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ARTICULO DE REVISION
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TRANSFORMACION DE LA AFLATOXINA B1 DE ALIMENTOS,
EN EL CANCERIGENO HUMANO, ADUCTO AFBl-ADN

Magda Carvajal

Depto. de Botanica, Instituto de Biologia, Universidad Nacional
Autonoma de México. Ciudad Universitaria, Deleg. Coyoacan,
C.P. 04510, México, D.F. E-mail: magdac@ib.unam.mx

RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios téxicos principalmente de los hongos Aspergillus flavus
y A. parasiticus, son potentes mutdgenos y cancerigenos de alimentos y la exposicién del hombre a
ellas es continuo. Las AF se ligan al ADN, ARN y proteinas formando aductos AFB -ADN que se acumulan
por anos y danan desde los virus hasta el hombre. Es importante identificar y cuantificar estos aductos
como biomarcadores de largo tiempo de riesgo de enfermedad, ya que originan mutaciones y
cancer, y estan validados en animales y humanos. Las AF se activan en presencia del citocromo P,
como una molécula inestable 8,9 epdxido AFB,, que se liga al N7 de la guanina, y se tfransforma en los
cancerigenos activos o aductos AFB -Gua y, finaimente, en los aductos AFB -FAPY y son una medida
objetiva de la exposicion humana a cancerigenos ambientales. Los aductosrepresentan la exposicion,
absorcion, distribucion, metabolismo, reparacion del ADN y cambio celular. Los temas fratados aqui
son la formaciéon de aductos AFB,-ADN, estudios in vifro e in vivo, exposicion a una dieta con AFB,,
efectos, desarrollo de cdncer y mutaciones en el gen supresor p53, rutas de exposicién, vitaminas,
tipos de aducto AFB -ADN, metodologia y su control.

Palabras Clave: Aductos de AFB,-ADN, biomarcadores, cancer, control.

ABSTRACT

Aflatoxins (AF) are secondary toxic metabolites formed mainly by the molds Aspergillus flavus and
A. parasiticus; they are potent mutagens and carcinogens of foods, and human exposure to them is
continuous. AF bind to DNA, RNA and proteins forming AFB,-DNA adducts that accumulate for years
and damage from viruses to humans. To identify and quantify the chemical reactions and molecular
biology of these adductsis of primary importance because they are long-term biomarkers validated as
a source of mutagenicity and risk of cancer in animals and humans. The cytochrome P, activates AF
as an unstable molecule called 8,9 AFB, epoxide, that binds mainly to the N7 of the guanine nucleotide
forming adducts that are the active carcinogens themselves and, as biomarkers, an objective measure
of human exposure to environmental carcinogens. Adducts represent an intfegration of exposure,
absorption, distribution, metabolism, DNA repair, and cell turnover. The different issues presented here
are the formation of AFB,-DNA adducts, in vifro and in vivo studies, dietary AFB, exposure, effects,
development of human cancerand mutationsinthe p53tumor suppressor gene, the effect of diet, routes
of exposure, vitamins, kinds of AFB -DNA adducts, methodology used for their study and their control.
Key Words: Aflatoxin-DNA adducts, biomarkers, cancer, control.

Nota: Articulo recibido el 29 de abril de 2013 y aceptado el
09 de julio de 2013.
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INTRODUCCION
a palabra "aflatoxina" viene de a = Aspergillus,

fla = flavus y toxina = veneno. Las aflatoxinas (AF)
son metabolitos secundarios que corresponden
quimicamente a bis dihidro-furano-cumarinas. Las

AF sedescubrieronen Gran Bretafiaen 1960, después de lamuerte
de 100,000 pavos alimentados con cacahuate contaminado con
el moho A4spergillus flavus y AF provenientes de Brasil.

HONGOS PRODUCTORES DE AFLATOXINAS Y CONDICIONES
DE PRODUCCION

Los 3 principales hongos o mohos que producen a las AF
son Aspergillus flavus Link, Aspergillus parasiticus Speare
y Aspergillus nomius Kurtzman con propiedades bien
conocidas 2. Los cereales se invaden con hongos en el campo
desde la semilla hasta la post-cosecha, transporte y almacén.
Los hongos reducen la viabilidad, cualidades nutricionales y
sanitarias de los granos y semillas.

Los mohos aflatoxicogenos® crecen de 8 a 55 °C con
temperaturas optimas de 36 a 38 °C, la produccion de AF se
iniciade 11 a 14 °C cesando a menos de 10 °C o amas de 45 °C,
la produccion 6ptima de AF va de 25 a 35 °CEl. La produccion
de AF se favorece segun el sustrato, por factores bioquimicos,
biol6gicos y ambientales a una humedad de 10-20% y a una
humedad relativa de 70-90%, equivalente a un contenido de
humedad del grano de 16.5 a 18%. Las AF se pueden producir
en condiciones de campo o almacén al quinto dia y disminuyen
al octavo. La presencia de hongos aflatoxicdgenos no significa
la existencia de AF™. Las especies productoras de AF de
Aspergillusrequieren estar en cultivos puros, pues 4. chevalieri,
A. candidus y A. niger, compiten e interfieren con ellos, y se
han usado como control biolégico™*.

OCURRENCIA

Loshongos son capaces de colonizary producir AF en diferentes
medios como son los alimentos para animales y para humanos.
Las AF son toxinas de alimentos y la exposicion del hombre a
ellas es continuo, estan en cereales (maiz, arroz, trigo, sorgo,
cebada, avena, milo, centeno y sus productos derivados como
tortillas, cereales para el desayuno, harinas, pastas, etc.), en
semillas oleaginosas (cacahuate, nueces, avellanas, pistaches,
pifiones, semillas de girasol, de algodon, ajonjoli y almendras),
en especias (chiles, condimentos, paprika, comino, mostaza,
etc.)l¥, higos y frutas secas. Las AF son las micotoxinas mas
toxicas y dafnan a todos los animales (ganado bovino, aviar,
equino, porcino, peces, ratas y mascotas como perros y gatos,
etc.). Contaminan los productos derivados como huevos, lacteos
(leche, yogurt, quesos y crema), también derivados carnicos
como salami, jamon, pechugas de pollo, pathés, embutidos y
cervezas, enalimentos balanceados paraanimalesy humanos®®!
ysolohay trazas en vinos. La contaminacion por AF en alimentos
se produce en almacenes, especialmente si la cosecha esta
humeda o en las camas de las aves.

EsTRUCTURA QuiMICA Y TIPOS DE AF

La estructura basica de las AF™® es un anillo dihidrodifurano o
tetrahidrodifurano unido aunacumarina con unanilllo de cinco
o seis atomos de carbono (Figura 1). Las difuranocumarinas
ciclopentanonas de AF de las series B, M, Py Q son las AFB,,
AFB,, AFB,, AFM,, AFM,, AFM, , AFQ,, AFP, y AFL.

Elsegundosubgrupocorrespondealaslactonasdifuranocumarinas
de laserie GcomosonAFG,, AFG,, AFG,,. Hay alrededor de 20
diferentes tipos de AF, las mas importantes por su alto potencial
cancerigeno, mutagenoy teratdgenoson: B, (AFB, ), B, (AFB,),
G, (AFG)), G, (AFG,), M, (AFM,), M, (AFM,), P, (AFP)), Q,
(AFQ,) y D (AFD), este ultimo derivado del tratamiento de la
AFB, con amonio. Otro metabolito muy toxico de la AFB, es
el aflatoxicol (AFL). S¢lo las AFB,, AFB,, AFG, y AFG, se
sintetizan naturalmente de la AFB,; las otras AF (M,, M,, P,
Ql, G2a’ BZa yAFL) son hidroxilados productos del metabolismo
animal o microbiano. La AFB, es la mas peligrosa y toxica de
todas!™.

ProPIEDADES FisicOQUIMICAS DE LAs AF

Las AF son cristales solidos de color que va del blanco al
amarillo, sin olor, sin sabor e incoloros, son insolubles en
agua y solubles en solventes organicos (metanol, cloroformo,
acetona, acetonitrilo y dimetilsulfoxido), cuando las AF estan
en cloroformo o benceno son estables por afios en refrigeracion
y oscuridad. Las AF en solucion son sensibles a la luz, se
descomponen en el aire, oxigeno, soluciones alcalinas o de
acidos suaves y se nombran segun el color de la fluorescencia
que emana con luz UV de onda larga, en color azul B (= blue)
con anillo de ciclopentano o verde G (= green) con anillo
de lactona, lo que permite detectarlas en trazas de 0.5 ng
0 menos, en cromatografia de capa fina. Las AFB, y AFG,
tienen difuranos saturados, y AFB,, y AFG,, tienen una unidad
difurano hidratada. Los subindices 1 ¢ 2 de las AF tipo B, G,
M o P indican la movilidad que tienen en la cromatografia de
capa fina segun su peso molecular, de 298 (AFP,) a 330 (AFG,
y AFM,), que da diferentes coeficientes de retencion (RF)
que las identifican. Los maximos picos de absorbancia de luz
UV son de 265 nm a 362 nm, con una emision a 425 nm. La
Tabla I muestra las propiedades fisicoquimicas de las AF y sus
hidroxilados naturalest!.

Las AF entran al organismo con la comida, a través de la piel o
son inhaladas, resisten altas temperaturas de 237 °C (AFG,) a
320 °C (AFP,), se descomponen de 237 °C a 306 °C, segtn el
tiempo de calentamiento, lahumedad del alimentoy el pH. Asi,
las AF no se rompen con la ultrapasteurizacion, coccién, freido
o0 hervido, fermentacion, ni nixtamalizacion, pero se pueden
destruir si se calientan en autoclave con amonio o hipoclorito de
sodio. Actiian en trazas de millonésimas de gramo (microgramos
por kilogramo = pg kg*) o menostl.
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Durante la nixtamalizacion (pH de 8 a 12), el anillo de lactona
de la AF se abre y pierde su fluorescencia y se puede pensar que
estan ausentes, pero en contacto con soluciones acidas (pH de
1 a 3) del jugo gastrico, y regresando después a un pH neutro,
las AF se reactivan y fluorescen otra vez[®l.

PERDIDAS ECONOMICAS POR CONTAMINACION CON AF

El impacto de la contaminacion por AF en cultivos se estimaen
millones de US doélares. La FAO declar6 que el 25% de todos
los cultivos tienen AF, principalmente cereales, oleaginosas
y especias. Una contaminacion de 60 a 800 mg kg de AF en

? AFL

AFG4 ° 8

AFP,

Figura 1. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas!.

[ Aflatoxina Férmula Peso Punto de Absorcion ultravioleta (g) Emision de
molecular | molecular | fusién (°C) 265 nm 360-362 nm fluorescencia (nm)
B, C,H.,0, 312 268-269 12,400 21,800 425
B, C,H,,0, 314 286-289 12,100 24,000 425
G, C,H.0, 328 244-246 9,600 17,700 450
G, C,H.,0O, 330 237-240 8,200 17,100 450
M, C,H,0 328 299 14,150 21,250 (357 nm) 425
M, C.H,0, 330 293 12,100 264 nm) 22,900 357 nm) | = ---e-
P, C,sH,04 298 >320 11,200 (267 nm) 15,400 (362nm) |  ------
Q C,H,0, 328 | e 11,450 (267 nm) 17,500 (366 nm) |  ------
Aflatoxicol | CH,0, 314 230-234 | 10,800 (261 nm) 14,100 (325 nm) 425

Tabla I. Propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas®.
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alimentos balanceados para animales bajan su produccion,
causan diarrea, vomitos, abortos en bovinos y las vacunas no
sirven. En los humanos los dafios por AF causan gastos por
dias no laborados, hospitalizaciones, medicinas, abortos, etc.["!

BIOSINTESIS DE LAS AFLATOXINAS

Los patrones de formacion de las AF y de lipidos son similares,
vienen de un acetato que es el precursor comin. Cuando
la glucosa C* se incorpora en posicion uno en condiciones
anaerdbicas, laviacatabdlicade laglucosa Emblem Meyerhoff
se rompe y favorece la produccion de AF. Los precursores
metabolicos de la biosintesis de AFB, tienen una estructura
basica C,, poli-B-quétidoy pertenecenadiferentes grupos como:
xantonas (esterigmatocistina, O-metil-esterigmatocistina,
aspertoxina), poli-hidroxi-antraquinonas (averufina, O-dimetil
nidurufina, acidos solorinico y norsolorinico, averantina,

1-O-dimetilaverantina, averitrina y acetato versiconal), AF
y parasiticol®.

LasAF se producen por hongos filamentosos cuando lareduccion
de grupos cetdnicos se interrumpe y se favorecen las reacciones
de condensacionen larutametabdlicade laproduccion de acidos
grasos. Este proceso trae lasintesis de compuestos policetdnicos
(aflatoxinas)’. La ruta bioquimica aceptada para la sintesis
de AF comprende alrededor de 23 reacciones enzimaticas, y
la mayoria de los genes responsables se han caracterizado y
aislado (Figura 2)10.

EFEcTOSs TOXICOS DE LAS AFLATOXINAS EN LA SALUD

Las AF se ligan o adhieren a acidos nucleicos ADN y ARN,
y a proteinas, y afectan a todos los seres vivos con acidos
nucleicos, desde virus a vegetales y al hombre™. EI ADN

° AFQq

AFB;

Figura 2. Ruta de biotransformacion de AFB .
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afectado puede almacenar las moléculas de AFB, por afios, y
al tratar de regenerarse corta la porcion de nucleétidos donde
se pegd la AFB, y la elimina por orina, leche o heces fecales.
Las AF son compuestos peligrosos y muy toxicos, son los mas
potentes cancerigenos biolégicos paraanimalesy el hombre2,
son mutagenos y teratdgenos, de acuerdo al siguiente orden:
AFB, > AFG, > AFB,> AFG,. La AFB, es la mas toxica con
LD, bajo, junto con la AFM, y el aflatoxicol (AFL), y la AFB,
es 10 veces menos mutagenaque laAFB, . Cuando se ingieren
altas concentraciones de AF en los alimentos, se producen
efectos agudos a corto plazo (vomitos, diarreas, hemorragias,
necrosis, abortos, defectos en coagulacion y muerte), en bajas
concentraciones por largo tiempo sus efectos son crénicos
(teratogénesis, inmunodepresion, mutagénesis, hepatitis,
cirrosis, aplasia del timo y canceres diversos) y se han asociado
conel Sindrome de Reye!'¥, conencefalitisy degeneracion grasa
delas visceras de los nifios, amarillamiento, inmunosupresion,
falla renal, neurotéxica o gastrica, kwashiorkor y marasmot4.
Las AF afectan la absorcion y el metabolismo de lipidos,
carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, y su toxicidad
afecta el transporte electronico de la cadena respiratoria y las
membranas celulares y subcelulares. Las AF ingeridas con los
alimentos se absorben por la mucosa intestinal, pasando de la
sangre al higado, rifién, conductos biliares y sistema nervioso.
Los cambios citologicos causados por las AF en las células
vegetales y animales son similares: nucléolos en forma de
anillo con capas diferenciadas, numerosos cuerpos lipidicos,
mitocondrias con cisternas alargadas, reticulo endoplasmico
desgranulado, niicleos alargados e irregulares y cromatina con
muchos granulost™. La AFB, actia como un antimetabolito
que se liga al ADN e interfiere con el ARN y la sintesis de
proteinas(*2s1,

En China, Africa y Asia hay evidencias epidemioldgicas que
relacionan la ingestion de AFB, con un aumento de cancer
hepatocelular primario (HCC)!®, Los paises donde se consumen
alimentos enmohecidos tienen mayor incidencia de HCC. En
Indial'™, tuvieron maices con 6.25 a 15.6 mg de AF por kg, que
causaron dafo hepatico. En 1974, se presentaron 108 casos de
nifios que comieron maiz con AF y todos desarrollaron cirrosis
hepatica. En Tailandia'® las AF son endémicas, y se han aislado
AFB,,AFG, yAFB, de higado humanoy sus metabolitosAFP y
AFQ, se cuantificaron, y relacionaron con cancer de colon. Todos
los compuestos hidroxilados de AF se han asociado al cancer
humano. En Guangxi, China!"!, hubo HCC por la ingestion
diariade 1 a2 ug AF/kg de peso corporal. Se correlaciono la
susceptibilidad a AF con infecciones de SIDAY con presencia
de virus de la hepatitis B (VHB). En 65 mercados de Kenia
aparecieron 350 maices con AF (de 20 a 1000 pg kg?) que
causaron hepatotoxicidad a 317 personas y 125 muertes?’l. La
ingestion diaria en el sureste y noroeste de Estados Unidos es
de 0.11 y 0.0002 pg AF por kg diarios!?4.

Han sido reportados diferentes tumores cancerosos por la
exposicion a AF: HCC, de colon, recto, estomago, glandulas
lagrimales, lengua y es6fago. Hay una relacidn directa entre
la ingestion de AF y estudios de HCC en Tailandia, Kenia,
Mozambique y Suazilandia, mas agudos en hombres que en
mujeres. La presencia de la infeccion por VHB es un cofactor
importante en la etiologia del HCC. El higado humano parece
ser mas resistente a desarrollar cancer por AF que el de rata. La
formacidnreversible del AFL constituye una reservametabdlica
de AF relacionada con unaaltasusceptibilidadal HCC! 9. Las AF
en células embrionarias del pulmén humano inhiben la sintesis
de ADN en la mitosis causando vacuolas y células gigantes.
Las particulas de polvo y tamo de granos de maiz pueden tener
AF y al inhalarlas causar cancer de pulmdnt?2,

Aun se desconocen todas las fuentes de exposicion del hombre
a las AF y el higado no es el unico 6rgano blanco, aunque si
el mas afectado. La determinacion precisa de los dafos por
AF requiere de la medicion de biomarcadores de largo tiempo
de consumo, que predigan el estado de salud e inmunologia
humana!. Muy pocos biomarcadores de largo plazo se han
validado en animales experimentales y en el hombre. Las AF
son cancerigenos quimicos ¢ iniciadores de cancer y actian
sobre el ADN por un mecanismo genotoxico que requiere una
conversion metabolica hacia formas reactivas (electrofilicas)
paratransformarse en aductos mutagenos, acumularsey producir
sus efectos!?¥. El dafio al ADN por oxidacién o por radiacion
afecta al metabolismo celular®!. EI monitoreo de aductos en
tejido humano informa sobre la exposicion a AF, su relacion
con el VHB, exposicion a una dieta con AFB, y al HCCF®),

La AFB, causa aberraciones cromosomicas, ruptura del ADN
en células vegetales y animales y mutaciones genémicas en
prueba de Amesitt27,

Laactivacién metabolicade AFB, inicialaformacion de aductos
que originan al cancer. La AFB, se liga a proteinas como la
albumina, ovalbumina, ADN y ARN, formando conjugados o
aductos que se pueden detectar en sangre, orina y tejidos del
organismo que las ingiri6®4. Los aductos de los tejidos son la
medidadelaexposicion cronicaalas AF y reflejan el bombardeo
que el ADN sufre en afios de exposicion. La presencia de un
aducto en 1,000,000 de nucleotidos es medida de malignidad
en tumores en rata alimentada con AFB,*Y. Tan pronto como
una persona envejece, su ADN acumula més aductos capaces
de producir una mutacion o iniciar un cancers,

ACTIVACION DEL PROTO-ONCOGEN

Los aductos AFB,-FAPY se acumulany con el tiempo, pueden
producir mutaciones que inician el proceso canceroso pues son
activadores del proto-oncogén H-ras'?’\. Los proto-oncogenes
celulares de la familia ras codifican la proteina p21, que tiene
una afinidad por el guanidin-trifosfato (GTP), que es importante
en la traduccioén de proteinas. Estas proteinas p21 se activan
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al asociarse a GTP y se inactivan al hidrolizarse en presencia
de las enzimas GTPasas (GAP)B%. Los proto-genes ras sufren
mutaciones puntualesy los oncogenes resultantes estanactivosy
producen proteinas que disminuyen la actividad de las enzimas
GAP, con menos capacidad para inducir hidrdlisis de la GTP
en el complejo activo. Es probable que la continua transmision
de las formas mutadas contribuya a la transformacion maligna,
asi como el papel de los genes ras en la hepatocarcinogénesis
por AFB,**l. El desarrollo de zonas transformadas en el higado
y las células transfectadas originan células tumorales cuando
se inyectan en nodulos hepaticos de ratones sin timo. Hay
oncogenes en muestras de ADN que vienen de HCC, hay
K-ras activados en algunos tumorest®!. Los tumores con K-ras
activados tienen sustituciones G-C a T-A 0 G-C a A-T en el
codon 12 que coinciden con las producidas cuando la guanina
es blanco de AFB!,

De los mas de 100 genes relacionados con el cancer, lamutacion
en el gen p53 es la alteracion genética mas frecuente asociada
a neoplasiast®?. Las funciones de la proteina del gen p53
incluyen: control del ciclo celular, sintesis y reparacion del ADN,
diferenciacion celular, plasticidad gendmica y muerte celular
programada. Los efectos se asocian con la modulacion de la
transcripcion medida por el gen p53, otros genes supresores y
a proto-oncogenes relacionados con el control del crecimiento
celular®>33], La alta frecuencia de la mutacion especifica G a
T en el coddn 249 del gen p53 en HCC humanos de chinos y
africanos, por la ingestion de altas concentraciones de AF, es
de gran interés pues otros canceres humanos tienen mutaciones
en el gen p5363233],

Lainfeccion cronica por hepatitis B ligadaala proteina, aumenta
la mutacion del hepatocito por AFB, o por su epoxido, quiza
por alteracion del equilibrio entre la reparacion del ADN y

la apoptosis, que son mecanismos de defensa contra el estrés
genotoxicol*>33,

Los cambios en el codon 249 repercuten en la proteina p53, y
se induce un crecimiento agresivo en el hepatocito mutante del
higado cronicamente infectado con el VHB, que incrementan
las mutaciones en tumores avanzados®¥. La importancia de
las mutaciones en el gen p53 codon 249 por la toxicidad de las
AF es controversial®*, ya que otros cancerigenos diferentes
de la AFB, produjeron mutaciones en este codon®2. Cuando
se compararon tumores de pacientes que vivian en areas con
riesgos alto y bajo de dafio por AF, la frecuencia de mutaciones
enel codon 249 gen p53 no se correlacionaron con la frecuencia
de aductos AFB,-ADNP?),

Tiros pe Apucros pe AFB -ADN

1. Exo-epéxido-8,9- AFB,

Las AFB, y AFB, no son mutagénicas en si mismas, requiren
de bioactivacién, para transformarse en exo-epoxido-8,9-AFB,
0 exo-epoxido-8,9-AFB . Estos epoxidos no se han aislado
debido a su alta reactividad e inestabilidad para ligarse al ADN
y ser cancerigenos®. La AFB,-2,3-dicloro (AFB,-Cl,) se
sintetiz6 comoun analogo electronlco delepoxido-8,9-AFB, »],
La toxicidad y potencia cancerigena de las AFB, y AFB, es por
su bioactivacion (Figura 3).

2. Aducto AFB,-Gua

La AFB, se activa en el higado, como epo6xido-8,9-AFB, que
se liga al ADN, ARN o proteinas, primero se liga al N’ de la
guanina del ADN, sitio de unién y mutacion preferente, para
formar al aducto 8,9-dihidro-8-(N’-guanil)-9-hidroxi-AFB,
abreviado como AFB, -Gua, que representa al 90% del total de
aductos formados en roedores y en el higado humang!?+29:35.3¢1,
yaseaapartirde la AFB, ola AFB,"””, con ayudade laenzima

L

AFB, -Gua Ho

O

/)% l :/>

ADN

AFB, -FAPY

J

Figura 3. Activacion de la AFB, para formar el aducto 8,9-AFB, epéxido. Estructura parcial de los dos aductos mds abundantes!®®!.
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CYP1A288 eliminado en un 70% por la orina o leche, o puede
quedarse en tejidos tumorales, indicando exposicion reciente
y la medida de reparacion del ADN2*%) ademas se comporta
como biomarcador de riesgo de enfermedad®. La dosis de
AF excretada en orina no es indicativa de la cantidad que se
quedaadentro, los aductos de orinadan datos complementarios
a los aductos de tejidos. La formacion del aducto AFB,-Gua
depende de las bases que flanquean la guanina, hay una baja
eficacia de la union cuando la guanina estd flanqueada por
secuencias ricas en adenina (A)-timina (T), mientras que
cuando esta flanqueada por otra guanina, la eficacia de la
ligadura aumenta-*’. El aducto AFB-Gua es un isdmero
electrofilico muy inestable y puede zafarse del ADN dando
unsitio apurinico. No se han detectado aductos estables con la
adenina, citosinaotiminal*®!. Launién del epoxido-8,9-AFBE
con ADN es por una intercalacion covalente entre la doble
cadena de ADN y el AFB,-exo-8,9-epoxido*l.

Otros aductos N” menores pueden formarse de la oxidacion
enzimatica de AFP , AFM, y de otros metabolitos insaturados
de AFB, enlaposicion 8,914, No todas las AFs con doble enlace
8,9 forman aductos directamente. El AFL es un metabolito
altamente cancerigeno que actiacomo unreservorio que extiende
lacancerogenicidad de AFB, enalgunas especies, especialmente
en trucha®d. Al menos el 95% del AFL se reconvierte a AFB,
antes de formar el aducto™!. Mas del 99% de los aductos de
AFL-ADN producidos in vivo son idénticos a los producidos
por AFB, 4,

3. Aducto AFB, -FAPY

El aducto AFB,-Gua es muy inestable y puede zafarse del
ADN dando un sitio apurinico o bien el anillo imidazol se
abre, se hidroliza y forma al aducto ligado a las pirimidinas
8,9 dihidro- 8-(N®-formil-2,5,6-triamino-4-oxo0-Ns3-pirimidil)-
9-hidroxilaflatoxina B,, abreviado como AFB,-FAPY, que se
acumulan porafios y causan mutaciones en el gen pS3 y seasocian
frecuentemente a neoplasias segun los factores hereditarios del
organismo[®#l, El aducto AFB,-FAPY se libera del ADN con
acido férmico?’l. Después de una exposicion aguda o cronica,
los aductos AFB,-FAPY quedan fijados al ADN de los tejidos
de especies animales susceptibles y tienen cromatogramas
complejos de los aductost-46471,

La acumulacion del aducto AFB-FAPY persiste mucho
mas tiempo en el ADN, y es mas importante en los estudios
oncolégicos aunque es menos frecuente. EI mayor nivel de
aductos unidos al ADN fue a las 24 h de aplicar 500 pg kg™ de
AFB, aunas ratas. A las 96 h el nivel decreci6 ligeramente, sin
embargo los aductos AFB, -FAPY ahora representaron el 50%
de las AF hidrolizadasi*#". El metabolismo y formacion de
aductos AF-ADN en trucha arcoiris y en salmon han servido
para establecer una dosimetria molecular para comparar
diferentes susceptibilidades y predecir tumores de cancer
entre especiest®l.

4. Aductos de AFB, -proteinas

a. Aductos de hemoglobina

Los aductos de proteina en la sangre se usan para calcular la
exposicion a cancerigenos electrofilicos. La hemoglobina es
abundante y el tiempo de vida de los eritrocitos humanos es de
120 dias. Los aductos de hemoglobina son estables y se pueden
detectar varias semanas después de laexposicién, facilitando un
monitoreo retrospectivo. En exposiciones crénicas, los aductos
de aminoécidos se acumulan en la hemoglobina y se pueden
medir en los eritrocitost %,

b. Aductos de albiimina

La albumina es una proteina abundante en la sangre reconocida
como medidor de dosis ingerida y que se sintetiza en los
hepatocitos, sitio donde muchos cancerigenos se metabolizan
a sus formas reactivas, y con una vida de 20 dias. La AFB, se
liga mas ala albimina que a la hemoglobina. La albtimina es un
componente del fluido intersticial que rodea a las células y que
puede reaccionar con los metabolitos electrofilicos de cualquier
tejido. Los aductos formados en el suero de la albimina tienen
una dosimetria similar a la hemoglobina, indican exposicién
e identifican riesgos. El suero de la albimina es un medidor
mas efectivo que la hemoglobina respecto a cancerigenos de
alimentos.

Los aductos unidos a la proteina no se reparan y pueden dar
lugar a moléculas inestables que pueden desestabilizarla®Y.

c. Aductos de AFB, - lisina

Los aductos de la AFB,-albumina indican la exposicion de AF
ensangre, donde laAFB, -lisinaes el producto de ladigestion de
la AFB,-albimina usada en estudios animales y humanos. Este
aducto muestra la exposicion a AF y las relaciones del aducto
interno en humanos®. El promedio diario de exposicion a las
AF, en Gran Bretafia, es de 3 pg de AFB, y el promedio interno
en ADN de higado es de 5.9 aductos/10” nucleétidos®. Para
facilitar el estudio de aductos de AFB -lisina, se desarrollaron
anticuerpos monoclonales de raton que detectaran al conjugado
de albumina de suero bovino de AFB -lisina sintética™. El
isotipo de uno de estos anticuerpos, IIA4B3, se ha clasificado
como inmunoglobulina G, (A, lambda). Las afinidades de
ITIA4B3 por la AFB, y sus aductos asociados y metabolitos son:
AFB -lisina>AFB,-FAPY >AFB, >AFM, >AFQ,. Unmétodo
analitico basado en radioinmunoensayo competitivo con [IA4B3
y [’H]-AFB.-lisina se valido con un limite de deteccion de 10
fmol de aducto de AFB, -lisina®. Se correlacionaron los niveles
de aductos de la albimina de suero con los niveles de aducto
de AFB,-ADN en higado de diferentes especies de roedores
(rata sensible a hamster y raton resistentes) para ver si puede
servir como biomarcador de cualquier especie y conocer las
diferentes susceptibilidadesalainduccion de tumores por AFB,
encualquier especiey enel hombre!*3., Se puede usar este aducto
como biomarcador en estudios de exposicién humana a AF y
da ademas el riesgo de alteraciones genéticas consecuentes(>¥,
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5. Aductos de AFB, adenosina y citosina

Se ha reportado menor aduccion de AFB, a adenina®! y
citosinal®*” en ADN in vitro y falta evidencia de su importancia
en la produccion de cancer in vivo. Otros biomarcadores son
aductos de AFB, en ADN de linfocitos y de albumina de suero.

Los factoresrelacionados ala formacion de aductos AFB,-ADN
son laedad, tabaquismo, alcoholismo, susceptibilidad del 6rgano
para formar aductos (ej. células parenquimales hepaticas, tejido
pulmonar, intestino delgado, cultivo traqueal, placenta, radicales
intermedios de la bilis, etc.) y modulacion de la temperatura
del metabolismo hepatico de AFB,. Con respecto a la edad y
a la susceptibilidad de diferentes 6rganos a formar aductos, la
glutation transferasa disminuye cuando hay muchos aductos
AFB,-ADN en el higado y se correlacionan con el aumento de
tumores por AFB, en ratones recién nacidos™l. La hidrélisis
de los aductos AFB,-ADN es mayor en ratones recien nacidos
y contribuye a remover mas rapido los aductos. Hay factores
enddgenos que afectan, como laedad, el habito de fumar tabaco
o tomar alcohol y se asocian a un mayor porcentaje de aductos
AFB,-Guaexcretados, indicando mas actividad de laAFB,. No
hubo relacion entre aductos AFB,-ADN y el antigeno al VHB,
nivel educacional o raza.

Otros factores del huésped pueden modificar los efectos toxicos
de las AF, principalmente hormonas relacionadas con el sexo, la
cantidad de alimento ingeridoy otras interaccionesambientales.
Hay estudios® acerca de la influencia de la grasa de la dieta
en la bioactivacion hepatica de AFB, en ratas. Dietas altas en
azucaresy bajas en grasareducen los microsomasy favorecen la
epoxidacion de AFB,, mas que las dietas altas en grasa. El dafio
enADN serelacionacon laaparicion de tumores malignos®1. El
ayunoy larestriccion cal6ricareducen laactivacién metabdlica,
y bajan tanto la cantidad de aductos (un 50%) como el riesgo
de cancers3-6%1,

La luz, riboflavina y carotenos afectan la respuesta de la rata
a la toxicidad aguda por AF y se desconoce la influencia de
las hormonas y de la nutricion en el cancer inducido por AF.
Las ratas tratadas con fenobarbital, y a las que se les extrajo la
hipéfisis, presentan cambios en el metabolismo de la AFB, y
muy pocos aductos AFB,-ADN unidos a las macromoléculas
en los hepatocitos.

Enzimas. Las lipoxigenasas y la prostaglandina H sintetasa son
enzimas que juegan un papel importante en la bioactivacion de
laAFB, entejidos hepaticoy extra-hepaticol®. Vitaminas. Hay
unaasociacion entre la presencia del aducto de orina AFB,-Gua
con los niveles de a-tocoferol (vitamina E), licopeno (pigmento
vegetal anti-oxidante rojo), con o y B-caroteno (precursores de
la vitamina A) y colesterol en el plasma sanguineo a diferentes
niveles de exposicion de AFB,. No hubo asociacion entre la
presencia de aductos y los niveles de retinol, testosterona,
vitamina E y B-caroteno, los cuales aumentaron laformacion de

aductosAFB,-ADN, y hay unarelacionentre los micronutrientes
del plasma y el riesgo de AFB,-relacionada con HCCI®,
Otros datos contrarios reportan que el 3-caroteno control6 la
formacion de aductos de AFB, *1. Con respecto a las vitaminas
y carotenoides’®J, en la carcinogénesis del higado por AFB,, el
licopeno y un exceso de vitamina A no tuvieron efecto, pero el
-apo-8'-carotenal, cantaxantina y la astaxantina redujeron el
tamafio de focos preneoplasticos®*l,

Rutas de exposicion para la formacion de aductos en ADN.
La inhalacion de AFB, es una ruta efectiva de exposicion en
ratas y hamsters que produce dafio genotdxico en el higadof®!,
La administracién intratraqueal de AFB, aumento un poco su
presencia en ADN hepatico en contraste con la gran fijacion
observada con animales que recibieron la AFB, en forma
intraperitoneal. Los pulmones son el segundo o6rgano en
importancia en retener un 66% de [*H] AFB, tritiada. Los
macrofagos alveolares poseen una funcion oxidativa especifica
para activar laAFB, y formar epoxido®®.. La mucosa nasal con
las enzimas de la familia P, del gen 2A de algunos mamiferos
(congjo, rata y humano), los hace susceptibles a la formacioén
del aducto AFB,-Gua. La formacién de aductos de AFB,-ADN
por microsomas nasales decrece con la nicotinal®”.

MeropoLoGia

Los métodos para estudiar a los aductos de AFB,-ADN,
son un muestreo representativo del lote con muestras bien
homogeneizadas. En el caso de alimentos balanceados o
granos, una submuestra de 50 g se liciia con solventes organicos
(metanol, cloroformo o acetonitrilo) para extraer a las AF y
se filtra. La concentracion y purificacion de AF del filtrado
diluido en amortiguador de fosfatos (PBS) 1:5 v/vapH 7.4, se
realiza utilizando columnas de inmunoafinidad para AF totales
previamente activadas con 20 mL de PBS apH 7.4. La columna
debe recibir 1 g de muestra, se eluye con 2 mL de metanol,
ACN o cloroformo.

Enel caso de aductos de AFB,-ADN la muestra de tejido, orina,
leche o sangre animal o humana se homogeneiza, se purifica
el ADN con proteasa y se elimina al ARN con nucleasas, se
hidroliza hirviéndolo con HCI hasta depurinarlo para romper
el ADN y se pasa por una columna de inmunoafinidad.
Finalmente se aplica el método de ELISA Inhibitorio Indirecto
que detecta desde picogramos hasta fentogramos de aducto(*®,
0 sea una molécula de aducto de AFB,-ADN en un universo de
10,000,000,000,000,000 (10%%) nucledtidos de ADN.

Los métodos para analizar aductos de AFB,-ADN son: a)
cromatografia de liquidos (HPLC) a alta presion y fase
reversal?’; b) HPLC con deteccion de fluorescencial®’; c)
HPLC con electrospray y espectrometria de masas (LC-ESI-
MS/MS)"; d) reaccion de polimerasa en cadena (PCR) con
radioinmunoensayo competitivoB; ¢) métodos radioactivos con
ADN marcado con C_, *"); f) espectroscopia de resonancia electro
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spint™; g) ELISA con anticuerpos monoclonales!; h) analisis
de inmunofluorescencia indirecto!” ; i) prueba de Ames[’7,
Los métodos antes mencionados, junto con la espectrometria
UV, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)
y espectrometria de masas (MS), fueron consistentes al probar
que el fotoaducto AFB,-N"-guanina es el mas frecuente y se
encuentra en mayor cantidad.

ConrroL

Hay unatasa de reparacion natural y remocién de aductos!’ que
reducen la union a acidos nucleicos con resistenciaalaAFB,, 0
bien con preexposicion aAFM, 77, Los aductos pre-existentes
modulan la formacion de aductos AFB,-ADN1,

La actividad de las enzimas destoxificantes glutation
transferasa (GTS) se incrementa en animales que ingieren AFB,
cronicamente en losalimentos, y reduce launionde laAFB, alas
macromoléculas”-#!1. Entrucha, laenzimainhibitoriade aductos
es la B-naftoflavona (BNF)®*!. La P, 2A5 es un citocromo
de ratones que cataliza la oxidacion de la AFB, al epoxido 8,9

AFB, ™, para ello se usan levaduras recombinantes'®!,

La etoxiquina (EQ) antioxidante y la reductasa aldehido-AFB,
(AFB,-AR), protegen contra la formacién de aductos unidos a
proteina®™! e inhiben las lesiones por AFB,.

Hay compuestos quimicos protectores que retrasan o curan el
cancer como los antiestrogenos, antiinflamatorios, antioxidantes
y otros agentes de la dieta®). La indometacinal??, ditioletiona
de dieta (DTT)"®, hidroxitolueno butilado (BHT)®”, &cido
nordihidroguaiarético® y selenio®®! son potentes protectores
contra HCC por AFB,, que redujeron los aductos AFB, -N"-Gua
por induccién de GSH-S-transferasas. La dosis alta de BHT
causa efectos patolégicos.

Alimentos como las cruciferas contienen ditioletionas que
inhiben al cancer®, las coles de Bruselas disminuyeron un
50-60% la union AFB-ADN del aducto y aumentaron las
actividades hepaticas e intestinales de la GST®!. El indol-3-
carbinol (13C), de las cruciferas inhibieron in vivo la formacion
deaductos AFB,-ADN un 68%y combinado con BNF inhibieron
519% 21, El brocoli tiene glucorafanina que es un glucosinolato
que se hidroliza como sulforafano por la microflora intestinal y
es un inductor de enzimas destoxificantes?®*4. El oltipraz®” es
underivadosintéticodel brocoli, previamente usado en humanos
como medicamento anti-schistosoma, til para consumidores
de comida con AFB, en regiones con alta incidencia de
cancer de higado, es un potente inductor de la GST, enzima
destoxificadoradelaFase Il que inhibe el cancerde vejiga, colon,
pecho, estomagoy piel, perono hasido relevante en poblaciones
humanas®. La cumarina® protege contrael origen del cancer
hepatico por AFB, enrata. El acido elagicol™ es unfenol vegetal
de varias frutas y nueces que inhibe la mutacion por AFB,, y
reduce los aductos AFB - ADN y el dafio en ADN en tejido

traqueobronquial de rata y humano. El cafestol y el kahweol
sonditerpenos quimioprotectoresy anticancerigenos de granos
de café verdes y tostados®®. Los monoterpenos redujeron la
formacion de aductos en ratas expuestas a AFB ). El jugo de
toronja suprime el dafio al ADN por AFB "%, El -caroteno
no protegio al ADN de las alteraciones producidas por AFB,
y causaron cambios menores en su metabolismo®®. El efecto
protector del acido ascdrbico fue ligero en los animales con
toxicidad aguda por AFB, 4.

Oldenlandia diffusa y Scutellaria barbata son plantas usadas
en medicina tradicional china para tratar tumores de higado,
pulmoén y recto; ellas inhiben la mutagénesis, la fijacion al
ADN y el metabolismo de AFB, bioactivado por Aroclor 1254
en S, en rata [,

La clorofila es un producto natural ttil para reducir los aductos
de AF-ADNI%I Tas bacterias probidticas pueden formar
complejos con la AFB,, bloquear su absorcion intestinal y
reducir la excrecion de AFB,-Gua asociados con aumento de
riesgo de desarrollar HCC04],

La informacion presentada aqui engloba algunos aspectos de
los aductos que son interesantes para los cientificos y otras
especialidades, esperamos haber dado datos de vanguardia
acerca de estos importantes biomarcadores.
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