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RESUX ET .
~ Se estudid el:efecto'&e iiférentQSfmicotoxines, Zezrale-
nona, Aifletoxinas B, B,, G I G, Deoxinivalenol (%Cr) y- Dimceto
PhrTrpencl (DAS) sebre el ciltivo celuler de cdficer cervicouteri-
no hunano, rprocedénte de unaz sersona 1lzmadp Heler Tane, de ahi -
su nombre Hels, v se comperd su efecto sobre cl cultivo eelulay -~
trbeedente de -ri¥dn de mono verde, BN {(Puffals #réen Koﬁkey).

Se azrnlicaron diferentes concentraciones de micotoxinas -

-
2

en distintos voldmenes de dimetilsulfdvido 2117 ( 2.5200 en 1.3,
Sopb en 2.5¢1, 10psb er S41, 507tk en 2541 y 1COnnt en SCyl nara

. das aflatovinas; l.prm en 1.241, 2vrm en 24}, drmn en 44}, €npn
en qu, Snmm en &1, 10rpm en 10, 20pmm en 2041, 2Trmm en 291

¥y 50npm en 5Qy1 nara 1=z zearalenona ¥ los tricokecenos ) en eulti-
vog celulares "in vitro", esterando vars conocer su =Tecto Zdhrs,
para la zezralenonz, 1&hrs. vars les afliztorinas v l€hre. vare -
los tricotecenos, Ia zearalencna, el deoxinivelencl ¥ el @

.. Scirpenol =e éplicaron a concertrsciones Je prm ¥ las aflafoxin?s
A = concentréciones de ppb,‘dehiéo 2 su toxicided, rotfndose unn -
gredacidn en los efectos téxicos em yrororcidn directa a los volyd

‘menes y al tiemvo de exposicién.

Se obtuve 1z doziz lstel (LD=O) 2l 50% de les célules, -
cbgervindose diferencias en la toxicidad de las micotexiras, Ja -

dogis letal de 1la gearalenona Tue de 6rom (ﬁﬂ}). Bl de 10opb (5 1),
G, de 5Cvpb (2541) v deoxirivelenol de Bopn (&4}), en cdinlng Hela.
Iz dosis letel en cflulas 26K fag rrra la zeorelenona de dnwm (4;@) )
B, de 2.57rb (.22}, 2

de Envm (ﬁq})- Pora el dimcetoxiscirpenol no fue posible obtener

s G],y %, de 1073k (Syl) v deoxinivalercl

1 N

dosiz letrl, Estoz recultador demcotraron maemor su-caxntibitided de
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las células Hela a las distintas micotoxinas que las células BGH,

1a zearalenona fue la que presentd menos efecto téxico.
De las aflatoxinas, la 31 es la que causé mayor toxicided en ame
bos cultivos celulares y de los tricotecenos, el diacetoxiscirpe
nol causé para todas las concentraciones de ambos cultivos celu-

lares el 1004 de toxicidad.

las células BGY exhibieron mevor susceptibilided a to -
das las micotoxinas, debido a que provienen de un drgano sano y
las células Hela exhibieron menor susceptibilided a todas las mi
cotoxinas porque son células provenientes de un cdncer, ya tréng

formadas.



ABSTRACT .

mhe effect of different mycotoxins, Zea*alenore, Qflato—

wina Bl, By @ and Gy, Deowyrivalenol (DOX) end Diacetorye clrne~
net (DAS) on the cellular tulture of hummn cervico-uterire cancer
snd hezalthy kidney mo. .ey cells was stueieé.,HelenfLane gave the

azme o HeTa cells vhere the etudy was dome, end the results were

comrzred to the effect of the same mycotoxins on cellulsr culiurs

Trom Tuffalo green monkey kidney (3GY).

Different concentrations of mycotoxins in @iffercnt Dime
thrlzulcroxide (1%4) volumes were mnplied (2.5wob in 1.24}; 5utl

in 2.5%; 1Cpob ir Syl; 50vvb in 2541 and 1C0ppb in 5041 Zor aflz

[ty

toxins for zearzleno:ne and trichothecenes the znyTied Joceg ver

?.?;cm/i.Q{}- QDnm/Zq}- 4:ym/£4}~ 6:nm/6{}- 8o /Eﬂ. 1C:ﬁr/1Cq}:
?Pnnm/Zqu- QSnwm/lﬁql 2nd SOunw/Seq}. These doges were Azrlied

in Hela cell cultures "™in vitro" end the effect was moritorszd af-

- %er 24 hours for zearalenone, 18 hours for aflztoxins end 16 houre
for trichothecenes,

The zearalenone,.DON and: DAS wore gpnlied in ram 7nd o2

flatowing in mob due to thoir different toxicity, 2 sepence in
the effects was gbserved #n direct nropovtion to the voluwmes and
srzogition tine,

The letnzl dcie (TD ) weg obtained, nre~u"t1n; 4iferen~
crg in the toxicity of the mvcotox1ns. The'letPI dose in iela - -
cella for "e“rQTen01e wag fprm, for 1 (]O.uh), G (50b) tmd -
oY {8nvm). '

The Lethnl dnce for PP cells were for vearalencre (4pr~-)



Lflatoxine By (2 “7"\‘:\ B,y & and n, (i0rph), BCX (6:om). Tor -

ible 49 obtain the lethal dcse hecauce all. the
gwellest dose of 1,2p4dm,

DAS %t was not pose

cells died wwth th

™hese reeulfé‘demonstrate lesk éuscertiﬁility of the Hele

¢ells 4o the alf:erert myeotoxing bnnn the one presented .in the

R o

Ser C"'l" .

-

?r . the aflatoxins, tne 3y was the most toxie one in'

toth cell cultures, end the trichothecenes; DAS csused 1009 celln

-
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The zearalenone was the less aggresiﬁe one,

e PG cells exhinhited rore euscevitilisy %o -1 the -
wreosoxine hecruse they core Irom a neslthy orcex, pnﬁ the Helg

ing TLeconge the
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INTRODUCCION.

Ia creciente demenda da productos agricolas en nuestro
na{s ha impulsado fuertemente ‘al sector agropecuar1o a 1ncrenen -
ter sus nivelers de productivided y eficiencia; queaa ain bactavte
camino por recorrer a fin de gatisfzcer esta demendae en constante
aumento, debido zl erecimiento dsmogréfico. Sin embargo, al entrer
loe rroﬁdetos agropecyzrios 2 ser almacenados en forma masziva e -~
industy 1alxz§ debe tousres en cuenta sus ofectos en la salud -
piblica

En este asmecto 1la & tccc16n ono”tuna de agentes conte-
'n1nentes en alimentog es una 9ct1vided de fundamonual 1m*ort;301a,
ya que ejercen efectos nocivos ern la gzlud aimel v humara. Se re
gquieren estudioa narea determinar la magnitud del “roble 2 en Véxi
co, Una de estas situsciornes se refiere al problema de contemira-
cién'de alimentos por hongos ¥ sus toxines, emple zios en expiota—A

cion9e pecuariss o pars consuwo humano, -

1a proliferacidn de hongos en alimentos mal almacenados
es un hecho bastante frecuente.y es un problemwa de gren importan-—
cia, . - ' » . .
©. dunque uné buena parte de los hoﬁgﬁs'conteminentesAcomu-‘
nes en glimentos, no tiene . efectos nocivqs gn'la salud.(uewberne,
1973), -existen especies d6 mohos potencialmente peligrosos -
que pueden provoerr dszde una. bqaa conversidn del =2limento, hasta
una anplia gama de sfndromes en aniceles (Shreeve et al.,1975).
Eatos hbnﬂos ratdzenos pueden ejefcer su efecto a través de 1a in
Teccidn dircetz o bie. por la accidn deo sus toxinas (Flood y Fen~

derson, 1969),
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'Generalmente se encuentranivgfias~e3pecies de hongos cpn-
taminendq:en forma simulténéa’un~51imehto, y uno de log nallasgos
wds fréédentes constituye el aislamiento de hongos como Asverci -
1lus spﬁ; y Fusarium svp.s productores de toxinas como son aflatg
Xxinas, zearalenpné, tricotecenos, etc. en los alimentos. Dichos
hongos se desarrollan profundamente cusnde las condiciones-de hu-
medad 'y températura les favorecen, éspecialmente en el caso de gra
nos y forrajes'con un méyor contenido dg humedad, en los que se
presenta como résultado ei calentamiento y putrefaccidn, con creci

miento de hongos de diversos géneros,

Aunque estos hongOS'puedén'llégar a provocar infecciones
‘micéticas en los tejidos de los animaléé, gin duda revisten mayor
importancia las toxicosis asociadas a su produccidén de toxinas,

Tas micotoxinas afectan adversamente las respuestas inmu
nes a agentes infecciosas; %al es el caso de las aflatoxines, pa-
tulina y esterigmatocistina. Wuchas son %ermoqstables y sorvortan
.gaperaciones como 1a'pe1etizac16ﬁ, la coccidn y el enlatado o enva-
sado, pudiendo ési aparecer en la leche o en los productos snime -

les constituyendo un problema para la salud humana (Shrecve et el.,
1975).

Hay evidencias de que las toxinas de los hongos juegan un
papel mﬁy importante en la patogénesis de alsunas enfermedades de
- 1os animaies en varios'paises,‘talas como 1la "pefrovatis vorcina®,
en Dinamarce,,"eczema facial del borrego", en Nueva Zelenda YShreg
-ve et al., 1975}, el "sindrome estrogénicc de orden nlimenticio.en

cerdos", en “éxico (Rosiles ¥ I4wez, 1977).

El nimero de honzos conoeidos que rusden producir toxinrss



es grande y les micotoxinas pueden éfedtar todos los sistemas del

Jrganismo,

Se disrone de voca informacidn sobre la naturaleza o la -
extensidn de estos pfoblemas en nueetro- pafs en humenos, ror lo -
que el hombre, y el cultivo de tejidos humenos daz le posibilided -
de probar un modelo cdecusfo. Tor tanto, un primer objetivo de’la
tesis es conocer los efectos de las diferentes micotoxines 2 dis -
tintas concentrazciones en las células Hela de cdncer cervicouteri-
no humano. Un segundo objiexivo, ec determinar la dosis letal redie
e estes micotorine: rarz dichas célules, El tercer objetivo es -

conocer el efecto de les micotoxinas en células znimzles sanas.
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lztivarente sencillo er o) lakoratorio,

!derds, en esha tesis se presentardn penerzlidades de lar
micotcines objete de eztudio, ¥ del uso de cultivos celuleres co-

mo modelos exverimentsles rera truebse de toxicidad "in vitro".

Tstes hen side, a greades resgos, las rmotivacionee 7 vlas

teemientes originnles fue han coenformado el rrecente trebajo. -



ZEARALENONA..

e) Definiecidn:

Ta zesrezlencre, t amb1é devom*roda toxira P-2, es un mets

tolito téxico elsborado por di ferentes ecpecies del génerc Tusarium

—-——

ey
a sater: ¥, owrsyperur, ¥. iricinctum, F. wonilifor—e, etc. las

e
cies de Fussrium se nuiren de meteria orgdnica en descomrosicidn a-
a

mn

tundente en la naturaleza o bien de organismos vives, csuserde

como merchitzmients ¥ wwfricidn en nlering,

Te pelsbre zesrclencna derive de la rlontz Tozneders Zen
.@?{z)y de su estructurs -ufmice: ral=lactena del Zcifo recoreflico:
en=dcble lignfure ¥ omg=cetora. Su rowhru cientifice 23 £-(2C Xidrs

Xi~€ono-trans.] —vnéec*rnl)@—lnﬂtOﬂﬂ del £ cicgu—“PCFréflicc {(Trry -
et 1., 106F). fomo eu nomlre lo indica, es una lactenc o) $eido

resoreflico, cuya férmula se encventre en la fisurs 3,

Ia férmile condenszéa de la zeeralenons es Cip0cE,,; tiene
) s L2
un presc moleculer de 218,36 ¥ un runto de fusidn de 1£4-185°C. Es

un compuesto fendlico gue, iluminsfo con luz ultreviolete, :roducé
une fluorcscencia azul-verde (16 ...... que e hzece mds irdensa con la
iuz vitravioleta de ondz co sa (9601m) (C111esn1e T Schenk, 1077}

b) Antecedentes histdéricos:

Fstn micotoxina fue rerortads pox wrirera vezr en ol a%lo de
1027, cuamﬂo rronjercs del Cecte medio de Eztrdos Uridos otserveron

hirerestrozenicmo en cerdos ¥y 1o relacionoron con el meiz —



CZEARALENONA

" ZEARALENOL H Hy OH  Hy
ZEARALENONA H Ha O Hy
87-HIDROX I ZEARALECONA W H, 0 ZH
6’83 -DIHIDROXIZEARALENONA Ho HE OH  OH
3'-HIDROXIZEARALENCHA ‘ H oH 0 Hy
5-FORMILZEARALENONA CHO OF 3 15
7' -DEHIDROZEARALDIETONA Ho b 0 =

FIGURA 1: PRODUCTOS QUIMICOS DERIVADOS DE LA ZZXFALENONA
(MIROCHA ¥ CHRISTENSEN, 1983). ‘



conterinado zor Fuserium (¥irocha 2% gl., 1T77). Gracie "/; Frny 7
S - /
‘colaboradores, en el aio de 19€€ se reportd que 1 gvie del h1 -

nerestrogenlsmo era la zearalenora. s

Diche toxina he side encontrada ?9 mamz, trigo, sorgo,
avena, gérmen de trigo, ceteda y otros cereales az corcent*a010*e°
entre C,1 v 2.9 mg/Vg= C.1 a 2.9 pwm (Nirscka et 2., 1¢77), ¥ ha
gido aislada tanto de ~afz esterilizado en autoclave como £e ali-
mento neleteado, por lo que ha mostrado ser un producto termoests

ble {Rosiles y Iévez, 1977). , ' .

E1 hiperestrogenismo er cerdos se he reportado en Chairsz,
Japdn, Austrzlias, Suddfrica, Funsgrfe, Rumeria, Yugosiaviz, Isccoisz,
Itelia, Inglaterra, Canadéd ¥ Estzdos Unidos (Mirochz y Christensen,

1983).

'J
O
jos
"
i

Esta enfermedad se ha cresentado con nay»r Frecuen
en invierno 'y principios de rrimavera, debido a gque €l herge re -
guiere de un periodo de temreratura relativamente tajo ( 8°C

ra la produccién de .zezralenona (Christensen y Keufmenn, 1060),

Se sehe que los cerdosz gon log animales s a¢ec»nio: en
la granja, ya que cuando la zearalenona ha eido coasumida vor ellos
les ha provocado hiperestrogenismo; en cambio, cuando ha eifo con-
sumida por pavos ¥y gallinas-Su efecto es minimo o nulo. For oiro
ledo, en la mujer‘se usa wn deriVado de la zearalenona mara evitar
las molestias de la menopavsia ( Carvajal, 1987. Comunicacidn rer-
sonel).

¢) Vetatolismos

Tl perfodo de incutvecidn de los hongos vara 1~ rroduccidn
de zearalenona es de 6-1C sevcnas. Se ha visto que cn~bions olterr »-

dos en la tewmeratura de incubrcidn que van de 8°C & 25°C, durarte
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‘dos scvanas, den una alta actividad estrogdnicn a z-te micotoxina y
a1 incubarse e 28°0>-se produce 1z T4s alta sotividad estrogénica

en ratas (Stoloff et al., 1671).

Efisten otros productos metahdlicos relaéionados con la
zearszlenona, entre los que tenemos. la 5-formilzearalenone y la T'-
deridroxizesrelenona (Bolliger y Tamm, 1972), le 6'8¢7‘'-dehidroxi-
zearaldienona (Stgele et al., 1976), 1la 4'5';dihidroxizearalenona'
(Rovisen ‘ot al., 1979). el -zearalenol (Hagler et zl., 1976) 7 1le
3'-hidroxizearalenona (Pathre et al., 1930), cuyas férmles e -

vresenten en la figura 1.

Ias diferentes esyecies de Pugerium que sintetigon -~
zearzlenona 1o hacen a diferentes concentraciones y temrereturss.

Faszrium roseum prroduce alias cantidades de geeralenonz {2000~

15CC0 pmm) ¥y se desarrolla a temperaturas méximas de 24-27°C, Fusa
rium moniliforme sintetize bejas cantidades de esta micotoxina -

(1-12 ppm) a temperaturas de 12-14°C.

le diferenciz principzl de 1a zearalenorna corparada con o<
tres nmicofoxines consiste en gue, dependiendo del enimsl al que se -

suninistré o poé el que sea consunide, ocesiona diferentes sintomas.

Los efectos de la zearalenone en 1los cerdos machos son la
hinchezdén del prrepucio y del escroto, ademés de una disminucidn le
la labido (Rosiles y Léyes, 1977).-Lés'machos j6venes rueden presen
tar atrofia de los testicuios y alargeniernto de 1las zléndéulas ﬁamau
rias (Yirocha y Crhristensen, 1983).

Por el impacto econdmico que reprecente, la mayor importern
cia de 1a zearalenonn ce debe al efecto estrogénico gue rroduce en

hermbree de cerdos, manifestdndose vor vn zumento del tana™n de la



vulva, prolapso vaginal y diversos grados de desarrollo de las -
. gléndulas namarias en hembras recién necidas (Rosiles y Lépes, -

1977).

‘Tuando se realizd un examen postmortem se observd enroje~

- cimiento en los labios vulvares y en la macosa vaginal observédndose

~ un exudado turbio blamjuecino, los vasos sanguineos presenta':-
ron unz congestifn de sangre, aungue en el cérviX esta ccngestién
es escesa. .En el resto del organisme no se presenta ningin cambio

significetivo (Rosiles y Lénez, 1977).

Finalmente, &l enalizar los tejidos de la mucosa vaginal
de cerdos hembraé se encontrd un enrojecimiento del eritelio hasta
de 2C células en 1inesz transverszl, en algunas porciones del horde
libre del epitelio, estes cflulss se observan con una degeneracidn
.vascular y un desprendimiento de 1z capa de células estratificadas

(Villalobos y Dovorto, 1974).

La zearalenona no causa aborto, rero pruede causar infer-
tilidsd, reduccibén en el peso del lechén y prolongacién del estro

(Chang et al., 1979).

AFLATOXINAS .

2) Definicién:

Ias aflatorinze gon un cruro de metaholitos secunlarios
s ’ - .
toxicos de log hongos, loz curles son elaboredos por Aspersilluvsg -

flevus y Asnerrillus rzerasiticus. Ia rrincipel toxina que produvcen

¢g la aflptoxine Bl, que es la nés téxita del gruvo, encontrdniose
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covnnmemte en alinentas,

- Tag aflstcxines sor derivados de b~s-furaro—1soc"ﬁarinas
123 cunles se nresenten en dos series designadss afletorines 3 ¥
derivedes y afletorines G, ¥ derivedas, asf 1lamzdas TOY SU CArace
teristica de producir fluorescercia arul (§1ue)'o verde (green) -

rajo la luz ultravioleta (Figurzm 2).

b) Antecederte= histdricos:

Jlues flzvus. Z1 nombre lesTue dado ror-su origen ¥ nor svs rrovieds-

des téricas, al dzseubrireeles cormo agentes etioldsicos de la enfer-
-meded nue zrzrecid en Inglaterrs en 1960, a la que se le dio el nom=-

“tre de "enfermzdsd X de los ravos® (Goldblatt, 1969).

Sin embergo, los nrimeros trabajos relacionsdos con ectes

=uqtan01 s fueron publlcaaos en el afo de 1253 ror Baker ¥ Jecjuette,
'nulunos revortaron wna enfermpd?d de etiolvgla desconocide o inferra:
‘ron que log wrimeros brotes aparecieron en el a.o de 1850 en los -~

rrircireles crie deros de pollos vers evrordﬁ de almmos lugeres de
Fetedos Unidos. A esda enforyedad se le 11&m£ ﬂsindrome hemorragico
de los eves", devido 2 la mreeencis de hemorragxes zetequiales { ran_

tura de czpilares sanguineos), en divereos_drganos.

Estos estudios fueron continuedos pbr otroe investigedo -
reg, ¥ en e a%o 1954, Gray observd jue, adaords €= las hemofragias
Se rresfntrben encris v lebcenit.  Washko y Hushoit e el afio 1955;‘
( en Porgacs et al., 1962 ), hicieron un ootudio detsllado ==



de los zsnectos cl’nicgs;'ﬁematolégiéos,’pﬁtoldgicos e hiztold-i_
eoe d2 cst2 enferpedod, Tue en 1955 , cucndo Forgues et ol., ce
Zalzron el rznel jue tiecen algpnas-micotoxinaélenzla rroduccidn

de esta enfervednd hevorrdgica dz lasaves. Sus tradbajos posterio-
reg2 demostraron la relacién exietente entre las tlcotoyln?» y el

efndrone hemorrfgico; 2lgunos .de estos travejos consistieron en -
rerrnfucir en el lahorstorio coadiciones de campo y aunque los re
sultsdos obteaidos fueron alounes veces diférentes; ge coneluyd -
1ue existfa alcune rolecién entre esta enfermedad y 12 rresencia

de micotoxines, Tntre los hongos aislaloes se encontrarom: scwersi-

llue flevue, fsversiliue clavatug, Penicillux citrum, Tenieillur

ices verietti y esvecies de iltermaria, fuando ‘se

cilon
atslaron esteos hongos de alirmentos hdmedos que no conten{en cocei
"diostfticos ni antikifticos ¥ se incuderon a temreratura avtiente
rrofnjeron sustancize téiicas.a partir de aproximadruente lss -

24hrz. hasta el gexto dia

Tor otro ladq, en los Betedos Unidos de Koriteamdrica se en-
contré {Forgacs, et al., 1968) aue hajo condiciones de cammno, las
aves de 4 a 7 semgnes sorn lss més afectadas; sin erberse, ce pre-
sentsaron casos de aves de 2 hasta 12 semanas de edad, dependiendo
del grado de humeded de le cama (lugar de cemento con paja donde -

estdn las aves).

Porgacs et al., en 1662 aislaron en condiciones de 1zl ors
torio, hongoe de lusares donde se prezentd el "Sirdrome hemorrdsi-
co de las aves", Setos nongos proliferaron répidamente en el éli -
mento que se encont“aba en 1a cama himeda de les zves, formando -

sustencias téxicas.

Asplin ¥ Cerneghan, en 1961 estudiaron los efectos tdxi -
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cos deé alguias micotoxinas on patitos y pellitos, Browm, &n 18665,
pefialé los defios que me producfan on ol hfgado de aves intoxica -
dgs con aflatoxinas,

Por algdn tiempo se considerd que Aspergillus flavus y
Penicillum puberulum estaban involucredos cm la produccidn de a-
flatoxinas (Pippi et 2)., 1980); mctualmente se sabe que las afla
toxines son producidas sélo por Aspergillus flavus y Aspergiilus
parasiticus. :

El Aspergillug flovus pucde localizarse em los cereales
(Shotwell et al., 1969), principalmente en mafz, trigo y arrosz,
que Son los granos mds cominmente contaminedos (Krogh et el., ~
1974}, on semillas de algodén, cdriamo y copra (Krogh et al.,
1970 on Krogh et 8l., 1974) y tembién en los cacshustes, pastas
de coco y on todo tipo de nueces y pifiones (Stoloff y Dslrymple,
1976), ete. Puede crecer en toda olese de materisles de origen -

animal (jamones y otros productos cédrnicos), en vinos, quesos,; -
etc., También, se le ha observadd en insectos, incluyendo gorgojos,
Yy algunas veces parasitendo & las abejas (Christensen y Nelson,
1976). |

Los factores que determinan si crece o no uwi hongo, son
¢l contenido de humedad, la temperatura y el tiempo. Pare que -
Aspergillus flavus pueds producir aflatoxinas debe estar presente
e culiive puro; en ceso de que estuviers scompafiado por levadu-
ras, hongos filementosos o bacteriams, habria pocs o ninguna pro-
duccidén (Christensen y Nelson, 1976).

Estas toxinas pueden estar contenidas dentro del micelio
de la sspors o pueden mer sacretedas hacia el sustrato sobre el
cusl los hongos se desarrollan (Pier, 1973).
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“Tzra 1 proPiecidy de estos.mefatolitsz se requieren las

A - S

sisuientes conficiones rorn el crecimiento d:l horgos:

1., Caatided adocu da de ce.r‘wohiaratos en forye é:_e'oopi -

-be_'_e_ o cea el sustrato.
2, Humeded relative de 1C & 18%. en el sustrato.

3, Temperaturs ~..tre 19°C r'ﬁ'r'rna, 4""" méxime ¥ 27°C 4w

tima,

4, Disponibilidad de oxfgeno en el medio, Eajo condicio-

nes ncraeles el oxigeno no es unn factor limitante.
5, Un pH relativezente elevado {9:0).

£, Ia esnzcie ¥ czva de Asrerzillus flovus o Ae—arcilluc

Efz_; rasiticus invasor. Sélo ciertas cepas mon pbteﬁcialmen;e produc-
‘toras:de toxinas. ‘ ‘ : . A

Para su identiicacidn en ¢l leboratorio,las =2fi=toxines

- ge separsn por cromatosrafia de capa fina (CCF) y se comi:aran con

‘1los esténdares de 12 efl~toxina pura. Hay diferentes fracciones -

cronetozréficss, tales com B, & y Way Yoge v.P
umeLos ’ como Byy Byy Bys Byr Fas BpaBpps Ly ¥V By

“en ylanos cromatogrificoa,

Son goluhles en cloroforio y teyrmoestebles; se decconno~
nen con la luz, nor,lo 1~ deben protegerse gueridndol-s en enva-

ges oscuros y ea coagzlacién,

Tstes metabolitos ejercen su rarel pa+dgeno a través de



e _surresidén de 1z sintesis de A’R!‘?'-menes':;efo 7 nivel celuler (Puck
y Osweller; 1976). De esta forme, existe una in¥ibicidn en la sfa-.
tegis d& rrotefnss, especialmenteZen el tejifo ﬁépéti'co, 1o que -
provoce Gegeneracidn grasa y necrpsis nepdtiea como primeres Jesio
mes. pzimiemo,<¢ presentsn 'ﬁéstmw ‘en el desarrbllo normel ie
de la inmunided adyuirida. Clinicarente se observa um cumdro noco
gugestivo, aunque hzmorragias genéra‘iizgdes se rerortan con fre -
cuencin (Elood y lienderson, 1969; Shreeve et al., 1975).

Ia aflatoxina B, es le més téxica de las cusiro, tiene -

1
s 4 .
_prorviedades carcindgenas v es canzz de producir heretomas en ra-

tas, cuves, retones, hdmsters, trucha arcoiris, ete. (foldnlatt,

1969); esta afletoxine tiene 1a férmula estructursl rresenteda er

la figurs 2.
- - + - e
¢) Ketabolisnos

Cuando las aflatoxinas son administredas a enimzles, el

. ‘compuesto puro o0 sus derivedos avarecerdn en la orina, las heces
feceles y la leche. Experimentos llevados a cabo suminiztrando unz
solakdosis de aflatoxina Bl radiozetiva, demostraron tue la rata y
el ratén la excretem en 80 y 90% respectivaments, en las vrimerzs
- 25hrs; en estas eslﬁeciee, a3 rutas biliar y fecel son las de ma-
yor excrecidn , o sea, rerresentan mde del 65% del total excreta-

do. El Testo es excretado a través de 1a orina (VWogan, 1069).

Savhney et 21., en 1973, experimentando con z71llinrs ponc
doras "hite Lerhorn, estzblecieron que las aflatorints o cus webo-
bolitor son eliminadoz, principnlmente, e través dec lr: excrecio -

nes tilinres,



AFLATOXINA  E, . AFLATOXINA B,

AFLATOXINA Gy AFLATCXINA Gy

FIGURA 2: ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS AFLATIXINAS .
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lispland y Cardeilnec (1875) inyectoron, en la vena de gellines -
anestesizdas ¥ con loz urédteres y conductos biliares canuladosg,
aflatoxinas marcadas con 014 ¥ verificaron Jue 1a viz més impor-
tente de execrecidn  ere la bilis, las cantidades. excretades por
12 tilis, orine y contenilo intestinal, mewtuvieron wna relecidn
constante de 70:15:15, recspectivamente, en ur rerfedo dc okserva-
cidn de 315min. Tertkién, wostraron que en el higade, ri%idn y médu
1la b=en se concentra mfs la aflatoxina tus en el encéfslo, miscu-
lo y grasz corporsl. 1a concentrzcidédn radioactiva en estos teji -
dos, y su liberacidn en €l rlasma, rtrobablenente z2fecta las con -
centraciones en le bilis, desrués de 12 seraracién @el plasma ini
c?elmente. Los hellazzoz de radiactividad en el contenido intes-
tinel, taxbién indicaron jque 1z aflatorine se eliminz wor el in -
testino como ruta excretora , Tos mismos autores estimaron jue
gi el C-17 es 2l unico cart de la sflatoxina eliwinado como -

ono
002 s entonces up ¥ de 1z 2flatoxina administrade es eliminais
cor los rulmones.

Se ha demostrado (Sawhney et al.,.1973) ex zves, que les
aflatdxinns se difunden vor tofos los tejidos corzsreles, y tie~
nen répidn avsorcién, pero lente eliminreidn, T1 primer dfe el hi
gado, los rcenos rewroductores y los rifiones tienem yna elevada
ccncentrecién de aflatoxinas, lo cuel es factible.surcner se debe
81 papel que juegen estos érgenos en la eliminacidn de las toxinas.
Yag deépués del tratamieﬁto}.qn 70.6% de lz dosis admi -

a
nistrads e recuperadz en el excrenmznto, 10 que nonme en eviden-

[t

cig su ¢ceacs eliminneidn, Ia alta concentracidn en Ins partes -
anteriores de los araratos digestivo y circulatoric 3e las aves,
ccmo son los igluvies ¥ el rroventriculo muiscular sugiere unm len

inteztiino ~ostrd vn~ 22t~ eoncentricidn de 12 *oying d 'bife

tz f¥soreidn ror ecion sesmentos del ararato digestive ¥ circuletori



P

5~}fﬂ£;:;tsn¥é 2lind ‘rcidn @21 comruesto o de sug ﬂetabolitos for
lz ®ilis. Estos rerulirdos Remosiraron aue todes los componentes
del tusvs y mertes comestibles de la canal, contenfan diferentes
concentrreiones de eflatoxinne (Savhney et a=l., 1973), Ia presen-
cia de Yz tovinz en miseulos eSWuelét*cos de g2llinas ya hakia oi

do rerortada Pntervormente {(ven thveld et =1., 1970).

“abze y Chirley (1973), en un experimento de 14 dizs de

duracidn, irtukazron el igluvies de nollos para engords y luego -

; ; . . 1
los iztoxzicarorn con aflatoxine marcada con C 4. Los resultados se

l.lt

ﬁalaroz que lzs eves retuvieron lz dfcimz harte de lz dogsig gér
rigtrsi- v gu 2istribucidn fue la sisuiente: misculos pectorales
31.77%, miscules 30.63%, molleja 12.52%, sengre 11.04<%, higado 9,83%,

corazén 4.3% . A rtesar. de estos hallazgzos, los cutores corci-

dsrsror twe o hubo efectos téxicos en los pollos de engoria,

tesis de proteinas, Pntre los investigadores ¢ue han demostrado -
estos efectoz se encuentre Smith {1963), quien ote:rvd aue taiss

inhitfzn 1z incor-

B Es bien sabido nue las afleztoxines influyen sobre lz sin
i conecrntraciones e afletoyinau Bw’ 32, fl, ,2,

roracidn de leucinz marczda con C~ a la vroteina.

En una revisién he-wa por Wogan en 1669 sctre lces efectos
viojufricos de las eflatoxivss en snimales, menciona que la z#fla-
torine T, cauee serias altersciones en la sirntesis vroteica ¥ de
dcidos rucleicos en el higado, cuando son administrades e retas en

dozgis elevadas, Ta irkibiecidn de la sintesis del ADY y ARN nuclesy

: ¥ les slteraciores d= la trancerineidn pgerética, arcrecen inmedia-

tamente fesruds de Jué el compuesin ez edministrado.

Tos exrerirertor &a Clifford y Hess ( 1646 ) indicarmm ue



deéfﬂéskde'nna nora de laz ingestién de aflatoxina, ya h=r inkibvi-
cién fe 12 sintesis rroteice "in vitra" en 1z incormorncidn del
écidcfordtico {factor de creciniento prra‘mucho§ microorgani smos

¥ dfil en la biosintesis de deidos nucleicos) en el ARM, mientras
que hey inkibicién del arrovechamiento de 1l leucine en ls protefn-,
o zez, gque nd hey imedimento en la incorrorszcidn del deido oréti-
co en el grupo de nucledtidos,pero sf hay una merczdz inhiticidn

enr la colocacidn de los mucledtidos rrecursores en el A9V nucleszr,

Yoz resultsdos indiczron que hubo uns inhibicién en

gutores surieren la siguiente cecuernciz de eventos, en o1 curso
de le intoricmcidn con aflatoxina B : &) la afletoxing, desruée

de eptraer en les c¢élalss herdtices, penetra en 21 rdcleo; %) se
ne ccn el ADY r, de este modn, inhibe 1z ARI'-polimerssz; e} redu-

aa i

e la sintesis del A2N; 4) la inhivicidr del ARY-menssiere s: re-

0

4
-

gja daerpés de 15 minvtos, en lz reduccidn ée 1a sintesis rro ~
teica; e’ la continueda reduccidn de la rrofuccién
0 es la cnusa de lz rérdida de 12 granulacidn del retfeulo endo~
vldsmico. . '

- 4 pesar e ger acéptada ccmo un hecho peor 13 mayoriz fe
1ns investipgadores, 1z zceidn de la aflezboxina come inhibider ée
1z AR¥-zolimerzea, en los estudios hechos vor ¥ing y Wicholsor -~
(1967) sekobservd aue la aflatoxina El no tuve 2fento en 1z efna

" tesiz 401 47N,

PTRICOTECENOS .

Tar fricotrcanes fo0 o 5ruto de metnbolifor aofmic-mens

to astivon 1 orel-oiorndos, yrovenicatas do wevice arnepisz de YTon
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.y 1946 en Rodricks et al., 19773

B

£08 coTo Tuzorium,

otheciwn, Trichoinrza, Cevhslosmprinm, § =
al

Flarn
Stochytotrys (Erain et

Los tricotecenos comtienen carhdn, hidrdseno y oxigemo.
Son estructures que ticnmen un sistemz de anillo llemacdo tricote-
csn0, corrrendiendo urz femilia de sesauviterpindides estregh@men—
te relzcionzda. Todas estes toxinas gue ocurren naburalmente con-
tienen un enlzce oleffxnics (doble enlzce jue poseen en =u maléeu.-
1z las ol:zfinas o hidrocarburos alifdticos v scificos 2ue corres-
ponden a la £éromla genergl CnHZ) en log 7-G,10; flemds ti-ner un
‘grupo epoxi en los £-12,13, mismos sue pueden ser caracterizgsios
como 12,13 eroxitricotecenos; biogenéticanente,con leriviTos dzl
farnecil rirofosfato por medio de un procesd Jue incluye uFa 30 -
¥le migracidn 1,2 metil {(Jone y Lowe, 1960 en Rodricks et 8l., -
1977). ' '

) intecedzntes histdricos:

Tos péimeros comp&estos'de tricotecenos aislsdos fueron
. las verrucarinas, cuando se trataba de encontrer sustancias aﬁti
bibticas en 1946 (Brain et el., 1S4€}, F1 diecetoxiscirpenol(DiZ)
fue el primer trico.sceno fitotdxico aicledo (Frain et zl., 1046
en Bodricks et 8l., 1977).

Dado que los Fuearium y otros rorgos afines infecten
importantes productos alimenticios, ertos se asocizn con intokicg
ciones de humanos y de animales en todo el mundo (Yorsnin, 1821 -
en Rodricks et al., 1977).

A En los a%ios de 1942, principalmenté en 1%44, zlrededor -
del 10% de 1la noblreidn de Cremburgo, cerca de Ciberin, fue nfec-
tnda wor micotoxinas del mijo, trige ¥y cehada que hahian £ido nl-

mocenndar como provisidn de alivonto ~rra o) irvierno, Tos afnte
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Iyeron véaite, inflrarcidn de rizl, ﬁlurrea arzi~a neerdticr

mes
(inflzmacién 3 mozteriorserte muerte del teiido l_cz zalo en 1las
anfrdalns -0 pertes adyscentes), serticemia (1nvas~dq 2 bagterias

er la saneye) v erotoniento de la méduls fesea, £ ecte tino de in-
toxicacidn se le 4i6 el nombre de ¥ileukia téxica 2limentaria’ -
(a74). sungue we investizacidn rosterior natia dsmostrade la vre
gencia de un nroiucto esteroidal derivaco dp Tuzariur s-orotri -
noze, se hz demostrado jue hay tricotece-

chiojides ¥ de Pusarium -

.nog producidos vor dichos hongos (Teno et =1., 1272 b en Rodriocks

cidn rmoegiva de ezvellos, cerdo gyes v becerros; se recuerdsn -
chsos similzmres en Buropa Zentral (Ilirochs ¥ Pethre, 1972). los -

sintamas Sueron shock, estonatitis, necrosis 2éraice
= hemorrzgis, leucorvenia (disminucidn de levcocitos},
rerviosos ¥ ruerte debida a felles resytiratorias. Se suwo que estg

1nt0?1ﬁa016h tuve relacidn con Stachrybotrys.gliernesns de forrales

mMoNosos.,

Sarkisov, en 1947, atribuyd a Stachybotrvs alternsns 1a
cause de una enfermedad fatal 7ue afectd a las gellinas durante
195 aflos de 1940 a 1946, Se hen reportaéo brotes epidémicos de eg
te tivo de intozicacidn en Hungrie (Palyusik, 1970 en Rodricks,

et ele, 1977) « 21 iguel tue en el casc del ;riﬁéirio téxico de

la estaquibotriotoxicosis, ya €8 han esislado derivados macrocf;li

cos de digrlactona de 1la favilia de log tricotecenos (Eppléy 1975,

1¢78}.

Una enfermedad etioldgicamente desconocida que afectd g

caballos, <e desarrolld dureate muehas de las décadaz vrszdes en

in wrevivein Ae lokaikn, Aesde el narie de Jondn {¥ernishi y -
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Ichijo, 1970 en Rodricks et s8l., 2977). Esta provincie es conoci-
da por sus criaderos de caballos y cultivos de frijol. Durante el
invierno, loa caballos son alimentados con veinas de frijol secas,
Se observd una mlta incidencia de la enfermeded desde el invierno
hasta inicios de la primavera, cuando se usaben de alimento las -
vainas de frijol, siendo los sfntomas de envenenamiento, convul -
£ién, movimientos ciclicos, perturbaciones respiratorias, disminu
¢ibn en el ritmo cardisco y reflejos retardados. Del 10 al 15% de
los cabellos afectados murieron en perfodo de 2 a 3 d{as. los and
1isie de laboratorio han demostrade un alto'grado de contamina -
cién en las vainas por el neosoleancl y la toxins T-2, gue son -~
producidos por hongos tsles como Fusarium soleni (Ueno et al., -
1972 a en Rodricks et al., 1977).
Otro tipo de intoxicacidn animal que se he revortado en

la literatura rusa, aparece correspendiendo a intoxicacidn por -
tricotecenos. Esta enfermedad, "dendradochiotoxicosis"”, fue cau-

sada vor productos alimenticios enmohecidos con Dendrochium toxi-

cum y 6e observé en caballos, ovejas y cerdos. Se sabe que D. 1o
xicum es sindnimo de Mycrothecium roridum, lo que sugiere que -

los compuestos macrociclicos roridinas y las verrucarinas son loe

téxicos en este caso,

En el verano de 1923, en la Rusiea 2uropea, se registra-
ron dafics en la produccién de cersales causados por Fusarium ro-
seum (Dounin, 1934 en Rodricks et al., 1977). Ademés, el pan pre
parado con centeno mohcso produjo, & quienes lo consumieron, vér-
tigo, dolor de cebeza y vémito. En los Estados Unidos, 1929, in -
formaron sobre casos de intoxicacién por ingerir cereales mohosos,
Publicaciones més recientes reportaron serios problemes en I1lli-
nois, relacionados con la ingestidn de mafz mohoso por el ganedo
(6Gilgen et al., 1966 en Rodricks et al., 1977), vy se investigd un
principio téxico de Pusarium tricinctum, sisledo de mafz « &0 ~




lozrrron eiclor la wrineip=l tonins en Tornc criztelin~; 1r cual

indu jo severos ederss y hemorragise intradérmices cvando fue. a-
rlicadz en la piel de ratas, Anflisie noqterlores rostreron que

el agente t&xico causal fue 1a toxina T-2, un tricoteceno.

n Jdpén son conocifos envenenamientos sirilarcs causg
dos por cereales ermohecidos (Tero et 21,, 1971 a en Rodricks et
8l., 1977). EL moho rojo o "rofia del trigo” es bien conocida co-
®O uUng enfermedad de este cereal y del mijo, svena y centeno.

Dicha enferimedad he ceusado severos €s2~0s 2 1loc cultivss
de cereales er muchos e%os y ha llegade nz afectér wm tercio de
la produccidn anuszl del pa{s} Si estos cerezles mohosos som usa-
dog como élimentos rara humenos o como forrajes, wuede desarro -
_1lar enfermedades severas. Tos szfntormes incluyer vé~ito y diarre
2 en el hombre; rechazo al elimento en cz2bsllos, zdends de con -
gestidn o hemorragiz en rulwones, gléndulas suprarrensles, integ
tino, dtero, vagina y cerebro de los enimales, Zstos mrotlenss
estdn estrechamente rslacionzdos con éxccze de fuertes lluviag -
“con clima frio, In 1971, iuvestigsdorcs como Yeﬁo revslaron Tue
los tricotecenos t6x1co » tzles como el nivelerol y la fuszreno-
ra-X de Fusariuz nivale, podizn ser aislados 2 pertir de la ce-
bada mohose. (Tatswmo e 2l., 1068 en Rodricks et gl., 1977).

Con ectas consideraciones histdricas v et*o“d"wcah, -
les irtoxicaciones mencionadas en humenos y en animzaler muede-
.5 micotoxines de 1z familig 12, 12-oroxitri-

"l

iz
ot 21., 1671 b en Rodricks et al., 1977).

ser gtribuidas =

cotecenn ( Uero

c) Yetnrolisno:

Tor rpetromez de cxerocién wr Asstriicatdn de 1e fuermenma X



rereadg r de 12 foxine M- ("Pwo et 21l., 1S71; Ueno et 2., 127€)
han siso estwlizdos, Ia fusarenong-x inyectada’isubcuta’x'uenmenfe en
retones, fue répidemente steorbida del sitio donde 12 inyeccidn
se aplicd, distribuyérdose en higedo, ri%idn, intestinos y otros
brganos de estos enimeles. Alrededor del 25% de la redisctivi -
ded total fue eliminada er 1z orina en »oco menos Qe Zéhrs;.la -
toxine T-2 marceda edministrada e ratones y a ratas fue distri -
buida 21 afgado, rifones e intestinos, elimindndose rrinciralmen
te en 1lz2¢ heces, Uno de los comrnuestos radliactivos en las heces
fue identificado cormo toxina =ZT-2, Varios exnerimeﬂtos con sub -
frucciones de higedo de rata revelaron 7ue lss toxinss fusare:ofg
~X y T-2 fusron dizcetiletadas er el C-4 »or esteriaci én microzp
mal, wrodueizrdo las toxinas nivalenol y dT—D (figura 3), resrpec

tivarente (Cria y Ueno, 1676 ) . Zstos hallazgos indicen cue

son metstolizados por enzimas del higzado dentro de zroductos diz

cetilutados, los cuales sor eliminados en las heces.
Ie leucopenifa es vno de los sintomee mde caracter{sticos
de la enfermedad denominaca  Aleukia tdyics alimentorian (&7:4)

(Yeyer, —_53) In le toxicosiz causzéa experimentalrenie por un

aislamiento e Fuea..un soleni, un producto de la toxina T-2 v de
neosolaniol, céusaron una narcada lesuconenia en gatos (Sato et gl
1975) . Adernde, la sdministracidn revetida de la toxine T-7 & -
uwsa dosis de 0,05 2 0,1n~/Kz eanad une severe leucopenie en cztos
Tos leucncitos contados fusren de 1C-20% (20C0 - GCOO/mm') de va-
lores controladnz une gsemanz despudes del tratemiento. Ta leuwccre-
nia fue acomtafisia nor snemia,

De scuerdo con Wyatt et al., 1975 (en Rodricks et al., -~
1977)..una dieta dieria de 20mg/g causé leucopenia on gallines po
nedoras,. Rusch y Staehelin, 1965 { en Rodricks et 8R., 1977) re- -
porgaron 'que los productos téxicos metabdlicos verrwcsrinas -
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ZIGURA 3: DIACETILACION MICROSOMAL DE TRICOTECENOS
( RODRICKS ET. Ai.., 1877 ).
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y los diacetoxiscirpenol indujeron leucopenia en algunos anima-
les de laboratorio, com dosis, alrededor de O.lmg/Kg disrios -

POr POCAH SOMENAS.

Por o ro lado, Lindenfelser st al., (1974} reportaron
sinergismo entre la toxina T-2 y la aflatoxina Bl, en une toxi-
cidad sguds de ratén, De acuerdo a datos reportados (Satoy =~
Leistner, 1976 en Rodricks, et al., 1977), la toxicidad letal -
de la toxina T-2 y la ocratoxina A, fueron sinergéticamente au-
mentadas bajo administracidn simultdnea., Ademds, la combinacién
de toxina T-2 y ocratoxina A originaron una mortandad en pollos
jévenes a lac 3 semenas de administrar slimentos con dosis no -
letales (20mg/g diarios de toxina T-2 y 8mg/g Qiarios de ocratg
xina A). Bstos descubrimientos sugieren que la toxicidad de tri
cotecenos puede ser sumentada por el tratamiento simultdneo con

otras micotoxinas.,
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CULTIVO DE 2PEJIDOS.

a) Definicidbn:

E1 tfrmino ‘cultivo’de tejidos fue orizinslmente anlice~
do 2l cultivo "in vitro" de frzzrentes en susrensidn de tejidos
desmeruzadcs, 0 A4 los "ex*lortec" de teiidog embebidos en rlasma
cosrulodo, Tesruds, el término vino a asociarse en generel, con
"ol eultivo de célules “in vitro". Cultivo de tejidos ez desuzefo

e su sentids griginzl v ro es idzico rterpetuer el uso genersl -

del tér~inn,

El téymins cultiv celular se refiere al tejiids “isociz
Ap hastz obtener una syspensidn de cdlulas aisladas, vo cea mectd
nicz o *fe 4“acll“nen.,e con la ayuiz de enzimas proteoliticas., -

Sespufe. de laver ¥ coatar lss cflalas (en un heWOC"hémef“O) se —
les vernite sgentarse en la suve erficie rlane de un reciziente de
. vidrio o 714stico, al cwal se adhieren rdpidamente, Zn condicio-
res 4ntivas se dividirdn asproxinsdaszente ure vez 21 dfe, hasto -
que la surerficie se cubra con unz capa confluente de células,

(Feyflick, 1975).

Ies células de le: organiszos multiceluleres ern culdives
“de tejidos, transferides periddicrrents a un medio fresco contre-
lado, brinden vaa onortuniczd Unics mere estudiar el creeimienie

celular ¥y los rroceses de enﬁéjeciﬂiento.

Se han eultivado con fxito cdlulas de distirtos telidos
suimeles y vegetales en eurercis de cuslyuier otre for-a de vide,

Mo nedlo 3w enliive tfrnico worz eflulas de fejidor anirles,



wlpera reorecents el sngtreto de fijecidn de las células ¥ seve -
r?lﬂpntn ce ptiliza como a2limento un extracto de erhridn, avntue
actualﬁente se utilizen con eamplitud medios sintéticos como 1los
de 1ss cflulns Yele (Waymouth, 1965: Paul, 1970%. Teriddicemente
deben loverse las células para elimninzr los productes mebebdlicos
de degechn, In esctes condiciones les células tisulares rueden vi-
-vir, crecer y»dividiise 2 velocidad constante 2o tras a%oc y se -

zuir viviendo, llerss de vigor, -uchoe afios desyuds de e Se huw

biera muerto norvzlrente el enimal de donde procedem. Tor eliemnlo,
Jarrel 51818 un trozo fe corardn de wollo ¥ lo observd vive cr -
cultivos de 1613 2 1846, cusndo dic‘por-terﬁinado el exrzeri~ento
gin ~ue hubierz muerto el tejido, £in embargo, se hz dercsiredo
qﬁe'se a¥cdieron firrohlastos nuevos a los extrectoe enhrio onzrios
rutritivos, v que fveron estas células las que hicieron —esiltles
1z mltinlieacidn, 21 rarecer indefinida, de células en cultive -~

i vitro' (Zayflick, 1975).

Cuzndo se . disocien células de tejidos ee rueden obtener
clonrs de célulse dnicaz, tal como se ruede hacer cor microorginis
mos (Fuck, 1072}, Tztos cultivos son de gram valor nare el estuiin
de distintos problemes. Indican que las células del hombre, isual
que las de yollo, crecen rdvidamente ¥ se multinlicar indefirida
mente si disponea de nlimentos 'y condiciones adetusfzs y si se eli
minan los productos E¢ desecho; se han realizado estas investiéé -
ciones con ¢éluiss Eﬁ?telialés ¥ fibro lastos (Favl, 1C70; Co-eron
¥y Thrasker, 1971). Se dicmone ahora de medios de cultivo gin rre -
teines pars setisfacer astes necesidzdes de investizreidn (Sacle,
1060; ¥ateuta 7 Trknnke, 16723, Sin embarro, =410 se hom adn~tndo
wrof cuintog Yiros celnlnres de crecimiento en medios definides,
™ elsueos czsor, el modio condicicncdo nor el crecimierto -revio

de lnz ¢fluwlas -ueds Lervir warn oiras cflulas no rdontades vrevig



minte. Pero rore lr movor porie de los cultivog de toiitos, ‘elisul

rente recezarvio, Ye he intentado ai:

"In wive™, el ritmo &2 erecimiepto del epitelio mamoris
del ratdrn disminure furants la provasaciéa en serie, tero esta dis
winunidn es provorcional al mis

eélulez hrumanas en cultives

é
ritzds pera wultizlicsree. Tn ls tropsfervencis zericda de cdlulss

14

emhrionsy

#5 en cultivo fe tejidog, <o onservyd que Figminuda el a
W

sr-ingn £6lo lo gque guede Qe sus 50 cicles, awrovwirzdnmente, de

¢

fumlicacidn (¥ayflick, 1975},

Ia swpuesta iniortalidad ée l2s célvlas en ealtivo celuilar
£e baga 2l parecer, en un error téenico en los culives de fibro -
tlzatos de nollo & . Carrel, Tds bien, parece que Ine céiules de -
los tejidos adultos de orgenismos multicelulares ze zctivan para
Aividirse 21 sufrir una lesidn el oreraiemo, Te rroliferacidn cely
lar irducida de esta manera hace p02ible 1o rexzracida de la lezidn
T e rroduce unalcierta eviensidn en orzanismog multicelulares, - -
iizd las célnlas que oran crpaces de proliferar tizren adn une fg
cerve de Junlicreidn que uede latente en el mo-=nto en jue se fn-

tre en rewose (e “inn, 1C893},

Se hn observads e el minimo de duplicnoicres celulares
Tritentes rare las cdlulac en ewltivo §e tejidor oo inmverspeente

ruroreicnn) oo la nd2d de lor ~duldor de dorde so rovam lns oflo -



128, Crei todns lae edlulas §el ouev=¢ hursng deizn meotoblerente
de dupiiéarse antes de ue ge égoten sus reserves, y #lamas ui-.
z4 muy pronto. Te durlicscidn se concerve detenids wrobeblemente
roY sust&néiaé que retrassm la divisidr ¥ 1ue son cecretadas wor
l2s wrovies células tisuleres por mecenismos inmunoldzicos (Hay-

flick, 1975).

In ciertes condiciones, uns célula que se encuentra ests
tieca {aue no crece ni se divide), envieza 2 tresenter erscimientbo
v divisidn activos, formando wn tuvor o crecirmisnte ezncoroso( To
daro y Badlett, 19€€). El cércer es el resultado de 1 rrolifera-
cidn sin control de cflnlzs no diferenciﬁdas de un teiido, Z1 ¢
cer tuede estar iocalizado enn wa ciertz zonm o fermzy meidstezis
{ extenderce nor viz linfftica 6 sansiines ) en todse lzg regio -
res del organismo. Tas células no diferenciedas se multi-licer ¥
zlteren la orsganizacidn de les tejidos en donde se locelizen., -
Tas célnles cencerosas no parecen ser netomente diferertes =n la
estructura nucleoler o nucleer fina o eﬁ 12 sintesie macromolecu~

“dar ¥y bioquimiea (Tusch, 1662). Tara impedir.o curer el céncer,
se tendrd que aprender a conocer 1e nrturaleze del mecenismo noT

el cual el orgenismo frens normalmente el crecimiento y le divi -

eidn de suz células,

In los teii@ns novmoles del mamifero edulto ce alecanza
estado de e uilibrio en ¢l curl gfe detieren las witozis, selve en
almmos tejidos esreciales comb el eritelio gesrminztivo de la =izl
.1lee caras gametdfenns de lre géredc: ¥ la médule fzes rroductors -
de g1dtulos rojoc. Esta inhibicidn de la divisidn celuler rorece
debida o rroductos fahricsdos ror los rrorios telidos, que en con-
Jwmto reciven el norbre de eanloars{T™urch, 1962), Cz=is tejido rer.
ce »rodusir doe wvarledodes e ¢inlaarc, una “e boie rbsd'moiectlr“

& : . .
y otra de nlto waro yolemulor, Tohrs v roe eidntorincg, surT
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£feqtzs on imvisrten ol volver - 1 condicicmes Iricizles, €1
Tre laver loe célulme de un cultive Ade fejido,,papa elirminar las
% nre del cazo, vuelven a detencrse 1asﬂmitoéis. Se han’a;a;'
lado chalon=s de zuince tejidos; verccen zoder regular la proli

feracifn celuler en los %tejidos, ¥ se piensa jue las chnlones -

g6 fiirn a focor recerptoves esvecificos de lms menkroncs celuls
res =or: elevcer Gecde anl su efceio irhitidor ~cdicnte wn vwecz

122 de ensloncs an Sovng

cmores mrligmes, e zraducon neass chalonze, ¥ oen luzor d2 fijer
‘ 2 1e sancre; T2 2139 1a werada
i# Ae e lg eangre +ue proviere fe in fumor maligno contengs ~
nds ohelonas que la gue proviene fe una zona normal esuivalente
(Bullough y Ieurence, 1970). A

™ 1a zctuelided, el edneer es tratafo com woriag

Lozl

nieces ~ue ftienden solesmarte z abolir su crecimierdo cumnloe yva -~

Como vz se ha mencionado, ¢l cultive de teiifoz gz wn
arme valiosa, ya que gl no woderse experinentor directamente con
geres hunanos, nos ofrace la posibilidad de conocer &l crezcimien
t0, las positles lesiones, y el envejecimiento celular. Como en

este coso, los dn%os causedas por la anlicecidn de micetoxinee,




: ’
BMATERIALES Y HETO0ODOS .

1. Establecimiento del Cultivo Celular .

8) Cultivos de células usados .
La linea celular Hela, establecide por Cey y colaboradores
( Gey et 21., 1951 ) de carcinoma cervicouterino humemo, fue el
avance mds imvortante que se tuvo para aislémiento virel y obser-
vacidn de efectos téxioos de diferentes sustancias.
‘ Iee células Hela fueron obtenidas de ampolletas congeladas
en nitrdgeno liquido 2 una temperatura de —i70°c ¥ del subcultivo
( pase ) ndmero 69 ( P-G9 ), del Instituto Nacional de Enfermeda-

_ @eBs Respiratorias ( INER ) .

La 1inea celular BGM, proviene - de rifién sano de mono ver—

_ de africeno. Ias siglas corresponden a Buffalo Greem Honkey ( refe
rente al lugar donde se adapbaron per primera vez a linez celular.

~ Las células BGN fueron obtenidas de ampolletas congelades en
nitrégeno liquido a una temperatura de -170°C y del subeultivo i~

mero 196 ( P-196 ), del INER.

7+ b) Esterilizacién del material .

El material de vidrio usado, se lavé perfectamente con deter
gentes no téxicos, como TX o bien Extran al C.2% y se enjuegd rﬁr
lo menos 10 veces con agua destilesda, Postériormenté, fue esterili
zado on autoclave, marca Metron, durante 20 min. & 121°C , )

Para la desinfeccidén de la zona de trabajo ( campané de flu-
jo laminar‘horizontal} merca Veco ), se limpid perfectamente bien
con alcohol al 70%, uséndose cubreboca vera evitar 1z contaminacidn

vor flore bucal, como el micovrlasma que causa seriocs problemas en -




en los cultivos celulaves.

&) Medios y enzimas utilfzados .

Las c¢flulas Hela se desarrollaron en medio de cultivo nd~-
mero 199 ( M-199 ), el cual es un medio especifico para dlchas cé~

lulas, que constz de lo siguiente: .

I-arginize ZCT
T-lisinz IZCL
I-histidine HCL
I-valina
Dl-zlanine
Flicina
I-metioniza
I-treonins
DI-dcido es-értico
DL-leucire
I-isoletcina

Dl-trirtofanc

I-proline
DI~dcido slutémico
I-hidroxirrolina

L-glutenine
T-cigteina ECI
T-asrares-ina
rirsvete de Ma
Glucosa
Gluzriolaetzto
¥aCl

ECL

CaCl 2..2
¥g30, .72,
“aHZPO .2“20
NarICO3
Biotina
Colinga
icido fdiico

Wicotinamida

© Pantotensto de falcio

Diridoxel
I-tirosina

I-cisteinz

“Tiamina ICI

Inositol
Tocoferol fosfato
Piboflavina
Acido ascérbico
Hiroxantina
Rois fenol
Fe(liC )3.9&20
Zn30 .."20
KnC12.4h20
CusQ, . 5H,C
COCIé.GHQO



--
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El medio N~19S , asf como todos los demés ieactivos, se guar
daron en refrigersdor, marca Iabdine Coﬁpany - 3 el medio en so-
1uci€n stock { original ) 10i, es decir 10 veces’concentrada, marca,
Microlab, se diluyd 1:10 con agus destilada y esterilizada pare te-

ner un volumnen flnal de 10Cml.

Se agregaron directamente al medio, 10ml de suero fetal de

-

ternera, marca Nierolab, el cusl coﬁtriﬁuye al enriquecimiento nu-
tricional del medio. '

_ Se afiadié 1ml de bicarbonato en solucidén stock al 4,4%, mar-
ca Miérolab, el cual sirve para ajusiar a wn pH neutro, haciendo -
que el medio tome ﬁn tono anaranjado,’correspondiente al papel indi
cador de -pd . Finalmente, se agregé inl de antiﬁac, marca Microléb,
el cual es una mezcla de antibifiicos com bese de pemicilina-strepto

micina que szrve para evitar cuplguier eontaminzeidn bacteriana. Se

agitdé perfectsmente. Todo esto se realizé en 1a campana de flujo

leninar horizontal en condiciones de esterilidad.

Una vez preparado el medio de cultivoe, sc gusrdd en la estu-

'fa, marca Precisidn , & 37°C para'que al momento de usarlo, el -~

cultivo celular no smfra un cambio bruseo de temperatura.

Iag células BGM se desarrollarom en medic de cultlvo NEM -

Eagie, el cusl consta de lo siguiente:

Ca012 20Crg
KCl 400rg
?Tgso4 * 2Q0ng
NaCl 6CCrg
NaH2P04H2 l4Cmg

flucosa : IODOmg‘



. Ac, succinico ‘ 160mg

I~erginina ' 21mg
I~cistina lémg
I~higtidine 15mg
L~isoleucina ’ 2%ng
I-lisina HCL » 3émg
I-retiornina 8mg
I-fenilalanina 1Tme
I~treonina 24mg
I~trirtofeno img
I-tirosina 18ng
I~valina | 24ﬁg~

Para la preparacidn ds=1 medio MEMN- Eagle , e procedid de la

misma manera jque para el medio M-~199 .

Varias enzimas vroteocliticeos degradan selectivamente los en-
1lnces peptfdicos de algunas protefnas localizadas en 1z memtrena de
c¢élulas de cultivos celulares, dispersdndolas sin caussrles dafio.

Un tratamiento proteolf{tico prolongado en ocasiones czusa la muerte



~r
ceiular, nor tal razén, se recomienda que 8dlo se utiliceﬁ con ﬁn
afnimo de exposicién, ¥nicamente para dismerser la monocapa. Llgu
nos procedimientos utilizen une combinacidn de enzimes proteclfti
cas con agentes quelanteé del tipo EDTA { fcido etilendiaminote —
traqético )y citrato de sodio, etc., esto proporciona una mayor —

dispersién celuler y una mayor viabilidad de las mismas.,

La tripsina es la enzima méds useda para este fin, pero se
ha observado que el preparado crudo de ésta, por lo general, con-
tiene otras enzimas proteoliticas, particularmente, elastasa, que
se ha demostrado contiene una mayor actividgd que le provia trip-
gina; la tripsina cristalizada es, velativamente, menos activa, -~
vor lo que se ocura vrincipelmente en cultivos primarios o freécos
( "Phillips, 1972 ) .

Parz unz disgregacidn comvleta del cultivo ceiular, se re-
comienda cue la solucidn de 12 enzima sea vrensrada con un buffer
libre de iones Ca++ Yy Mg++, y2 que la presencia de estos, disminu

ye la estabilidad de la actividad enzimdticae .

Como se mehci6n6 anteriormente, el uso -de agentes ouelantes
en la solucién de la enzima contribuye a la disociacién de enlaces
catidnicos, los cuales estabilizan los puentes intercelulesres, por
lo cual la eficiencia del tratamiento'és'mejor .

En este trabajo, se utilizé le tripsina, merca ¥icrolab, a

uma conceniracidn de 2.5% .

a) Prepéracidn de las botellas Falcon'o de leche, parz los cul

tivos celulares.

Se obtuvo una ampolleta de células Hela o BGH del tenque de
nitréreno, se descungeld rénidamente sumergiéndola en arua a 37°C,
Una ver descongelada, se virtid en une botella Falcon egregando -

inmedirtamente el medio de cultivo préviamente rreparado; se agitd



-~
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guavenente 'y se colocS en forma horizontal. Se incub$ durante 2 o 3
gfas"en una incubadora de CO,, marca Napco 5100, a 37°C; trenscurri
Ao este tiempo v cuando =e observé al microscovio invertido, ‘marca
Reichert BioStar, una espa confluenie { formacién de una monccapa -
celular adheride al cristal ) se selecciond al microscopio la bote-
1la para subcultivar ( observando que estuviera en buenas con-
diciones, es decir, a pH neutro, sin cambios morfolégicos y.1la mono
capa confluente },

Enseguida se retird el medio de la botells, decantdndolo y
se agregé 1,571 de tripsina al 2.5% precalentada a 37°C, en una bote
1la Falcon de 250m3; para unz botella Falcon de lCcm3, se zgregd -
IO.Sml de 1z mismaz solucidn, agitindose susvemente para lazvar la mo-
nocapa, se retird inmediztamente por decantacién.

Se volvié =z agregar 1.5mi de trivsina ¥y deépués de 1 & 2 min

dentro de la incubzdora, se observé la botella sl microscopio; se -

1]

decantd la tripsina, si se observeba un redondeo de las célules, ¢
decir, que se estaban desprendiendo, se 2gregd 1.0ml més; se repi -
tié la misma operécidn. Une vez que las télulas estuvieron comple ~
tamente redondas, se decent$ la trirsina, ge agregavon Sml del medic
" ¥-199  para Hela y IEN-Eagle rvzra BGM ) y se agité para oblener
una suspensién homogénez de célules.

Se obser§6 al microscopio que no guedzren conglomerados de -
célules, ya que esto impide el buen desarrollo del nuevo subcultive.

Se hizorurda suspensilén con el medio tomendo 1ml psra éada to

tella correspondiente y con el volumen abzjo indicado:

Tiro de Eotelle Areg utilizeble m) de medio
3
Roux 75 ¢cm 50
Falcon 25 c:n3 ’ 15

. 3
Enscyo : 5 ea” 1



Se tatvaron lse botzllns, sin avretsr el tardn de rosca vorn

faciliter el irntercamblo grseoso y se incuboron av37°C en la incu-

badorsz. Ia capa estuvoe confluente en 2 o 3 dfas -,

2. Micotoxinas Usadas .

Se realizaron varios exrerimentos rrobando diferentes coneen
traciones en distintos volimenes de¢ micotoxinas, Zesralenons, 3fla-
toxines Bl’ EZ’ G1 y 02, Tricotecenos: Deoxinivalenol (DON) ¥ Diace
toxiscirpenol (DAS), hasta logrer resultados satisfactqrios, es de -

eir, afiadiendo volumeres con concentraciones que no fuersn ni muy
bajes, de tal menera que ﬁo afectaran en lo absoluto al cultivo ce-
Iular, ni muy altas que lo destruyersn por completo .A . » '

Iz zearalenonz y los tricotecenos (DO ¥y DAS§ se arlicaron a

concentraciones de partes vor nilldn (ppm) y las aflatoxinas se a—-

plicoron a concentraciones de vartes por billén (pob) .

3. Cuenta Celular . ‘
En un tubo de vidrio, marca Fyrex, de 13x100mn se aZiadieron
>m1 de colorante supravital, es decir, que permite tefir esvecifica-
mente diferentes orgenelos celulares sin causar la muerte de eilos,
dando como resultado un valor reazl de la viabilided, ya que aquellas
células que no se tifieron eorien la poblaéién mucrta. E1 colorante
" fue jo neutro precalentado a 37°C en la estufa y se mezclébccn -
0.8n1 de la susvensidn celulsr.
Se mezeld perfectemente y se ecperd de 5 a 10min. y ce 1lend
la cdmara cuente glébulos { hemocitdmetro ) de Heubauer , marca Ievi
‘  ?1Rne » se esverd de 1 a 2 mia. 8 que se sedimentzren las célules; ~
se contaron al microscopio évtico, marca Zeiss, las células de los
5 cundros grendes ( figura 4 ), incluyendo las células sobre las

lfneas de arribs y de la derechn.



FIGURA 4: DIAGRAMA DE LA CAMARA DE NEUBAUER,
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i—wre 4, Diggrame de la Cémera de Neubauer .

Une vez Jepositolee’ y cedirentada
enn €l herocitdmetro, s e e
que estén dentro dz Jos cusdArentes ( I, IX, IIT v IV )
ineluyrerndo las cf1ilee eov » 1ine 1
nez f¢ le derscha, sur®-iolas nosterior-ente pors sesuir
loe céleulos nmertinentes,
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Las célulss vivece ce tifieron de rojo, mientras jue 1las muer
tes no captaron el colorante, por lo tento sdlo-se contaron las ro
Jes.

_Pare colewlar el mimero de-células se usé €l siguiente cxri-
terios -

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

Para obtener el veolumen que debe agregarse perz tener la =

concentracifn de c¢élulas recomendadas para el experizemto, se uti-

1lizd la siguiente ecuacidn: (.‘l Vl = 02 Vz

donde;

C = No. de células en los 5 cuadros .

Vl- ml del medio anregados para le suspenSJ.rS:: inicial

C,= Fo. de ¢élulas deseadas / m1 (400 0CO cel./ml).

V2=vm1 que se deben agregar de medio para obtemer le concen

tracién deseada de oélules .

Para el presente estudio, se probzron concentrzciones de -
200 €CO cel./ml, 300 0CO cel./ml y 400 OCC: cel./ml, emcontréndose
que l1a suspensibn Sptima fue de 400 OCO cel./ul de medio, tanto -

¥-199 como lEM-Zagle .

4, InoculécitSn de las Wicotoxinas en losg C‘ulfivos Celnlares .

na vez crleulndo vy efindido el volum:zn de medio necesario
para ajustar las células a 400 CQ0ml, se ag1t6 verfectamente paro



. obtener una suspensidn homogénes.

Se aspird la suspensién celular con una micropipéta de 0.05
41, mavea Plow, =e deposité en cads uno de los vozos (cavidedes)
de 1z microplaca celular, marca Nunc-corning, de $€ pozos de fondo
vlario. Fosteriormente, se agregaron C.05 microlitros de medio y se
arité vigorossmernte para obtener une diztribucidn homogénea de lazs
célules. |
| Se agregzron las diferentes concentraciones de lzs micoto-
xinss, Zearglenona: 2vmm en 2&1{ 4ppm en 441, 6vrm en 643, 8vom
en 8«}, 1Copm en qu}, 2Copm en 20%} ¥ S50pmm en 5041; iflatoxinas
El’ 22’ Gl ¥y 92 ¢ 2.5ppb en 1.2«}, ?ppb en 2,541, 10ort en 5%},
50vot en 254} v 1COpxb en 5q«}- Tricotecenos: DON y DLS , 1.27mm
en l.241, 2rrz en 241, 4prm en 44}, 6prm en 6%}, 8pmm en &«1, 10
PIm en 1Cﬂ}, 2Cern en ZQK} ¥ S50ppm en 5Q«1; ( figura. 5 (5) T -
con vmas . riteiazs murcas Eppendorf; de Z o 104} v de 1C 2 10041, -
cembisndo la punta de lz pipets para cadz toxina, 2 las cavidades
0 rozos prevismente identificados, corriendo por trivlicado cada -

concerntrscidn v con susirespectivcs controles . °

-

Se agité nuevenmente, se cubrid la pleca con zu tapa y con -
parafilm} teniéndo cuidado de sellar perfectemente los extremos pz
Tz evitar la evaporacién y'contaminacién, ya que en algunzs ocasio
nes se ha observedo que en esta zona hay'intercambio £25€080 con
el anmbiente. .

Se deposité le plsca celular en un pecipiéﬁte que contenis -
alzoddn himedo en el fondo para evitar la deshidratecién del evate

niée de la plsca, ge incubd a 37°C . . °

Se hicieron observaciones al microscopio a 1z 24hrs, vara
1s zeazralenona, 18hrs., pera las aflatoxinas y tricotecencsz y de 16
hrs. para los tricotecenos Uniéamente, Anotando la ceveridad del -
defio cmusedo al cultivo celular, debido s 1la toxicidad de las mico

toxinas agres~dac, en comparacidn con 1ln observocidn de una carpa



Se Criterio Para Establecer la Toxicidad .

a) Criterio par: presentar resultados .
El criterio que se utilizdé para interpreter y wvalorar la
. toxicided causada por las micotoxinas a las célvlas fue la observe
cidén directa del dafio cifolégico ceusado al ciltivo celular y esti
mando el grado’'de citotoxicidad de la siguiente manera:
160% de célules vivas = - { sin dafio ) .
75% de célules vivas
5¢% de células vivas

25% de células vivas

+ { roco dafiadas ) .

++ ( méds d&ﬁEdéS ) .

+++ { dafiedas ) .

11

04 de célules vivas = ++++ { muerte del cultivo celuler).

Se realizaron tablas. para la representeciédn de los resulta-

dos y gréficas para su interpretacidn .

b) Obtencidén de la dosis letal { I 50 ) .

_ Ia LD50 representa la dosis més baja de micotoxina que es
capaz de mostrar efecto citopético o muerte celuler en el 509 del

cultivo inoculado.
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Figura 5 . Esquema del Vétodo para Cultivo Celular .

1.
2.

3-

4,
5

Tavado v esterilizacidn del meteriel .

Descongelemiento de las ¢élules y prrervaracidn de 1as‘hbte11as
Falcon o de leche, para los cultivos celulares. ’
Incubacidn de las células dursnte 2 o 3 dfas pera la formacidn
de la cspa celular confluente .

Cuenta celular y cultivo en microplacz celuvlsr ,

Inoculacidn de la micotoxinas en los cultivos celulares .



RESULTADOS Y DISCUSICN

Se rezlizaron varios experimentos probandb diferentes con-
centraciones en distintos volumenes de micotoxinas, Zearalenona, -
Aflatoxinas By By, Gys Gy Deoxinivalenol ( DON ) y Diacetoxiscirpe
nol ( DAS ), hasta lograr resultados satisfactorios, es decir, afia-
diendo volumenes con concentraciones qﬁe no fueran ni muy vajas, de
tal manera que no afectaran en lo.gzbsoluto al cultivo ceiuwlar, ni -
muy altas que lo destruyeran poxr completo.

Ios resultados obtenidos en el presente _trabajo se presen-—

tan a continuacidn:

BEn la placa celulsr ndmero wno, paré. células Hela, en doﬁ—

_ de se aplicé la zearalenona, se partid dé una concentracidn de -

“lppuyl agregando diferentes voldmenes; 2rpm en 241, 4pum en 441, -
6vpm en.ﬁie., 8pmm en 8;(1,,10ppm en 10;&1,, 20ppu en 20;(1 ¥y 50rm en -
50;('1 y se espez’d_. 24hrs. para ver cu efecto; obteniéndose toxicidad
el 254 pera la concentracién de 4ovpm, le- cusl se fue acentuendo -

. conforme fue gumentando el volumen, asi con 6ppm se obtuvo el 5C%

de toxicidad, es decir, el 50% de células vives y elb 5C% de células

muertas, 1o que equi.ale & 1a dosis ietal ( LD50 )e Pora 10pm, -~

20pme § 50vpn 1a toxicided fue del 1004 ( tabla 1 )

En la. segunda placa celula.r para célules HeLa, fueron apli :
cadas las aflatoxmas, adends del deoxinivalenol y el diacetoxisci_x;
penol a concentraciones, para las aflatoxinas en vrb § wora los tri
cotecenos en pmm. Ias concentraciones para las aflatoxinas fueron -
2.5pbb en 1.2, Sppb en 2,51, 10ppb en 5y, 50prb en 251 y 1CO
pob en 50,4(1. las concentracionés para los tricotecenos fueron 1.2
P en 1.2«1, Z.Spp:n en 2.5&1, Somm en 5,4(1, 25pum en 2541.y 50pmm
en 5Q. Se esperd 18hras. para ver su efecto.



Efects de Zeeralenona en Células Zele .

Primera Placa Celular .

Concentrzcidn de Zeo-
ralenonz en DMiIC

Citotoxicidad causada
nor Zearalenonz en -
célul=zs Hela .

vom /w1
2 2 -
4 4 +
6 6 ++
8 8 44
10 10 S s
20 0 ot
50 5C ER
control -
~ = 100% de células vivas
4 = 75% de célulzs vivas
44 = 50%  de célulzs vivas
+4+4+ = 25% de células vivas
++++ = 0% de células vivas
DMSO = Dimetilsulfoxido 1% .
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8¢ obtuve para la aflatoxina Bl’ que la toxicided fue gumentando
en rrovorcidn directa a2 1la concentracién, as{ para 2.5ppb, la toxi-
cidad fﬁe gel 25% al igual que pera Spub, pero varz 1Creb hubo el
50% de toxicidad, es decir, aguf se obtuvs la dosic letal vare Bl;'
nara la sigsuiente concentracidn de 50ppb la toxicidad fue del 75%
y finzlmente, para le concentracidn de 100ppb la toxicidad fue del
100%. 21 efzcto tdxico de B2 fue menor, para lams ires primeras con-
centracionss no hubo toxicidad, sino hasta 5Cppb nuvo el 100% de to
xicidad 21 igual que para 10Coub. El comportamiento de Gl fue igueal,
El de G, fuz todavia menor, ya que vara las itres -rimeras concentrz
ciones no ruvo toxicidad, pars 50pvb hubo el 5C% de toxicidad, es
decir, el vzlor para la dosis letal y para 100ppt, la toxicidad fue
del 1C0%.

Cen respecto a los tricotecenos, deoxirivalenol y diaceto-
xicirrenol, los resultados fueron dristiccs, dande 21 1004 de towi-

cidad tara todas las concentraciones ( tabla 2 ).

En 1z tercera placa celular para célules Hela, se avlica -
ron Unicamente el deoxinivalenol y el diacetoriczirpenol para hacer
unz mejor comparacién de sus efectos. Las conceniracicnes usadas =
fueron 1.27um en 1.241, 2vom en 2“}, 4ppm en 4yl, €pom en 64}, 8vpm
en 8«}, 1Czm en 1QA94 20pom en 2043, 25vpm en 25*}, 35zom en 391,
¥ 50rrm en 504}. Se esverd 16hrs. para ver suS efectos. Obteniéndo-
se aue el deoxinivalenol no .causéd toxicidad en las dos vrimeras coa
centrzciones, pero a partir de 4ppm‘1a toxicidad fue aumentandc con
forme aumenté la concentracién, vara 4ppm y 6prm la toxicidad fue
del 25%, vara Eppm y 1Opum fue del 50%, equivalente a la dosis letsl
para 20ovt y 35pom fue del 75% y para 2a vondentracidn de 5Cpmm 1la

toxicidad fue del 1004 ( tabla 3 ).
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Tabia 2.

Tfecto de Aflatoxines By Byy 6,4 G, ¥ de Tri-
cotecenos {DON y DAS) en célulze Fela .
Segunde Placa Celular .

————

vicotoxina

Concentracién de aflatoxines (ppb) y de tricote

cenos (ppm) en DNMSO..

Ve

2.5ppb/l.241 5/2.5 10/5 50/25 100/50

B o+ o+ S e
B, - - I FOSUR
G;L .- - - v-«' : Eas s +<.+++'
G, - - - 7. ++ +f+?l~
1.2ppm/1.241 2/2 4/4 6/6 8/8 10/10 20/20 50/50

po% -'++’++’ S R bR bbb birE +«|;4-+ +Hi4
DAS rar— HEEF AbbE AR bR bR bREE bR
c,ontroi - - - . —. - - - -

= = 1C0% de células vives.

¢ = 75% de células vivas.

s« -« 204 de células vivas,

"t e 254 de células vivas,

*ttse = 04 de célules vivas,

¥ & Deoxinivalenol

" = miscetoxiseirpenol

£ = Dinetilsulfoxido 1%
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Takle 3. Zfecto de tricotecenos (DON y DAS) en células Hela
Tercere Flaca Celular .
Tricoteceno Concentracidn de los tricotecenos (ppmil) er SSC .
1.2/1.2 2/2 4/¢ 6/6 8/8 10/10 20/2¢ 35/25 5C/50
DCX - - + + ++ +4 ot 4 it
Bi3 okt B I it = = T P S T R R R

ey
PR%

100 de ~€lulas vivas

75 dz o cflulss vivee

= Deoxinivazlenol

Diacetexiscirpenol

D30 = Dimatilenl®éxi‘o 17
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Le aréfica 1, corresvordiente a la primera nlaca celular -~
wara Hela, muestra claramente la toxicidad de la zearalenona a dife
rentes concentraciones. Conforme va aurentando la concentrocidn de
esta ricotoxina, disminuye el porcenteaje de células vivas ( figura
€ ).

La grdficz 2, corresvonde & la segunda vlaca celular para
Hela, en donde se tueden apreciar los diferentes efectos tdxicos de
las aflztoxinas, la Bl causd la ~ayor toxicidaed., Las aflatoxinas Bzy
Gl ce comnortaron izual y la 02 fue la 1we causé menor toxicidad 4=
todas. El deoxinivelencl y el diacetoxicirpenol caussron el 1(0% de

toxicidad ern todas las concentrzciones { fisura 7 ).

Ia ~rdfics I, corresvonde a la tercera nlaca celular vara
HeLayrrenresenta 12 toxicidad del deoxinivalenol y del diacetoxisecir
-encl, noténdose ror una tarte, €1 comportamiento menos téxico del
deoxinivalenol y oor otre rarte el efecto totalmente tdéxico G2l dia
cetoxiscirnenol( fi urz g ).

-~y
Pl

Para trabajar con las célules 35, se siguid el —ismo proce
dimiento que er las cflulas i¥ela, haciendo el mismo nmimero de vla -
~as celulares y arlicando i~uales concentraciones de las diferentes

nieotoxinzs, vara jue vudieran, veosteriormente, ser comparables,

Los resultadns jue se obtﬁvieron en la rrimera vlzca celu -
lar vpara BGI, en donde se aplicd la zearalenona, fueron tera la con
centracidn de 2pmm el 25% de tokicidaﬂ, incrementdrdose rrogresiva-
mente conforme fus atientande lz conceatracidn de la micotoxina, de
tel forma que rtaras la concentracién de 4prm se obtuvo el 50¢% ie to-
zicid=d y para 12 concentracidn de Svom en adelante, el 1C0% de to-

xicided ( tabla 4 ),

“n la secunda nlaca celular rara BGY, en donde ze anlicaron

todas las aflatoxinas y los tricotecencs, se obtuvo gque la aflatoxi




- ®abla 4,  Efecto de Zeeralenona en Células BGY.

Prirnera Placa Celular .

Concentracidn de Zea— Citotoxicidad cuusada
ralenona en IXSO . por: Zearalenona en = .
células BGY .

rpm A 1

2 2 -

4 4 e

6 6 . e

8 8 +44t

i0 10 ) , o

20 20 . : © et

50 50 : 4 PP,

control . / o

1'00% de, células vivas «

75% de células vives .

3
= 509 de células vivas .
+4+4+ = 25% de célulzs vivas .

+++4 = 0 de cédlulas vives .

DHSO = Dimetilsulfdxido 1#%
BGN = “uffalo Green Monkey



% CELULAS BGM vivas

100 = = = e e - ——— — ——— — — _§quL;qL_
3
301
FIi S
+ 4 d B —

ZEARALENONA (MG/ML)
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1Cort C°U°6 al ?Sf de toxicided y porz 5Crvh r 1007mhb cnn°6 el -
1007 de toxieidad, Tas aflatoxines B b4 Gl caucseron la misma to-
xicifad exnitiendo el 25% de 12 misma er. le comcentracién de S5ppb,
el 5C% de tovicidad o dosis letsl en 10pnb y el 10C% de toxicidad
n 50vpb ¥ 1007rh. T2 eflatoring G fue 1a que afectd menos las
cé€lules, causznlc hasta la concentrac~on de 10ppt el 507 de toxi
cidad y obiteniéndose azuf la dosis letal; pera 50vpb ¥ 100prt 1a
toxicidad fus del 100%. La toxicidad ocesionada vor el deoxinive
“lenol ¥ el diacetoxiscirnenol fue del 100% rerz todes lz2s concen

traciores ( tabla 5 ).

IEn ia tercerz vlacs celular nara EGF, en donde se aplica
ron Unicamente el deoxinivalenol y el diacetoxiscirjehol, los re-
sultzdos rera el primer tricoteceno fuveron, xn2ra 2npa y 4ry el -
257 de tovicidad ¥ vera 35npn y 50ppm el 1007 d¢ toxicidad, mier~
tras gque para el dizcetoxiscirpenol en todas 1aé concentraciones

se obtuvo el 100% de toxiecidad ( tabla 6 ).

zn la éréf*ca 4, corresrondiente a laz primeraz placa cely
lar wara célules BC, se nota wn decremento ré-ido en el norcentz
ie de las célules vivas, conforme aumentan les concenitrzciones de
" zeeralenonz hasta 1legar a un réx:mo de to icidad ¥ muerte celu -
12r ( figura 9 ), ‘

In lz grdfiea 5, corresvendiente a 1a segimda rlaca celu
lar nara PG, estdn renresentodns las diferentes micotoxines a -
-excencidn de la éearalenoha, épreciéndose que la 2f1latorina Bl es
1z gue causé mayor dafio celuler. Las aflatoxinas 32 Yy Gl causaroi
similaf toxicidad ¥y que la G2 czusd menos torxicidad que todas,

Se observa también, que los tricotecenos causaron vara to



Tabla' 5 . Efecto de Aflatoxinss Bl, ’52, Gl’ 32 7 de tricote
cenos (DO y D4&S) en células 207,

Segunda Placa Celular .

P

ticotoxina Concentracién de aflatoxinas (wpb) y de tricotece

nos (vmm) en D¥SO .

2.5ob/1.2 1 5/2,5 10/5 50/25 100/50

B1 + + ++ +++4: +d
B2 _ - - - Bhasas +++4
Gl ' a - . - ) - ' ++f+ 4+
G, - .- - i 4

1.2ppm/i.2.1 2/2 4/4 6/6 8/8 10/18 20/20 50/50

. DON e A adb e b AR 2 S SRS w A

Das bt Fhdt bt bbb bbb bt b b4
control - - - - - - - -

1

- 160% de célul=s vivas.
+ 754 de células vivas,

++ = 504 de células vives,

+++ = 254 de cdlulas vivrs.

++++ = OF de células vives.

DON = Deoxinivalensl
~ DAS = Diacetoxiscirpenocl
PS0 = Dimetilsul<dxido 1%

i
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FiGurA 10: EFECTO DE LAS AFLATOXINAS Y TRICOTECENOS
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Efecto dz Tricotecenos {(ICK y DAS) en células BCM .

Table 6.
Tercers YTlegeca Celular,
Pricoteceno Concentrecidn de lces tricotecenos (vom/ 1) en DNSO .
1.2/1.2 2/2 4/4 6/6 8/8 1C/1C 2¢/20 35/35 50/50
DON - + + e +44 S
3AS e bR bbd bR bbb s T N Rt
- = 10C% de células vivas .
+ = 75¢ de cflulas vives .
++ =504 de célules vivas
++4 = 25% de células vives .,
++++ = 05 de cflules vives .

it

D80

Dimetilsulfdxido 1%

BEil = Buffalo Green XNonkey
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Gas 1re cdncentraciones, 21 1C0% de toxicided y ruerte celular -
£ Tigura 10 ).

la gréfica 6, correspondiente & la tercera place celular
rera EGN, muestre las diferencias en toxicidad de los tricotecenos
{ DON y DAS ), noténdose ensegnida gque el deoxinivalenol es menos

téxico ( figura1l).

Los resultados obtenidos en este trébajo, indican que la
zearalenona fue la micotoxina que causd menos citotoxicidad a los
cultivos celulares, ya que aungque los valores ée LDSC fueron lige
remente mds altos ( @1g/hl en Hela ; 4@;/&1 en BGH ) que los valo-~
res obtenidos para el deoxinivalenol ( &qg/ml en Hela qu/ml en
BGY ), se debe tomar en cuenta que la zearzlenona tuvo un tiempo
mucho mayor de exposicidn ( zearzlenona 24hrs. ; deoxinivalenol -
16hrs. ). »

Se han encontrado en el D.F. tortillas de maiz contamina-
das con zearalenona, en concentraciones mucho mayeres ( 300 a 1CCO
prn ) que los valores dafiinos para las célulag, 0 sea LDEO de este

_investigacidn; de hecho al pasar ©or ¢l oporate digestivo se degre
da la zearalenona, pero los niveles encontrados en 24k g de torti-
llas de la éelggacién Cuauhtémoc fueron de 6FXg-con zearalenona en
5 muestreos, equivelente a 2.84 de tortillas contaminedas., Como en
la ciudad de ¥éxico se con ‘men alredor de 2200 toneladas diarias
de tortillas, equivele a 61.6 toneladas diarias consumidas con zeg

relenona ( Carvajal,t. 1988. Comunicacién personal ).

Las diferencizs entre la citotoxicidad de un tricoteceno
¥y otro son muy marcades, mientras que para el deoxinivalenol se 1o
graron obtener varios wcrcentejes de citctoxicidad y valores de -
LDy i pera el diamcetoxiscirpenol, esto no fue posible vara ninsuns

de las concentraciones en ambos cultivos celulares, ruesto que siem
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pre céusé el 1004 de muerte celular, lo que indica una mayor -
citotoxieidead,

En los experimentos donde los tricotecercs son aplica-
dos en las mismas placas celulares con las aflatoxinas, se obtie
ne el 100%4 de toxicidad para todas las coneéntraciones, pin en -
contrar difersencias en la toxicidad de las tricotecenos, pero en
ilas places celuleres en donde \nicamente se aplicaron los trico-
tecenos, si se encontraron diferencias, estc ruede sar explicedo
porque en el segundo ceso, edemfs de aplicer concentraciones -~
mds pequefias, el tiempo de exposicién fuec msnor, lo gque imdicarfa
que los tricotecenos actian en menor tiempo.

Son preocupantes ios resultedos obtenidos con DAS, pues
$0 que en una investigacidn reelizada por Rodriguez (1988), co -
municacidn personal, se encontrd que de 100 muestras de pastas -
de harina de trigo para sopas, un 6% estuvo conteminado con DAS
¥y como sabemos, los tricotecenos son wuy resistentes al calor, -
llegendo & soportar 20C°C 8in inactivarse.El DAS puede ser un pe-
ligro pare la salud humana.

De las aflatoxinas, consideradss también altemente téxi
czs razén por 1a cual se aplicaron & ppb, se obtuvieron los valo
ras mds altos de I.D50 (Sﬂg/ml para B, en Hela; l.24g/ml para By
en BGM; 254g/wl para G, en Hola; 5yg/ml para Gy» G, ¥ B, en BGM).
la aflatoxine B, fue ia mds t6xica en todos los casos, lo que €O
rresponde & lo antes reportado en la bidbliografia,

Con respecto a las aflatoxinas se encontraron también -
en tortillas de la ¢iudad de México, en 214Kg: 2.8% de Bl' un -
1.84 de B, ¥ 1.4% de G, que serfan equivalentes a 61.6 tonela -
des de tortillas con aflatoxina By» 39.6 ton con aflatoxina B, ¥
30.8 ton con aflatoxina G,
1988, Comunicacién personal).

Ademds, las aflatoxinas estén contaminapdo con frecuen-

cia los cacahuates y un 1% de pastas para sopa, y son conocidos
cancerigenos y teratdgenos.

consumidas diarismente (Carvajal, M.




No es posible hacer una comparacifn directe entre todas ¥
czada wna de las micotoxinas, debido a que actdsn a diferente tiempo
¥ a diferentes concentraciones, asf, la zearalenona y los tricotecr
nos fueron aplicados a vppm, pero el tiempo de accién‘es mds corto
vara los tricotecenos; las aflatoxinas fueron aplicadas a ppb, pues
su cfecto tdxico se lleva a cabo con concentraciones menores'y & wn
tiemno de exposicidn menor que la zearalenons, perorun POCO MEyOT
que el de los tricotecenos.

Los valores de LDSO
los obtenidos pera BGM, 1o gque indica una mayor susceptibilidad de

obtenidos para Hela son mds altos que

parte de las células BGY a las micotoxinas que les células Hela, -
esto puede ser explicado porjue las células EBGH p}ovienen de un ér-
gano ssno ( rifibn ), mientras gue 1as'célu1as.HeLa vrovienen de un
' cercinoma, 1o que indica que son célules ya trensformadas,
- Finalmente, los vglores de LDSO obtenidos en este estudio
para células Hela y BGM, son mds altos que los valores de toxicidad

revortados. para fibroblastos humanos, por Hamed et 21., 1084 .
Existen muchos géneros al igual que especies de ﬁongoé Lo
que producen toxinas, las cuales se hallan extensamente en nuestros
‘alimentos y en los fi.crajes pare animales. Por ello, su Tiesgo PO -
tencial es signifiéativo, edemds de ejercer efectos nocivos en la
salud humana y enimal, siendo les condiciones clinicas que se han - .
encontrado en ambos casos, bastante compléjas Yy ia elaboracidn'de_
un diegnéstico adecuado sobre el efecto que producen, especialmente
diffcil, _
FYor otro lado, ademds del beneficio de los mtividticos,
recientemente se ha informado del efecto anticancerigeno de los tri,
cotecenos, teniéndose alzunas esperanzas de encontrarles propiedades

medicinales ( Rodricks, et al., 1977 ) .
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Debido a estas razones y muchas otras, las micotoxinas son e-
hora reconocidas como téxicos comunes en ciertas enfermedades
de humanos y snimales, constituyendo el objeto mds importente
de la micotoxicologfa, por 1o que se hace evidente la urgen -
cia de estudios en plantoamientos ecoldgicos mcerca de la to-
xicidad de los hongos productores de micotoxinas, estandariza
cién internacional de la %axonom{m de los hongos productores

de micoto ines, proteccidn de los productos alimenticios de -
ia contamxhecidn por hongos productores de micotoxinas, esta-
blecimiento de procedimientos de desintoxicacidén por la accidn
de micotoxinas, desarrollo de métodos de andlisis sensibles y
espec{ficos, mayor evaluacidn de 1ms micotoxinas a través de

inveatigaciones permanentes sobre micotoxicologfa, estudios -
sobre micotoxicologia, estudios sobre la cosbinacibn de los -
efectos téxicos de las diferentes micotoxinas, conocimiento -
sobre el metabolismo y el destine que tienen las micotoxinas

en animasies, 12 poeible contaminecidén secundaria en humanos .
por ingestidn de productos diarios contaminados por micotoxi~
nas, otc. que ayuden a la deteccidn oportuna de estos agentes
contaminantes y 2l ulterior desarrollo de intoxiceciones gra-~
ves y agudas, asf{ como & la deterxminmeldn y resolucidén de la

magnitud de este problema,

Es importante también, recalcar la necesidad de ree-
lizer estudios sobre la accidn de la micotoxinas en el ser hu
mano, pusceto que existen pocos reportes sobre el tema, espe -
rando que este trabajo contribuya a dicho propdsito.



CONCLUSIONES &

1. Tac dosis letades dé 1las micotoxinas en el cultive @z célules
Hela fueron: S ‘ ' '
2) 6prn vars zearalerona .
b) 1Cppb rara 2flztoxine El .
¢) 50pvb pera aflatoxina G2 .
d) Yo se obtuvo pera aflstoxina B, ¥ Gi .
e} 8ppm para deoxinivalenol .
f) tenos de 1.2 pmm para dimcetoxiscirpenol.

2. Ias dosis letzles de las micotoxinas en el cultivo celular -~
BGM fueron: '
a) 4ppm para zearslenonz .
b} 25ppb pera afletoxina B1 .
¢) 10ppt para By Gl,y G,
d) 6ppm para deoxinivalenol .
e) Wenos de 1,2ppm para diecetoxiscirpenol.

' 3; las dosis mfnimas de accién de las micotoxinas en el cultivo -
" celular Hela fueron: ‘ ) |
e) 4ppm para zeasralenona .
b) 2.5ppb para afletoxina El .
¢) 50povb para aflatoxinas I Gl Y G, .
- 4d) 4ppm para deoxi.ivalenol .
e) Venos'de 1l.2ppm paras diacetoriscirpenol.

4. Ias dosis minimas de accidén de las micotoxinas en el cultivo -
celulrr BGY fueron: “
8) 2pmm pera zearalenona .
b) 2.5ppb vara aflstoxina B1 °
¢) Sopb vera aflatoxinas Bp» Gl »
d) 1Cppb para sfletorina G2 o



e) 2rpr rara deoxinivalenol .
f) ¥enos de 1.2ppm pera diacetoxigcirpenocl.

5. Las c¢élulas sanas dz rifién dz mono verde son mds susceptibles
e 1a aceién de las micotoxinas que las Hela, de carcinoma cer

vicouterino.

6. La aflptoxing B, fue la que presentd el efecto mds severo en

1 :
ambos cultivos celulares, — siguiéndole en orden, las aflato=
#inas Bz, c—1 y {}2 seguidas de diacetoxipelrpenol y deoxiniva

lenol y por ¥ltimo zesralenona .
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- Apéndice 1 . Establecimiento de Cultivos Primarios ,

3

Preparacidn de cultivos de célulms de rifién de mzaifero .

Materiales. ;
Ri%¢n de mono, hemster, conejo, feto bovino, ete.; solucidn
salira ejuilitrsda de Hansk (SSE), tripsina (1:250) 21 C.25%, wedio
de cultivo con hidrolizado de lactaltmina (HIA), cajes de Fetri de
6C x 15 y 160 x 15 mm, tijerss, bisturies, pinzas, pipetas, matrez
de Erlenmeyer con acangladuras verticales en sus reredes, agitador,
mesnético, tubos de centrifusa, rec;nientesbpara 1=z células y mate
rizl diverso. )
éenica.

1. Extirver asépticamente los rifiones dsl znimal recién -
anestesiédo, sa"rﬁflcado y sangredo, Son preferiblecs de feto bovino
de 4 & € meges. Bl cordén umnilicel se seccionard “ara el desangra-
do del feto antes de que éste sez separado del Utero.

Tarz su tresliado al laboratorio, los rificnes debenvcolocag
se intectos en un reciriente estéril cen una centidad de SSE con -
antibidtico suficiente para cubrirloes.

24 Descapsularlos con ayuda de tijeras y pinzas, desechando
el tejido conectivo y los codsulos sanguineos.,

El ri%ién bovinc esté d1v1dldo superficielmente de 16bulos,
mientres jue otros rifiones no. ' B '

3. En el csso de riZ%én unilovulado, hay aue cortarlo lon-
gitudinelnente en dos mitades con ayﬁéé de un bistur{, sujeténdolo
convenientemente. Con la supérficie de corte hacia arriba, sujeter
el rifidn con vinzas ¥ servsrar con uvn tistur? la zonz cortical de la

medular, Toner la corteze renal en unza caja de Petri con SSE fris,

En el ceso del ri¥én bovino, sujetar el ridn con ayuda -
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de pinzas y mediante tijeres separar ceda uno de los 1ébulos del -
mismo. £l obtener la corteza de cada 1ldékulo, se coloca en una caja
de Tetri con la misma solucidn.

4, Lavar los trozos de corteza renal apiican&o a las cejas’
de Detri un ligero movimiento de balanceo. Manteniendo la placa le-
verente inclinada, eliminar le solucidn de lavado con ayuda de una
vipeta, siendo preferible usar una Paéteur con rera de goma para -
retirer las dltimas gotas.

5, Trozsr la corteza en cubos 42 1 & 2 my, valiéndose de
bisturies provistos de hojec Pard-Parcker del mimero 15. Tomar dos
de ellos, uno en cadz meno, formando 4drzulo de 45°; con las nhojas -
peralelas y con los filos wno frente a otro, Cortar la corteza en -
cortes finos mediante movimientos adscuados. Si se desea, esta operz
cién puede realizarse con unas fijgras. ’ '

6. Mitar los codrulos sanguineos y el tejido fibroso con
ayuda de unas pinzas., A%adir SSE y dar movimientecs de rotacidn a la
vlsea para lavar los fragmentos de cortera renal. Eliminzr la SSE -~ .
con ayuda de una pipeta, Repetir el lavado variss veces, utilizendo

" cada vez una solucidn, hasta qae‘ésta vermanezca clara. )

A continuecidn del dltimo lavado y una vez retirado el SSE,
recoger los fragmentos de cortesa renal con una cucharilla perforads
0 con pinzas j colocarlos en un matraz Erlen@eyer con acanaladuras -
verticales en su pared y nrovisto de asitador recubisrto de teflén y
-eon triveinz al 0.25% en SSZ, ajustade a pH 8,0-8,4. El.volumwen de -
golucidn de trivsine 2 uwtilizzr devenderd de la cantidad éel tejidoi
a tripsinizar. #n general, pera ceds rifidn son necesnrias 2C0 a 3C0ml
de soluci‘n de tripsina. Te orerzcidn se lleva acabo en un frasco de
5Corls '

8. Colocnr el Zrlewmmeyer orn el agitador mamético, Con eyu-
da de uﬁa rinza-abrazadora fijada a altura conveniente en la varilla
metdlica verticel incerta en la niataforma_d 1 e~itedor, rodeer el -

curllo dnl Trlommeyer do tel Forma suc su ‘ordo nuweds a al-6 wds de
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"

lem de la nerte wfs zlta del agitedor megnétice. De esta monera, lar
,células no sufren sobrecalenteniento dursnte la triypsirizacidn,

' Ajuster el reocstato de rotacidn, hasta éonseguir’que la va-
rilla gire con la suficiente rapidez para una nezcla adecuada; evi -
tezndo la formzcidn de ecpuma, Nantener en agitecién los fragrmentos -
de corteza rengl 2 temperatura embiente durante una hora o a 27°C -

durznte 20 o 30zin. 4

lucidn de trirsina puede cornservarse a 4°C dursnte une noche antes -

de proceder a la agitacidn. In este caso adicionar le centidad de

trivsine suficiente para cubrir los fragmentos asi come la varilla

[

gitadora. A la zzfiana siguiente, retirar la solucidn de trirveine, A-
‘fiadir nueva solucién de tripsina tibia y llever zcabo 12 tripsiniza-
cidn siguiende los puntos 7 y 8 de la técnica jue veninos desarro -
1llando. '

2. Después de la tripsinizacidn hacer pesz=r lz suspensidn a
través ds {res capas de muselina. Resulta apropiado para estos cesos
‘un filtro Seitz estéril colocado sobre un matruz de filtraeidn o Ki-
tasaco con las caras de ruselina en lugar de la membrena filtrante -
Seitz,

10. Tusar la suspensién celular desde el frasco ¥itazato a
un tubo de.centiifuga~éénico graduado. Si el volumen de la susSpen. -
sidn de célules esi lo acorn 2je, pueden utilizarse tubos con tepén -
de rosca de 125»l.; En otros casos, emplear tubos de 501l coa tapdn -
de rosca, tapén de go-a con camise abatible u otro tirpo de-taponeg .

11. Centrifugar la suspensgidn dz célulme en una centrifuge
refrigerada a 4£°C, a 1500 r.t.m. durente 10min; decantar el liguido
sobrante. Adicienar igunl ecantidad de SSE nueva, mezelar bien y rene
tir él lavedo dos veces, Decantar después del Wiltimo lnvado,

12. Si se utiliza mfe de un tubo de centrifuza, asregar una
requedr contided de S5E nueva a eczdn uno de ellos, Volver a sucren -

der 1-c cdlales v reunirlss en un edlo tnko 3o contricng-, a:régﬁr
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une pejuefia cantidad de S5 nueve a cada uno de ellos. Volver afsuﬁ
pender las células y reunirlas a un sélo tubo. Adicionar una pejue-
fla cantidad de la misma solucibn que venimos empleandb a uno de los
tubos vacios. Enjuagarlo bien con ella y aspiraﬁdo el cohtenido con
una pipets, trensferir el 1{3uido a otro de ellos. Enjuagar éste y
‘pesar el liguido contenido en el ¥ltimd de los tubos, resultante de
todas las overaciones realizadas, se agrega al que coatienc la’ sus~
pensién celular.

- Volver = centrifugar la suspensidén mezclada y el}minar el
173uido sébrenadante con ayuda de una pipeta.

13. E1 préximo paso a realizar es prevarar una susnensidn
de célules en el ~edio de cultivo 2 la concentracidn de uso deseada

Si la susmnensidén de cédlulas se va a preperar directamentg
de un volumen de células senlnentadas vor centrifugzcidn, hacer wna
dilucidn a 0.5 x 10~ 2 ge célules de rifidn de mono en medio de creci
miento de Hanks, de p{ 7.C-7.7 o bien, para el caso de las de rifide
de feto de bovino, la misma Gilucidn en medio de cultivo HL4, de -
oH T.2~7.4 . ' . 7

Si rara esta cuemts celular se ve ha emrlear el hemocité-
_metro, preparer la suspensidn de células de rifidr final 2 la dilu -
cidn 0.3 x 1O"'G pera el de feto bovino, '

Distribuir la sugper.cién de células de rifidn de wono en los
recipientes de cultivo, a razén de C.5 a 0.8m1 vor tubo de 16 x 150
mm ¥ 10ml vor frasco plano @ prescriveidn médice de tres onzas.

_ Para el eultiﬁo d= células de rifidn de feto de bovino en -
tubos, mreparar una dilucid: doble de la suspensidn de células y cig
tribuir a rasdén de uvn mililitro ror tubo. Para el cultivo de froceos
u otros recivientes emplear lz suspensidn sefizlada en 21 punto 13 v

-distribuir a razén de 10ml rnor fraseco nlano de nreccriveidn médicn
de tres onzas v 4ml nor frroeco de Frleon para cultivo ds tejidos .
15. Tncubar loz cultivos a 37°C. Después de 3 o 4 dfns, el

medio de loe cultivos de riTén de mono v oiro mamifore en ‘roccos de
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be‘reemplazérse ror stro medio que contengn dobie volnren de 0035?5.
£1 medio de los cvltivos en tubos debe reemrirzarse con, acroximada,
mente, 1,571 de medio de medio de mantenimiento de VEI-Fazle, 3 2 4
dfas deswués de 1z siembra, asf como czda 5-7 dfec haste Jue les cé
lules seen utiligedas.

El mefio de los cultivos de ri%én de feto bovino debe sus-
tituirse 2 los 3 o 4 dfes yor ur medio jue contengz cuero al 24, en
luger de 2l 10%, Parzs este tiemro los culbtivos ya estdn listos para

ger usados .



Anéndice 2 . Cultivo de Asmerrsillus flavus

Parz cultivar e1 honso, se wmrevzran 11 botelles de tipo Rouv
de la sipuiente maznera: se colocan 6Cs de arroz en cada una de las ho
tellas y se d-ja remojsndo durente dos horas, sgitundo constantemente,
Desrués, se carbia el aguz verias veces hasta que ésta salga clara, e
limindndose el exceso de zgua. El arroz debe estar extendido en el fon
do de las'totellas pars después esterilizarlas en el autoclave a 15 1i
bres durante 20 min, »

Diez de las botellas sor inoculadas con una ceva de A, flavus
¥ se les cierra con terones de alzoddn, los cuzles deben ser cuviertos
con parel aluminio, Unez vez irocuvlado el arroz, las botellas deben a-
giterse para distribuir unifor—emente el hongo, Después, deben incubar
se a wna temperstura de 29°C dursnté '1C dias. Ias botellas deben ser a
gitadas diariecmente 2 partir cel cuerio dia. Una botella debe conservar

ce como testigo no inoculado Tera detectar si huto comteminecidn.

EXTRACCION DE AFLATOXINAS .

Pasado el perfodo de incubacién las botellas.se sécan de la -
estufa de cultivo y deben ser pasadas &l autociave pera destiruir las
esporag y asi matar au hongo, 2 15 libras durante 20 mln.

Desruds de que se enfrian lac botellas, se lpq agrega clorofor
mo en cantidad suficiente hszsta dejar cublerto el grano, se deja remo-
jeando paras remover lzs micotoxinas. 24 horas después se hace un filira
do recogisndo el cloroformo en un matrez y afiadiendo nuevamente cloro-
formo a les botellas parz desrrender el mfximo de aflatoxinas.

El cloroformo cor 1a afletoxina fue concentrzdo mnor calenta-

miento en bafio Varfs a 17°C cara forrsr un extracto crudo .,

PURIFICACION Y SEPARACION .

Une vez que te nbtiene un extrecto crudo se rrocede a purifi-



carlo por el méiodo de cromatografim en columna,

Se utilizasn dos columnas de vidrio FPyrex de 120cm de longitud
por 2.5cm de didmetro. El extremo inferior de ca&g columns sé cerrd -
con un tapfn de hule el cual tiene un tubito de vidrio para permitir -
la salida de loe solventes. Sobre el tapdn aze colocan dos rodetes de -
papel filtro y enseguida se agregan 25g Qe sulfato de sodio anhidro,

Se agregan 25Cml de n—hexéno y despuds @8l gel de silice has-
té que glcence una eltura de 40cm en la columna. For ultimo, se pone -
otra cape de 25é de sulfato de sodio anhidro, Una vez preperada la co-
lumna, e cubre con papel para evitar la desnaturslizacién de las mico
toxinas wpor la luz. Desyués, se procede & la purificecidn del extracio
voniéndolo en 40Cml de hexano, ponien&o 1a mitad a ceda columna,,Para
hacer la elusién de los componentes del extracto se usan los siguiente:
solvehtes: a) 30Cml de'benceno a ceda columa y b) 5CCml de benceno-a-
cetona (S5:5). For Ultimo, para hacer 1a elusidn de las aflatoxinas se
usan 300ml de metanol-cloroformo (3:97). Este ltimo solvente arrestra
1as micotoxinas y se van recupersndo en un frasco color dmbar, Nespués

de la purificacidn, se concentra en basio ¥arfa para hacer la separacid

La aflatoxina Bl‘eé.separada oY crqmatograffa en placa de -
-capa fina. Iag placas deben ser separadss ror gel de silice G, deacuer
do con el método descrito por Stubblefield.

Tare corver las placas se colocan puntos de dos microlitros
de extracto crudo =z l.5cm de altp de la ba;e de la placa y como solven

te, se usa vna mezcla de cloroformo-acetona (97:3)."

Después de gue se idéntifican las afletoxinas, de acuerdo com
le migracidn en la placa de gel de eflice v su colorecién con la luz -
. ultravioleta se rastan de 12 placa.y se separen em tubos viales.

Le aflotoxina puede ser cumntificnda por esvectrofotometria.
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‘Apéndice 3. Antecedentes histdricos en él-fGesarrollo de cultive de
tejidos. (Hayflick, 1975).

1885 Roux demostrd que las células embrionarias podfan ser manteni-
das vives en solucidén salina fuera del cuerpo del enimel,

1907 - Harrison cultivé espina dorsal, demostrando gque los axones son

' rroducidos por extensiones de una sols célula nerviosa.

1910 Roux indujo un tumor usando un extracto filtrado de célules tu
morales de pdila:.wéds tarde, mostrd que conténian ARN=virus.

1913 Carrel demostrd que las células podian crecer vor varios verfo_
dos en cultivo bajo condiciones aséptices,

1948 .Early y colaboradores aislaron células de 1z linea cglulaf Iy

| ~mostraron que formeben c¢lones celuleres en cultivo de tejidos.

1952 Gey y colaboradores establecieron uné 1fnea de célules deriva-
das ‘de céncer cervicouterino les cuales volvian a tener un cre

~ cimiento normal. Linea celular Hela.

1954 ievi—Montalcini y asocizdos demostraron. que el faclor de creci-

 miento nervioso (NGF) estimulsba el crecimiento de axones en -
cultivo de teji&os. V -
,1955 Eagle hizo ia urisera investigrcidn siétemética de los rejueri-
- miéntos esenciales y.nutricionales en cultivo.de tejidos y ene-
contraron gue las células animales podian propagarse en una meé
cla determinada de moléculas.

1956 - Puck y asociados'éeleccibnéron mitentes ton:alteraciones de. cre

~ eimiento para cultivo de células Hela.

1958 fTemin y Rubin desarrollaron un endlisis cuantitativo para le in
feccién de células de pollo en cultivo para purificarlas.delvvi
rus de Roux. En la déesda siguiente, 1las coracteristicas de ds=
te y otros virus fueron establecidos por Stoker, Dulbecco, Green
y otros virologos.

1961 Hayflick y Moorhead mostraron que los fibrotlastos huranos mue-

ren destudes dr un mimero firito de divisiones en cultivo.
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1976
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Iittierfeld introduio medio EAM vora el crecimiento selecti
vo de células somdticas hitridas. Junto con 12 téenica de -~
fusidn celular se lograron célules somdticas =ccesidles,
Kato y Tekeuchi obtuvieron une plenta de zenehoria en culti
vo de tejidos, - ' '
Ham introdujo wn medio de suero libre carpaz de soportar el
creciciento clongl de cientos de células de memifero.
Herris y Watkiﬁs produjeron las primeras célules heteroce -
ridticas de mamffero para inducir Fusidn dé virus de humeno
con célvlas de ratén. . '

Augusti-Tocco y Seto adaptéron wr tumor celulzr nervioso de
rotdn (nevrohlasiormz) 2 un cuitivo de tejidos y aielaron. -
clones gque fueron excitables eléctricamerte y sue extendie -
ron efectos nerviosos, Un nﬁmero de otras 1ieas celulares
diferencisdas fueror sisladas a partir de egte cudtivo. |
Kohler y Milstein trodujeron les primeroé anticuer~os rmono-
clengles de lineas celulares, ‘
Seto y asociados vublicaron el ﬁrimero de tnea cerie de re -
portes mostrando que las difgrenfes lfneas celulares rejuig
ren diferentes mezclas de hormonas ; ‘factores de crecimien~

to ern un rmedio de suero libre.
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