L de agua destilada.
De la solucion A se tomaron 81.0 mL y de la solucién B se tomaron 19.0 mL.

Esta mezcla se guardo en refrigeracion.

5.2 Ensayos de mutagenicidad en placa

La cepa bactenana TA 88 de S. typhimurium, fue proporcionada por el Dr. Javier

Espinosa del Instituto de investigaciones Biomédicas de la UNAM, México, D.F. Esta
cepa contiene un plasmido factor R, pKM101 que incrementa la mutagénesis (McCann
et al, 1875}

L.a prueba de Ames requiere de los siguientes coniroies:
s Control positivo: Ia cepa bacteriana TA 98, la fraccidn S-2 y 100 ng de la AFB1.
o lacepa sola
e Lacepa adicionada de la fraccion S-9.
¢ Lacepa mas 500 L del amortiguador de fosfatos (PBS) .
o Lacepa, 500 uL del amortiguador y 100 ng de AFB1.

Para realizar esta prueba se afiadieron en orden los siguientes componentes:
una alicuota del agar de superficie, derretido a 45 °C, 0.1 mL de la cepa bacteriana TA
98 de S. typhimurium incubada toda la noche en caldo nutritivo, C.1 mL de la muestra a

analizar y 0.5 mL de la fraccién S-9. Las bacterias pueden sobrevivir durante algunos
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minutos a 45 °C, mientras que la fraccién S-9 no, se mezcld por agitacion, v se vacid
en las placas de agar minimo mas glucosa, se distribuy6 uniformemente la mezcla
afiadida sobre la superficie del agar v se dejd sofidificar (el mezclado vy distribucion
se realizé en menos de 20 segundos, y la solidificacién se lievd a cabo en algunos
minutos, es muy importante tener en cuenta estos tiempos).

Si el agar 6 mezcla afiadida comienza a solidificarse antes 6 a mitad de ia
operacion, se pueden formar granulos en la superficie lo cual puede dificultar el
analisis de las colonias revertantes. También se deben de cubrir rapidamente ias
cajas para evitar los efectos de la luz sobre la fotosensibilidad del agente quimico.
Después de 1 hora, las placas se incubaron en la cbscuridad durante 48 horas &
37°C, y posteriormente se contaron las colonias crecidas en las placas con cada
tratamiento y con cada control. El nimero de colonias revertantes son directamente
proporcionales a la mutagenicidad de la sustancia probada, de modo que ia prueba
de Ames es de suma utilidad para cuantificar bioldgicamente las mutaciones.

Un resultado positivo se definié como un aumentc en el nimero de colonias
bacterianas revertantes que superd por mas de dos veces la frecuencia de reversion
gsponianea y que mostré un incremento en el nimero de mutantes en funcién de la
concentracién del compuesto (Ames et al., 1975; Maron & Ames, 1983).

La cepa TA 98 de S. fyphimurium dic un promedic de reversion de 20-50
colonias, por o que se considerd que era la adecuada para los estudios de

mutagenicidad in vifro con AFB1.

5.3 Limites de deteccién para la AFB1.

Con objeto de conocer la cantidad minima necesaria de AFB1 para causar
mutacion se realizé un ensayo con diferentes concentraciones {0.39, 0.778, 1.6, 3.8,
6.25, 10.0, 12.5, 25, 50 y 100G ng) de esta toxina para determinar si habia un riesgo
de mutacion por ingestion de tortillas de maiz en la ciudad de México.

También se pesaron fortillas de diferentes localidades para conocer la
cantidad de gramos que se ingerfa por unidad y asi calcular el posible riesgo de

ingestion de AFB1 por tortillas.







V. RESULTADOS Y DISCUSION.

1.Procesamiento al maiz naturalmente contaminado con AFB1 y Modelo de

Digesti6n in vitro.

L a cantidad promedic de AFB1 en cada una de las muestras procesadas del
maiz naturalmente contaminado de ia Bodega Rurai “Las Yescas” se indica a
continuacion.

Las muestras de maiz sin nixitamalizar presentaron un promedio de 12.8 ng
de AFB1, en las muestras de maiz nixtamalizado v molido no se detectd AFB1, pues
el anillo de lactona presente en su molécula se abrié debido a ia hidrélisis alcaling,
provocando que perdiera temporalmente su fluorescencia. Sin embargo, cuando este
maiz nixtamalizado y molido se hizo masa, se encontré una concentracion de 1.2 ng
de AFB1. Esto se debid, tal vez a que cuando se amasé con metanol, la cantidad de
AFB1 se distribuyo homogéneamente en toda la masa.

1 a cantidad de AFB1 detectada en las toriillas ya cocidas fue de 5.3 ng, esta
cantidad aumentd considerablemente cuando las tortillas se sometieron a la accion
de la saliva detectandose 11.6 ng v con la accién de la pancreatina se encontraron
12.8 ng.

Las tortillas tratadas con la solucion de pepsina, tuvieron casi la misma
cantidad (5.7 ng) de AFB1 que las tortillas que no se sometieron a ningun
tratamiento (5.3 ng).

Las muestras de tortilla que se scmetieron a las 3 enzimas digestivas.
saliva con ptialina, y a la accién de las 2 soluciones de pepsina y pancreating,
presentaron 2.9 ng de AFB1, es decir 1.7 ng mas que en las muestras de maiz

nixtamalizado, molido y amasado (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentracion de AFB1 vy promedic de colonias
revertantes en ef maiz naturalmente contaminado y
tortillas con y sin soluciones enzimaticas.

Muestra ng de | Promedic de colonias
AFB1 revertantes
Maiz antes de nixtamalizar 12.8 52
Maiz en agua con cal 18.7 21
Agua después de nixtamalizar 11.0 31
Maiz nixtamalizado y molido 0.0 21
Maiz nixtamalizado, molido v amasado 1.2 35
Tortilla 53 32
Torilla + saliva 11.6 32
Tortilla + Sol. Pep 57 31
Tortilla + Sol. Pan 12.8 43
Tortilia + saliva + Sol. Pep + Scl. Pan 29 40

Sol. = Solucion; Pep = pepsina; Pan = pancreatina; ng = nanogramos.

Ninguna de estas muestras procesadas presentd mutagenicidad, a pesar

de que algunas, tenian una concentracidon de AFB1 dentro de los limites de
deteccién. (Tabla 3).

El pH que presentd el agua con el maiz y la cal, antes y después de realizar
el proceso de nixtamalizacion, fue de 12. La cantidad de AFB1 detectada en estas
muestras fue de 18.7 ng v 11 ng respectivamente. Ninguna de ellas fue
mutagénica en la Prueba de Ames.

La disminucion en el contenido de AFB1 en las muestras de maiz
nixtamalizado, pudo ser debido al desprendimiento de las aflatoxinas superficiales
localizadas en el pericarpio del maiz, ya que es en éste donde se acumula la
mayor cantidad de AFB1, y eliminada en el agua de coccién y lavado (Ulloa-Sosa
and Schroeder, 1968), o bien porque &l pH aicalino disminuye la fluorescencia de
la AFB1 al abrir el anilic de lactona (Parker and Melnick, 1968), también por el
efecto conjunic de temperatura-hidréxido de calcic que actia provocando una

gelatinizacion parciail del almidon (Machorro y Valdivia, 1984).
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Los resuliados de este experimento coinciden con los de Machoro y
Valdivia (1984), quienes evaiuaron las modificaciones que ocurren en las
afiatoxinas durante el proceso de ia nixtamalizacidn del maiz v eiaboracion de la
tortilla. Encontrando que la principal destruccion de AFB1 fue debida al tratamiento
térmico-alcalino y a la coccidn de la tortilla, teniendc una pérdida efectiva, por
destruccion y no por arrasire del 28.75% de AFB1 durante todo el proceso de
nixtamalizacion.

En el trabajo realizado por Price & Jorgensen (1985), sobre el efecto del
tratamiento térmico—alcalino en las aflatoxinas que en forma natural se
encontraban presentes en el maiz (entre 127 y 145 ug / kg de muestra), se analizé
la mutagenicidad usando la Prueba de Ames para cada producic {maiz crudo,
nixtamal, masa y tortilla) v, con objetc de evaluar el posible efecto de los acidos en
el estémago de los monogastiricos, acidificaron cada una de las muestras a un pH
final de 5, va que el pH del agua donde nixtamalizaron el maiz fue de 13
aproximadamente y el pH de las muestras de nixtamal, masa y tortilla fue
aproximadamente de 11. Estos pH fueron muy similares a los encontrados en
nuestiro trabajo (pH 12).

Cuando se sometieron ias muestras de toriilias (hechas a partir del maiz
naturalmente contaminado), a la digestidn in vifro de las enzimas digestivas, se
recuperaron los niveles de aflatoxina iniciales, detectados en el maiz sin
nixtamalizar, bajo la accidn de la saliva y bajo la accion de 1a solucidon de
pancreatina, pero en ninguna de ellas se detectd actividad mutagénica. La
cantidad de AFB1 fue sumamente baja y es posible que se haya disminuido aun
mas ai realizar la Prueba de Ames, de modo gue quizé era necesaria una mayor

cantidad de AFB1 en las muestras para que liegara a la tortilla digerida.



2. Procesamiento al maiz artificialmente contaminado con AFB1 y Modelo de

Digestién in vitro.

Las muestras de tortilla, provenientes de masa inoculada con 32 ug AFB1, se
sometieron a la accion de las soluciones enzimaticas siguiende el Modelo de Digestion
in vitro, para conocer el efectoc mutagénico de la tortilla digerida. Se observo que ef pH
de la solucidon dei MeCH al 60 % mezclado con 40% de PBS, empleado para la
extraccion de la aflatoxina, aiterd el pH criginal de las soluciones erziméticas utilizadas,
asi, el pH original de la soiucidn de pepsina fue de 1.2 con agua destilada, y se vio
alterado a un pH 8.0. El pH criginal fue de 2.4 en la mezcla de solucidn de pepsina y

pancreatina enagua vy subié a pH 6.4 conPBS (Tabla 4).

Tabla 4. Muestras de fortillas hechas de masa contaminada con 32 ug de AFB1
tratada con el Modeio de Digestién in vitro {licuadas con metanol al 60% en
40% de PBS), determinacion del pH, conceniraciéon de AFB1 por HPLC vy
promedio de colonias reveriantes.

Modelo de Digestion in vitro (muestras
licuadas con metanol al 80% en 40% de
PBS}.
Muestra de tortilia pH original piH aiterado por | ng de | Promedio de
de las PBE de las AFB1 colonias
soluciones soluciones revertantes
enzimaticas enzimaticas.
Sin inocular con AFB1 - 0 31
Contaminada con AFB1 - 35 68
Con saliva 7.0 8.9 75 112 *
Con Sol. Pep 1.2 8.0 68 121*
Con Sol. Pan 7.5 7.0 44 66
Con saliva + Soi. Pep 1.8 6.1 63 98 *
Con Sol. Pep + Sol. Pan 24 6.4 19 66
Con saliva + Sol. Pep + Sol. Pan 50 8.5 30 110~

Scl. = Solucion, PBS = Solucion amortiguadora de fosfatos; Pep = pepsing;
Pan = pancreatina; ng = nanogramos; * = efecto mutagénico.
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Como se observa en la Tabla 4, con la alteracidn que el PBS provocd sobre ¢
pH de las scluciones enzimaticas empleadas, no se pudo determinar ia accion res
de cada una de ellas sobre la mutagenicidad de la AFB1, para cada una de la:
muestras de tortilla procesadas, sin embargo, aun con asta alteracion, hubo efect:
mutagénico evidente con los tratamientos con saliva, donde hubo 112 colonia
revertantes, que fue mas del triple de colonias que el testigo, que tuvo 31. Cor
solucién de pepsina hupbo 121 colonias revertantes que representan un efect:
mutagénico evidente, gracias al PBS que subid el pH original de |a pepsina v que
no deberia haber sido mutagénica en condiciones naturales {con agua destilada "
sin PBS). La suma de saliva y solucion de pepsina dio 98 colonias, siendo tambié:
un efecto claramente mutagénico, al presentar 3 veces mas colonias revertante:
que el testigo, v gque tampoco deberia de ser mutagenicoo en condicione:
naturales, dado que su pH original seria de 1.8 y con esta acidez no se present:
mutacion como se aprecia en la Tabla 5. Por efecto del PBS ¢! pH subid a2 6.1 gw
es casi neutro presentandc mutagenicidad. El mismo efecto mutagenico st
presentd con la mezcla de las tres enzimas, que dieron 110 colonias revertantes
en este casc de todas maneras hubiera sido mutagénica debido a que el pt
original de 5.0 esta muy cerca del pH alterado por PBRS que fue de 8.5,

Por las razones anteriores, se decidio sustituir el PBS por agua y evaporar

a sequedad cada muestra antes del tratamiento con cada una de las soluciones

enzimaticas, de esta manera el pH de cada sclucién no se alterd v su actividad

scbre la mutagenicidad de la AFB1 en cada una de la muestras fue mas cercana a
lo que sucede in vivo (Tabla 5).

Las muestras que presentaron mutagenicidad fueron las que se sometieron

a la accién de la saliva (con 147 ng de AFB1), de la Sol. Pan (con 67 ng de AFB1)

y de la solucion de saliva + Sol. Pep + Sol. Pan con (83 ng de AFB1),

presentando un promedic de colonias revertantes de 254, 115 y 104

respectivamente (Tabla 5).
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Fue interesante encontrar gue la concentracion (ng) de AFB1 en las
muestras de tortilla sometidas a la accién de la Sol. Pan sola (67 ng ypH 7.5), v
lz Sol Pep + Sol. Pan (70 ng y pH 2.4) fue muy parecida, sin embargoe, sdlo en
las muestras de tortilla con la solucidn de pancreatina se observé mutagenicidad.
Este hecho refuerza nuestra hipdtesis acerca de la importancia del pH sobre el
efecto mutagénico de ia AFB1, dado gue ig diferencia de pH de 7.5 que dio dicho

efecto fue muy diferente al de 2.4 que lo inhibid.

Tabla 5. Muestras de tortillas hechas de masa contaminada con 32 ug de
AFB1 tratada con el Modelo de Digestién in vitro (licuadas con
metano! al 60% en 40% de agua destilada), determinacién del pH,
concentracién de AFB1 por HPLC y promedio de colonias

reveriantes.
pH de las soiuciones | ng de Fromedio de
Muestra de tortilla enzimaticas AFB1 colonias
revertantes
Sin inocular con AFB1 - 0 25
Marcada con AFB1 - 37 53
Con saliva 7.0 147 254 *
Con Sol. Pep 12 36 25
Con Sol. Pan 7.5 67 115 *
Con saliva + Sol. Pep 1.8 35 20
Con Sol. Pep + Sol. Pan 2.4 70 51
Con saliva + Sol. Pep + Sol. Pan 50 83 104 *

Sol. = Solucién; Pep = pepsina; Pan = pancreatina;, ng = nanogramos,
* = Efecto mutagénico.

La saliva (pH 7.0), Sol. Pan (pH 7.5) y mezcla de saliva + Sol. Pep + Sol. Pan
(pH 5.0), incrementaron el efecto mutagénico de la AFB1 en las muestras de
tortilla (Figura 15), pero sélo la salfiva incrementé ia fluorescencia de Ia toxina que
se traduce en una mayor concentracion de la misma detectada por el detector de

fluorescencia acoplado al HPLC.
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Estos resultados son muy similares a los obtenidos por Price & Jorgensen
(1985), auienes encontraron que a un pH ligeramente acido {(5.0) aumenta la
concentracion de aflatoxina y el nimero de colonias revertantes. FPerc nosotros
encontramos aue no es el pH ligeramente acido (5.0) el que mas favorece &i
efecto mutageno de la AFB1, sinc el neutro de 7.0 de la saliva

A un pH acido 1 2 de la Sol. Pep , y de 1.8 de la mezcla de saliva + Sol.
Pep se disminuye la fluorescencia y la concentracién de AFB1 y no se produce un
efecto mutagénico. Sin embargo, a un pH 2.4 correspondiente a la Sol. Pep + Sol.
Pan, se obtiene el doble de conceniracidn de AFB1 (70 ng) que con las oiras
soluciones acidas (Tabla 5) pero tampoco hubo efecto mutagénice (Figura 13).

Estos datos concuerdan con los trabajos publicados por Ciegler & Peterson
{1868), Dutton & Heathcote (1966), Pohiand, et al., 1968, y Pons et a/., 1972,
guienes reportan que los acidos degradan a las aflatoxinas, actuande en el grupo
vinileno de la parte de dihidrofurano de la molécula de la AFB1 haciéndola menos
toxica ya que se integra una molécula similar a la AFB2, con un bajo nivel

mutagénico y gue se conoce como AFBza.

3. Controles utilizados para e! Modelc de Digestion in vifro.
3.1 Soluciones enzimaticas con AFB1.

De los 150 uL de AFB1 procesados con cada una de 1as sSoiuCiones

enzimaticas se detectaron 102 ng de AFB1 en las muestras sometidas a la accion
de la Sol. Pep + Sol. Pan (pH 2.4) pero no presantaron mutagenicidad, sin
embargo, a una concentracion de 88 ng de AFB1 correspondiente a las muesiras
tratadas con fa sclucion de pancreatina (pH 7.5) si la presentaron (Tabia 6).
En ia misma Tabla 6, se observa que la mayor cantidad de AFB1 (116 ng) se
detectd con la accidn de ia saliva (pH 7.0) v con la mezcla de saliva + Sol. Pep +
Sol. Pan (pH 5), sin embargo hubo mayor cantidad de colonias revertantes (156)
con la accidn de la saliva que con la mezcla de ias 3 enzimas donde hubo 84.

Al determinar el efecto quimico y mutégenico del estandar de AFB1, bajo la
accion de saliva y las soluciones enzimaticas, se encontraron resultados muy
similares a los que presentaron las muestras de tortilla contaminadas

artificialmente con esta micotoxina.
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Muestra de tortilla con saliva Muesira de toriilla con Muestra de tortilia con

=254 colonias solucion de pancreatina saliva +
=115 colonias solucién de pepsina +
solucion de pancreatina
=104 colonias

Muestra de tortilia sin AFB1 Muestra de {ortilla con AFB1
= 25 colonias = 53 colonias
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Muestra de torlilla con Muestra de tortilla con Muestra de tortilla con
saliva + saliva + solucién de pepsina +
solucién de pepsina soluciGn de pepsina solucion de pancreatina
= 25 colonias =20 colonias = 51 colonias

Figura 13. Prueba de Ames con controies vy digestién in vitro.




Tabia 6. Determinaciéon del pH,

concentracion {ng) de AFB1 y promedic de

colonias revertantes en 150 ulL de estandar de AFB1 sometidos a la
accién de la saliva y soluciones enzimaticas.

: Estandar de AFB1 pH de las soluciones | ng de Promedio de
: enzimaticas AFB1 colonias

f revertantes
. Con saiiva 7.0 116 156 *

' Con Sol. Pep 1.2 66 38

- Con Sol. Pan 75 89 74*

' Con saliva + Sol. Pep 1.8 54 38

'Con Sol. Pep + Sol. Pan 2.4 102 40

| Con saliva + Sol. Pep + Sol. Pan 5.0 116 84 *

Sol. = Solucidn; Pep = pepsina; Pan = Pancreatina; ng = nanogramos,

* = Efecto mutagenico.

Con los resuitados obtenidos en estos experimentos sugerimos que en la boca y

en el duodeno, la AFB1 recupera su actividad quimica (fiuorescencia) y mutagénica,

aungue en ia boca por la accion de la saliva (pH 7) se tiene una mayor actividad

mutagénica que en el duodeno (pH 5), va gue se presentaron el doble de colonias

revertantes con ig saliva que con ia accion de ia mezcia de las 3 enzimas. Hay gue

tomar en cuenta que la accidén de la saliva no sélo es en la boca sino gue continda méas

tiempo en el estémagoe, en el interior del bolo alimenticio que no es tocado adn por la

pepsina, esto aumenta |a importancia del efecto de la saliva en la produccién de una

mutacion también a nivel de estémago, heche que no ha sido confirmado en humanos,

solo en ratas (Butler & Bearners, 1966).

Sin embargo, no estamos de acuerdo con el reporte dado por Stoloff (1979),

quien dice que la mayor parte de la AFB1 se recupera en el estdmago a pH &cido,

quiza debido a que este autor no trabajé con todo el rango de pH gue nosotros usamos

en el Modelo de Digestién in vifro.

Ademas, en el estémago el bolo alimenticio esté sujeto a un pH de 1.8 (debido a

la mezcla de saliva con la solucién de pepsina) y tanto Price & Jorgensen (1985) como

Stoloff (1979), acidificaron las muestras de maiz v tortilla contaminadas con AFB1 con
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HCI, vy nosotros usamos el acido como parte del jugo gastrico junto con la pepsina
en un Modelo de Digestién in vitro, y ademds, no usaron enzimas. Nosotros
consideramos que el pH de 5.0, en el que trabajaron Price & Jorgensen se obtiene
en un tiempo muy breve, al llegar el bolo alimenticio de la boca con 7.0 de pH de
la saliva hacia el estdmago, pero al mezclarse con el jugo gastrico el pH va
bajando hacia 1.2. Ahora bien, al salir el bolo alimenticio del piloro hacia el
duodeno recibe a la pancreatina gue eleva el pHaunrangode 5.0a 7.5y es en e
intestino delgado donde hay mayor efecto mutagenico de la AFB1, debido a que el
alimento se queda ahi alrededor de 7 horas en una digestién normal hasta llegar al
colon y el recto incrementando ef riesgo de una mutacion y su consecuente cancer
colorrectal en gente que sufre estreflimiento.

Es interesante marcar que la saliva con pH 7.0, tanto en los experimentos
de digestion in vifro con muestras de tortillas como con los controles sin tortilla,
produjo la mayor concentracion de ng de AFB1 y el mayor nimero de colonias
revertantes que muestran un mayor riesgo de mutacién. Quiza el hecho de que el
bolo alimenticio pase poco tiempo en la boca disminuye el riesgo de que las
aflatoxinas de alimentos contaminados produzcan una mutacién en ella, aungue
hay reportes de carcinoma de las células escamosas de la lengua producidas por

AFB1 (Ward et ai,, 1975). En el estém el bolo alim

e THoey - I iz nnags, =

3.2  Soluciones enziméaticas sin AFB1.

Ninguna de las soluciones enzimaticas, solas, sin AFB1, mostro efecto
mutagénico (Tabla 7). Como era de esperarse, esto comprueba que el mutageno
es la AFB1.

Tabla 7. Efecto mutagénico de las soluciones enzimaticas sin AFB1.

Solucién enzimatica PH Promedio de colonias revertantes
Saliva 7.0 33
 Pepsina 1.2 14
'Pancreatina 7.5 29
Saliva + Sol. Pep 1.8 13
Sol. Pep + Sol. Pan 2.4 24
Saliva + Sol. Pep + Sol. Pan 50 38

Sol. = Solucidn; Pep = pepsina; Pan = pancreatina.




3.3 Estdndar de AFB1 con compuesios quimicos {sales, acido y base} y sin
/

enzimas.

Al determinar la actividad mutagénica del estandar de AFB1 bajo la accidn
de los compuestos guimicos (sales, base y &cido) donde se disolvieron las
enzimas pepsina (NaC! + HC!) y la pancreatina (KH:PO4 + NaCH), no se observé
mutagenicidad con pH 1.2 vy 2.4, a pesar de que la cantidad de AFB1 era la
suficiente para presentar dicha actividad, pero con un pH 7.5 si se obsenvo el
efecto mutagénico de la AFB1. Nuevamente el efecto del pH parece ser

determinante para que la AFB1 produzca mutacion (Tabla 8).

Tabla 8. Determinacion de pH, concentracién de AFB1 y promedio de
colonias revertantes en 150 ul de AFB1 sometidos a la accidn
de compuestos quimicos (sales, acido y base} donde se
disolvieron ias enzimas.

pH delos ng de | Promedio de
Muestra de AFB1 agentes AFB1 coionias
quimicos revertantes
ConNaCl+ HCL 1.2 40 21
ConKH,PO4 + NaOH 75 30 52*
Con[NaCl+ HCI]+[KHPQO4 + 24 103 16
NaOH 1

* = Efecto mutagénico.
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Por otro lado, al analizar el efecto mutégeno de ias soluciones enzimaticas
sin AFB1 (Tabla 7) vy el de los compuestos quimicos (sales, acido y base) en que
se disolvieron las enzimas (Tabla 8), adicionadas con la AFB1, no presentaron
actividad mutagénica, aunque si actividad quimica. Sin embargo, cuando la AFB1
estuvo en contacto con los agentes quimicos (KH.PQO,4 + NaOH) en un pH de 7.5,
si hubo mutacion, io cual confirma la importancia de un pH neutrc para que ia

AFB1 tenga efectoc mutageénico.

3.4 Estandar de AFB1 con los compuestos quimicos para nixtamalizar y
acidificar.

Se determind la cantidad de AFB1 y su actividad mutagénica bajo la accion
del hidroxido de calcio (Ca (OH)2 ) al 2 % a un pH de 12 con v sin calentamiento.
En la Tabla © se puede observar la disminucion drastica de 150 ng iniciales de
AFB1 a 12 ng sin calentamiento vy a 11 ng de AFB1 con calentamiento por la
accion del Ca (CH)..

También se probo la actividad mutagénica de la AFB1 a un pH 5 obtenido
con una solucion reguladora de acetato de potasio / acido acético, pues a este pH,
Price y Jorgensen (1985) reportaron que el anillo de la aflatoxina, que estuvo bajo
la accion de un pH alcalino, se ciera y se activa nuevamente presentando
fluorescencia. Con esta solucion se obtuvo un promedio de 123 ng de AFB1, mas

que suficiente para producir una mutacién y sin embargo, no la hubo (Tabia 9).

Tabla 8. Determinacion del pH, concentracion de AFB1 y promedio de
colonias revertantes en 150 uL de AFB1 sometidos a la accidén de
ios agentes guimicos {solucién reguladora y Ca{OH); ).

pH de los agentes | ng de Promedio de
Estandar de AFB1 quimicos AFB1 colonias
revertantes

Con solucidn reguladora de 5.0 123 41
acetato de potasio / acido acético

Con Ca(OH)z al 2% sin 12.0 12 33
calentamiento

Con Ca(0OH), al 2% con 12.0 11 33
calentamiento




Finalmente, al analizar el efecto de la solucion reguladora de acetato de
potasio / acido acético a un pH 5.0 se encontrd buena recuperacion de AFB1, pero
no el efecto mutagénice esperado, como el observade con el control de AFB1 con
las 3 enzimas, donde si hubo ambas actividades. Estos resultados sugieren que
existe un efecto aditivo entre las soluciones enzimaticas, con su respectivo pH,
sobre el efecto mutagénico de la AFB1.

Con el control de AFB1 + Ca(OH); antes y después de calentamiento usado
en la nixtamalizacién, no hubo ni recuperacién quimica de la AFB1 ni efecto
mutagénico, Price & Jorgensen (1985), reportaron que al lievarse a cabo ia
reaccion entre la cal v la AFB1 se forma la sal de calcio de la AFB1, que ya no es
exiraida durante e! andlisis quimico ni determinada por fluorescencia. Sin
embargo, al acidificar la sal de cal, se destruye, y a un pH de 5.0 la AFB1

recupera su fluorescencia y ya puede ser detectada en el analisis quimico.

4, Analisis quimico de la AFB1

4.4 Curva de calibracién y concentracion de AFB1.

Las diferentes concentraciones de AFB1 se analizaron por HPLC vy se
obtuvieron sus cromatogramas con sus respectivas areas (Tabia 10).

La curva de calibracidon se graficd a partir de los valores de la concentracién
de AFB1 vy del érea del cromatograma, obteniendo de esta manera la ordenada al
origen, la pendiente y el coeficiente de correlacion (Figura 14). Se obtuve un
excelente coeficiente de correlacion de la AFB1 (r = 0.99210447) que demuestra ia

alia confiabilidad del anaiisis quimico reailizado.
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Tabla 10. Areas del cromatograma y valores de la ecuacién de la recta de
regresién usados para graficar la curva de calibracidn de la AFB1.

N°® Dilucion x = Concentracion del estandar|y = Areas de
de AFB1 ng (10.05 mL) cromatograma

1 0.25 450059

2 0.5 548085

3 1 4142473

4 2 9371459

Ecuacion de la recta de regresién y = -1415569 + 53798272 x
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7000000
5600000

t:gnnnnn
U

4000000
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Figura 14 . Curva de calibracidn de la AFB1.
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Limites de deteccidén de mutagenicidad para ia AFB1.

Se estudic el limite de deteccidon de mutagenicidad para la AFBIT,
determinado por la prueba de Ames con la cepa TA 98 de S. fyphimurium. Se
inicié anaiizando la mutagenicidad de cantidades mas alias de AFB1 (Tabla 11}y
se continud bajando las mismas, encontrando gue a partir de una concentracidn
de 10.0 ng de AFB1 se inicia el efecto mutagénice (Tabla 12).

En una caja de Petri hablamos de ng y la legislacidn considera
concentraciones ng/g, © sea la cantidad de aflatoxina (ng) por determinados
gramos de alimento en unz unidad del mismo. La legislacion tiene que ver con la
ingesta promedio de alimento, mientras que en la caja de Petri hay que relacionar
la cantidad de AFB1 (10 ng) de limite minimo para producir una mutacion con ios
12.5 g de la muestra de tortilla. Hay cue dividir los 10 ng de AFB1 entre los 125 ¢
de muestra, esto daria ng/g, en nuesiro caso 0.8 ngfg o sea 800 picogramos (pg)
para producir una mutacion.

E! limite méximo de tolerancia de AFB1 en alimentos de humanos de Codex
Alimentarius, es de 10 ng/g, gue es equivaiente a nuestro nivel, mientras que el
gobierno de Estados Unidos a través de la FDA da un limite de 20 ug/kg que es

e
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F iesgo pa ud, dada su acumulacién en el
ADN (CAST, 1989). Sin embargo, como iestigo de trabajo en cada uno de los
experimentos realizados se usd una concentracion de 100 ng de AFB1, por ser

ésta la concentracién recomendada para ia prueba de Ames (Ames ef al., 1975).
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Tabla 11. Limite de deteccién de mutagenicidad de AFB1 en Prueba de
Ames con la cepa Saimonella typhimurium TA 98 (100 pL) con
concentraciones frecuentes en tortilias.

N° de | §9 inducido PBS AFB1 Prueba de Ames | Promedioc de
caja | con Aroclor {uLl} {ng} Namero de colonias
{pL) colonias revertantes
reverfantes
Replicaciones
1 | 2 | 3
Controles
1 - - - 15 34 20 23
2 500 - - 18 i8 25 20
3 - 500 - 21 13 25 20
4 - 500 100 14 12 10 12
Tratamientos

5 500 - 20 235 | 257 | 255 249
6 500 - 40 270 290 | 259 273
7 500 - 60 706 804 | 900 803
8 500 - 80 920 g70 | 846 912
9 500 - 100 | 1074 | 1038 | 822 1010

PBS = Solucidén amortiguadora de fosfatos.

S9 = Concentrado microsomal de higado de rata macho.
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Tabla 12: Prueba de Ames con la cepa Safmonella typhimurium TA 28
(100 ul) para conocer el limite minimo de deteccion de
mutagenicidad de la AFB1.

N° | S9inducide (PBS{(uL)| AFB1 | Prueba de Ames Promedio de
de | con Aroclor {ng) Ndamero de colonias
caja (ML) colonias revertanies

revertantes
Replicaciones
1 ] 2 | 3
Controles
1 - - - 26 28 27 26
2 500 - - 26 26 22 23
3 - 500 - 20 14 16 17
4 - 500 50 13 25 17 18
Tratamientos

5 500 - 0.38 27 21 20 23
S 500 - 0.78 19 16 25 20
7 500 - 16 40 32 35 37
8 500 - 3.8 40 30 30 33
9 a0 - 8.25 28 40 35 5
10 500 - 100° | 68 69 67 68 **
11 500 - 12.5 82 87 87 85
12 500 - 25 202 | 160 | 153 172
13 500 - 50 337 | 370 | 285 331

* Cantidad minima de AFB; gue produce una mutacién.

** Cantidad de colonias revertantes que triplican el nimerc promedio de
mutacicnes espontaneas del control.

PBS = Solucién amortiguadora de fosfatos.

89 = concentrade microsomal de higado de rata macho.
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VI. CONCLUSIONES

o E! proceso de nixtamalizacion no elimina por completo a las aflatoxinas que

contaminan al maiz.

¢ ElpH ests directamente relacionado con las actividades guimica y mutagena
p

de la AFB1 que es activa en un rango neutrcde pHentre Sy 7.5.

s Existe cierto grado de pérdida de la AFB1 durante la nixtamalizacion del maiz,
na por efecto de la cal con pH bésico, sino por el lavado que elimina muchos
pericarpios de los granos, permaneciendo ias aflatoxinas del interior del

grano.

o Las aflatoxinas de las tortillas siguen siendo activas biclégica y quimicamente,
y esto se manifiesta en pH de 5 a 7.5, aungue con el pH basico de la
nixtamalizacién v el pH muy acido de la pepsina, se disfrazan los efectos

mutagenico y de fluorescencia quimica.

o La saliva (pH 7.0), solucidn de pancreatina (pH 7.5) y mezcia de saliva +
solucién de pepsina + solucion de pancreatina (pH 5.0), incrementaron el

efectc mutéageniceo de la AFB1, con respecto al nixtamal.
e Ellimite minimo para que la AFB1 produzca una mutacion fue de 10 ng.

s Es importante seleccionar el maiz menos contaminado por AFB1 para el
consumo humano, pues después de la nixtamalizacidn vy al someileria a la
digestion, sus niveles guimicos y biolégicos se recuperan tanto en ia boca (por
la accién de la saliva), como en el duodeno { por la pancreatina) y en el
estomago se inhibe por el bajo pH bajo (de la pepsina), pudiendo ocasionar

dafios en la salud.

SR
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