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RESUMEN.

En México como en ofros paises hay un interés muy grande por el
conocimiento de los riesgos que significan la contaminacion de alimentos con
compuestos téxicos como las aflatoxinas; estas sustancias estan consideradas
como agentes carcinogénicos potentes que causan ademas una gama muy
grande de patologias. Sabiendo que los hongos que las producen se encuentran
en granos almacenados y que uno de ellos es el maiz, el que constituye uno de
los alimentos basicos del mexicano y que el Noreste del pais es una zona
altamente contaminada, razén por la cual se procedio a realizar un muestreo en la
Ciudad de H. Matamoros, Tamaulipas; con pacientes que presentaban diferentes
patologias como HBV, HCV, Cancer, Cirrosis Hepatica y Tuberculosis para
conocer los niveles de AFB1 — Lisina en Sangre y ftratar de establecer una
correlacion con las distintas patologias del estudio. Se procedit a estandarizar la
cuantificacion del aducto por la técnica de RIA se efectuaron dos muestreos uno
en el ano 2001 y otro en el 2002, con un total de 80 pacientes llenandose una
ficha con los datos generales de cada uno, para graficarse posteriormente, se les
determino albumina por el Método de Wild et. al., para la obtencion del aducto y se
cuantifico por el Método de RIA de Sheabar et. al., modificado por Trudel y
Wogan. Los valores encontrados indican que la poblacion a ingerido alimentos
contaminados con aflatoxinas; considerando la vida media de la albimina es

probable que la poblacién este ingiriendo en forma cotidiana alrededor de 1



ugridia; no se encontré correlacién entre la AFB1 — Lisina y las patologias

presentes en los pacientes del estudio.
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ABSTRACT.

In México as in other countries there is a great interest for the knowledge of
the risks that signify the contamination of food with toxic components such as
afiatoxins; these substances are considered as potent carcinogenic agents that
also cause a large degree of pathologies. Knowing that the fungi that produce them
are found in stored grains and one of them is corn, which constitutes one of the
most basic nourishment of the Mexican population to carry out a sampling in the
city of H. Maramoros, Tamaulipas; with patients who presented different
pathologies such as HBV, HCV, cancer, liverwort cirrhosis, and tuberculosis to
know the levels of AFB.: — Lysine in the blood and try to establish a correlation with
the different pathologies of the study. It was proceeded to standardize the
quantification of the aduct by the technique of RIA, two samplings were carried out
in the years 2001 and 2002, with the total of 80 patients filling out a questionnaire
with each individuals” personal data, to graph afterwards, albumin was determined
using the method of Wild et. al., for the obtaining of the aduct and it was quantified
by the method of RIA of Sheabar et. al., modified by Trudel and Wogan. The
values found indicate that the population has ingested nourishments contaminated
with aflatoxins, considering the half life of the albumin it is likely that the population
is ingesting on a daily basis about 1 pgr/day; ne correlation was found between the

AFB; — Lysine and the pathologies present in the patients of the study.



TITULO

DETECCION DE ADUCTOS DE AFLATOXINA Bi-ALBUMINA SERICA
POR RADIO INMUNO ANALISIS EN PACIENTES CON PATOLOGIAS
ASOCIADAS CON SU PRESENCIA EN H. MATAMOROS, TAM; MEXICO.

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas en 1960 ha habido un creciente
interés por el conocimiento sobre los posibles riesgos sanitarios provocados por la
contaminacién de alimentos con compuestos toxicos y posiblemente

carcinogénicos producidos por hongos toxigenicos.

La aflatoxina B1 es considerada como uno de los agentes carcinogénicos
naturales mas potentes que se ha encontrado debido a que un pg es capas de
inducir cancer en cultivo de células (112); y a que en concentraciones de 2 mgr/kg
en alimento fue capaz de inducir cancer hepatico en el 10% de una poblacion de
animales de experimentacion (97, 137, 310); se ha establecido una correlacion
positiva alta entre el consumo de alimentos contaminados con la aflatoxina B1 y
cancer hepatico en humanos en paises como Africa y China (119), asi como
cirrosis hepatica, cancer de tubo digestivo, tuberculosis, efectos teratogenicos,
trastornos de la coagulacidn, degeneracion grasa, asi como trastornos

inmunitarios (27, 60, 155, 298) entre otros padecimientos.



La acciébn hepatocarcinogenica de esta micotoxina en animales de
experimentacion, incluyendo primates; contemplando ademas  su amplia
distribucién en alimentos humanos y animales, ha determinado que al estar
presente en alimentos se considere como un alto riesgo potencial para la salud

(24, 119, 147, 197).

Esta demostrado que granos basicos como el maiz y oleaginosas pueden
estar contaminados con aflatoxinas. En México se ha reportado una alta incidencia
de maiz contaminado con aflatoxinas sobre todo en ia regién de H. Matamoros
(noreste del pais) (46, 227); en donde los niveles de contaminacién durante los
dltimos 10 afios han sido de mas de 125 pgrikg (195). Considerando que la
principal fuente de alimento de los mexicanos es el maiz en forma de tortilla,
podria ser posible que |la poblacion esté ingiriendo aflatoxinas constantemente.
Una forma de establecer si existe este riesgo, es determinar la cantidad de
aflatoxina unida a albimina presente en el suero humano, ya que esta AFB1 —

lisina es catalogada como un potente biomarcador (101).



ANTECEDENTES

Generalidades de aflatoxinas

Las aflatoxinas son sustancias naturales producidas por hongos en
alimentos y que causan efectos toxicos en humanos y animales cuando los
consumen (227, 234); Estas micotoxinas son el producto del metabolismo
secundario de los hongos imperfectos: Aspergillus flavus, A. nomius y A.
parasiticus (21), los que se descubrieron en 1860 como consecuencia de una
epizootia, que causod la muerte de miles de guajolotes jovenes, patos y faisanes en
el este y en el sur de Inglaterra (105, 252) . Este padecimiento se conocié como
enfermedad “X” de los pavos que se caracterizo por letargia, pérdida del apetito y
muerte. La necropsia evidencidé necrosis hemorragica hepatica extensa,

congestion renal, degeneracion parenquimatosa hepatica y proliferacién de los

conductos biliares.

Los estudios que se realizaron para elucidar la etiologia del problema no
pudieron demostrar una causa microbiolégica o viral en estas aves (105) por lo
que se pensO en la posible contaminacion quimica de los alimentos. El alimento
estaba integrado con harina de cacahuate importada de Brasil, alimento que se le
llamo Rosetti por el barco que lo transporté, encontrandose que estaba altamente
contaminada con Aspergilius flavus (227, 17), y con una sustancia azul

fluorescente al ser observada con luz ultravioleta; aislandose las toxinas B1 y G1



por cromatografia en papel (252) y posteriormente por la técnica de cromatografia

en capa fina (201) denominandoseles aflatoxinas.

El término de aflatoxina proviene de las siguientes raices: “A” por el genero
Aspergillus, “FLA” por la especie flavus y “TOXINA” que significa veneno, debido

a que estas micotoxinas fueron aisladas primeramente en cultivos de Aspergillus

flavus (84).

Tipos y naturaleza quimica de las aflatoxinas

Quimicamente las aflatoxinas son dihidrofuranocumarinicos altamente
substituidos (158) los principios téxicos fueron aislados (16, 119, 134, 201) e
identificadas obteniéndose 4 principales aflatoxinas: 2 de la serie “B” (aflatoxina
B+ y aflatoxina B2) y dos de la serie “G” (aflatoxina G1 y aflatoxina G2); las primeras
se identifican por su fuerte fluorescencia azul bajo la luz ultravioleta mientras que
las de la serie G tienen florescencia verdosa bajo la misma luz. Las aflatoxinas de

la serie B presentan un ciclopentano unido al anilloc cumarinico y las de la serie G

presentan una fusién con una lactona (111).

Actualmentie se consideran mas de 18 tipos diferentes de estas aflatoxinas
pero indudablemente que las mas importantes son las B1, B2, G1, G2, M1y Mz (30).
Las aflatoxinas B1 y en menor cantidad las aflatoxinas G1 son las responsables de
la contaminacion en alimentos, estas dos toxinas tienen un puente instaurado en

la posicién 2, 3 en el anillo furano terminal. La B2 y aflatoxina G2 estan saturadas



en esa posicion; en el caso de las aflatoxinas M+ y aflatoxinas M2 son hidroxilados

de las aflatoxinas B1 y aflatoxinas B2 respectivamente (76, 119, 284).

AFB1 AFG1
0
; OCH, 0CH,
AFB:2 AFG:2
Fi L
OCH, OCH,

Fig.1 Estructura de aflatoxinas

Las aflatoxinas son solubles en solventes organicos como cloroformo y
metanol entre otros; son poco solubles en agua, son sustancias termoestables (en
alimentos) pudiendo resistir hasta 150° C durante 30 minutos cuando estan en
harina de maiz (103). Sin embargo son desactivadas con facilidad por pH
extremos ya sea acidos o alcalinos (menos de 3 o mas de 10); o bien por agentes

oxidantes o por la exposicion a la luz ultravioleta en presencia de oxigeno (119).



Presencia de aflatoxinas en el mundo.

La poblacion humana esta expuesta a la aflatoxina por el consumo de
alimentos que han sido contaminados directamente por cepas toxigenicas de
Aspergillus parasiticus y A. flavus; estos hongos contaminan los diferentes
alimentos en el campo, durante su cultivo o durante la cosecha y/o durante el
almacenamiento de los mismos; puede ocurrir también una contaminacién

secundaria durante la vida de anaquel de los diferentes alimentos (5, 14, 97, 243).

Taubenhaus en 1920 describe por primera vez la contaminacion del maiz
por Aspergillus flavus en Estados Unidos de Norteamérica y no fue hasta 1975

que Anderson et al, demostro la presencia de aflatoxina en el maiz contaminado

por este hongo.

En virtud de que los requerimientos para la produccién de aflatoxinas son:
una alto contenido de humedad en los alimentos, temperaturas de 27 — 37°C, alta
humedad relativa de! medio ambiente; los hongos antes descritos pueden

producirlos en alimentos ricos en grasas y carbohidratos.

Las aflatoxinas se encuentran distribuidas ampliamente en el mundo,
predominando en climas templados en productos gramineos almacenados, y con

mayor preferencia en el maiz, cacahuate y otros gramineos (19, 82, 191, 251, 303,

304).



Los resultados obtenidos de diversas muestras internacionales revelaron un
alto grado de contaminacioén, variando en un concentracién de aflatoxinas de 4 —

1920 pagr/kg para el maiz y de 24 - 5000 pgrikg para el cacahuate (127, 153, 215).

Las aflatoxinas han sido también reportados en grado variables en varios
paises de América Latina como el Salvador, Brasil, Costa Rica, Guatemala,
Colombia y Ecuador (229). En el caso de Costa Rica de 3,000 muestras de maiz
coleccionadas en todas las regiones del pais, en diferentes etapas de desarrollo y
diferentes contenidos de agua, se encontré contaminacion con A. flavus en un
80% de las muestras conteniendo mas de 20 pgr de aflatoxinas B+; en algunas

regiones fue mayor de 274 ugr (191).

Presencia de aflatoxinas en México.

En nuestro pais se ha investigado la presencia de aflatoxinas en diversos
granos, teniendo en primer termino en orden de importancia el maiz (127) y sus
derivados, alimento gque es mas factible de contaminarse por ser un excelente
substrato y que ademas constituye una parte importante de la dieta basica del
mexicano, consumiéndose aproximadamente 248 kg por capita anualmente (125).
La leche, otros productos agricolas como sorgo, nuez, semilla de algoddn, cacaoy
oleaginosas como cacahuate y frijol, ademas de alimentos procesados como
harina nixtamalizada y alimentos balanceados, en los que se encontré la presencia
de aflatoxinas B1, G1 y G2; los resultados referentes a aflatoxina B1 oscilan de 0.32

a 465.31 ug/kg (8, 130, 195, 229). Tabla (1) en la que se puede apreciar afio,



producto, porcentaje de incidencia y diversas estados en las que se ha encontrado

esta micotoxina.

Tabla 1.- Ocurrencia de afllatoxinas en México.

Afo Alimento No. De Incidencia Lugar
muestras (%)
1975-76 Tortilla 30 48 D.F.
Frijol 30 100 D.F.
1978 Maiz 120 12 Puebla
Frijol 120 § Puebla
1978 Harina de maiz nixta 20 35 Monterrey
malizado
1978 Balanceado para conejo 20 75 Coahuila y
Nuevo Ledn
1980 Nuez 28 39 Monterrey
Cacahuate 238 48 D.F.
Mazapan 238 17 Guadalajara y
Monterrey
Harina de Maiz 96 42 Monterrey
Fécula de Maiz 41 0 Monterrey
1982 Maiz blanco 41 0 Guanajuato
1983 Maiz amarillo criollo 9 33 Guanajuato
1984 Maiz 5 0 Guanajuato
1984 Leche 110 100 Monierrey
1985 Maiz blanco 42 10 Guanajuato
1987 Sorgo blanco 120 48 Tamaulipas
1987 Maiz amarillo 39 42 Tamaulipas
1988 Maiz blanco 49 10 Chiapas
1988 Maiz 64 0 Durango y
Chihuahua
1988 Maiz 26 0 Edo.deMéxico
1988 Feécula de maiz 4 0 Guadalajara
1989 Cacao 10 100 D.F.

Guzman de Peiia D. (102)

En distintos estados del Pais se han practicado monitores similares como
en el caso de Chiapas, que en el ano de1933 se encontrd en el maiz almacenado
cantidades de aflatoxinas que variaban entre 16 — 74 ugr/kg y en los afos

siguientes las concentraciones fueron de 9 hasta 2100 pgr/kg (229).



En Tamaulipas en el afio de 1989 se analizd6 maiz recién cosechado
encontrandose niveles de contaminacion de 68 y 102 pgr/kg. Lo que propicio una
serie de investigaciones en el maiz blanco y amarillo recién cosechado en 7
municipios del norte del Estado encontrandose niveles de contaminacion que

variaban de 34 ugr/kg a 125 ugr/kg. (188) {tabla 2).

Tabla 2.- Incidencia de Aflatoxinas en Maiz Blanco y Amarillo recién

cosechado en Tamaulipas.

Municipio Numero de Numero de Aflatoxinas
Bodegas muestras Incidencia Nivel X
% (ng’ka)
Rio Bravo i P 22 S0 62
Miguel Aleman 3 3 100 125
Reynosa 2 2 66 85
Matamoros 5 9 66 62
Camargo 1 1 100 100
Diaz Ordaz 2 2 100 100
Valle Hermoso 8 13 38 34

Guzman de Pena D. (188)

Posteriormente de los afios de 1989 a 1992 el Gobierno Federal instituyo un
programa con la Secretaria de Salud, de Agricultura, Recursos Hidraulicos y
Conasupo, para evaluar la presencia de aflatoxinas en el maiz en el Estado de
Tamaulipas; como resultado de estas supervisiones se encontrd que durante la
recepcion del maiz en el ano de 1989 en Conasupo el grano estaba altamente
contaminado con aflatoxina con concentraciones que oscilaban entre 21 y 400

mgr/kg por lo que se decidié ponerse en cuarentena la totalidad de la cosecha



(440,000 tons) y no autorizarse para consumo humano (172, 235). Posteriormente
en el afto 2000 se encontraron 27,000 toneladas de maiz contaminados con

aflatoxinas en la region de H. Matamoros (225), sin que se especificara el grado

de contaminacién,

En base a los antecedentes antes descritos, se evidencia que el maiz que
se cosecha en diversas partes de la Republica Mexicana ha estado contaminado

con aflatoxinas, siendo por lo tanto un riesgo para el consumo humano.

Legislaciéon sobre aflatoxinas

En virtud de la alta toxicidad de estas micotoxinas, asi como su distribucién
muy amplia a nivel mundial, se han establecido regulaciones sobre su presencia
en insumos para alimentos humanos y pecuarios, incluyendo productos derivados
de elios como leche y carne. De acuerdo a la Administracién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica, las aflatoxinas son sustancias
venenosas contempladas en la seccidn dos del acta referida a comida, drogas y
cosméticos mencionandose los niveles permitidos de estas en las cantidades

siguientes:
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Tabla 3.- Niveles de aflatoxina permitidos en diferentes alimentos en

Estados Unidos de Norteamérica.

Maiz para consumo humano hasta 20 pgr/kg

Maiz para aves, ganado lechero
y porcinos hasta 20 pgr/kg

Maiz y derivados del cacahuate
para el terminado de la engorda
de vacunos hasta 300 pgr/kg

Semilla de algodén para engorda
de ganado hasta 300 ugr/kg

Maiz o derivados del cacahuate
para el terminado de la engorda
de cerdos de mas de 100 kq. hasta 200 pgr/kg

Maiz o derivados del cacahuate
para pie de cria de ganado

vacuno O porcino hasta 100 ugr/kg
Maiz o derivados del cacahuate

para animales jévenes hasta 20 pgr/kg
Nuez de Brasil hasta 20 pgr/kg
Leche 0.5 pgr/kg (AFM1)
Cacahuate y sus derivados 20 pgr/kg
Pistaches 20 pgr/kg

Administraciéon de Drogas y Alimentos (88, 89)

De la misma manera otros paises, han establecido regulaciones en los
niveles de estas toxinas en sus alimentos. En la tabla 4 se puede ver que Malasia

no permite la presencia de aflatoxinas en ningun alimento; en cambio en México
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permite 20 pgr/kg en uno de los alimentos més importantes para su poblacion, el

maiz.
Tabla4.-  Niveles de aflatoxinas permitidos en diferentes alimentos en
algunos paises.
Tolerancia para afiatoxinas
Pais Producto na/kg {ppb)
Brasil Cacahuate (exportacion) 50
Canada Nueces y productos de nueces 15
Dinamarca Cacahuate y nueces de Brasil 5 22
semillas
India Cacahuate (alimento) 30
Israel Todas las semillas 20
Japén Todos los alimentos 10
Malasia Todos los alimentos cero
Malawi Cacahuates 5
México Maiz 20
Polonia Todos los alimentos y 5
semillas

Rhodesia = Cacahuates 25
Suecia Todos los alimentos 10
U.S A Todos estos productos 15
Inglaterra. ~ Nueces y sus derivados 4
Suiza Cereales 4

Stolofflin et al, (272)

En italia especificamente se han establecido regulaciones mas severas en

los alimentos para bebes, como se puede ver en la Tabla 5.
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Tabla 5.- Niveles permitidos de aflatoxinas en diferentes alimentos de

consumo humango en [talia.

AFLATOXINA PRODUCTO Ug/Kg
Aflatoxina B1 Condimentos 10
Aftatoxina B1 Hierbas de té 5
Aflatoxinas totales (B1, B2, G1y G2) Comida para bebe 0.1
Aflatoxinas totales (B1, B2, G1y G2) Condimentos 20

(Secretaria de Salud, Italia 1999).

La actual Comunidad Europea ha determinado que los niveles permitidos
sean mas bajos que los autorizados por ia F. D. A. en los Estados Unidos de

Norteamérica como se puede apreciar en la Tabla 6.
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Tabla 6.~ Niveles maximos de aflatoxinas permitidos en diferentes

alimentos para consumo humano en Europa.

PRODUCTO AFLATOXINA ug/Kg

Cacahuates Aflatoxina B1 2
Aflatoxinas fotales
(B1, B2, G1y G2) 4
Frutas Frescas Aflatoxina B1 2
Aflatoxinas totales
(B1, B2, G1y G2)

Cacahuates

seleccionados Aflatoxina B1
Afiatoxinas totales
(B1, B2, G1y G2) 15

[o s B < S

Frutas secas

Seleccionados Aflatoxina B1 5
Aflatoxinas totales
{B1, B2, G1y G2) 10
Cereales y
Procesados Aflatoxina B
Aflatoxinas totales
(B1, B2, G1y G2) 4
Leche y derivados  Aflatoxina M1 .bng/L

(Comunidad Europea, julio 1998).

Regqulacion de aflatoxinas en México

La Secretaria de Salud, en la norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-
2002, Productos y Servicios, control de aflatoxinas en cereales para consumo
humano y animal en la Seccién 5.3.1 y 5.3.2 establecen que los cereales no deben
de excederse de 20 pgr/kg de aflatoxinas totales; en caso de observarse valores

de 21-300 pgr/kg el cereal tinicamente se usara para consumgo animal.

Los cereales para consume pecuario deberan ajustarse a lo dispuesto en la

tabla 7.
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Tabla 7.- Limites permitidos de aflatoxinas en cereales para consumo

pecuario en México.

Limite Maximo pgr/kg

Aves excepto pollos de engorda 100
Cerdos en engorda:

De 25 -45kg 100

Mayores de 45 kg 200
Cerdos adultos destinados a la
reproduccion 100
Rumiantes:

Adultos destinados a la

reproduccion 100
De engorda en etapa de finalizacion 300

Secretaria de Salud (247)

Toxicidad de las aflatoxinas en animales de experimentacion

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas por la muerte masiva de pavos
en Inglaterra en 1961 (79, 250) en lo que se denomine la enfermedad “X” de estas
aves; ha habido un interés creciente por el conocimiento de la actividad toxica de
estas micotoxinas en distintas especies de seres vivos, de los cuales los mas
utilizados para experimentar han sido; ratas, ratones, pollos, cerdos, borregos,
ardillas, vacas, cultivos celulares, varias especies de monos y peces. Como se
puede observar en la Tabla 8 las lecciones ocasionadas en el higado como 6rgano

y en sus unidades celulares son bastantes agresivas.
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Tabla 8.- Lesiones Celulares encontradas en diferentes animales

alimentados con dietas contaminadas con aflatoxinas.

Lesiones Bovino Cerdos Borregos  Patos Guajolotes Pollo

Lesiones de higado

Necrosis aguda y Hemorragia

Fibrosis crénica

Nédulos regenerativos

Proliferacion del ducto biliares

Lesiones veno-occlusivas

Células hepaticas

Megalocytosis (células
Engrandecidas)

Nucleo engrandecido

Infiltrado de células inflamatorias

Tumores en higado

+ + + +
I
]

]
U+
1

Q' 4+ +
o'+ +
1
+ '+ o+
O+ + +
S+ o+ !

Lewis et al. (172)

La mayor parte de la informacion respecto a la toxicidad de las aflatoxinas
se ha derivado saobre experimentos en ratas las que son muy susceptibles para
este propésito; en los demas animales como conejos, bovinos, cerdos, borregos,
se ha obtenido una respuesta en grado variable (2, 72, 86, 230, 286) razén por la

que se han manejado con menor frecuencia.

Con base a los estudios realizados se ha demostrado que la aflatoxina Bt
es un potente carcinogénico para animales y peces (23, 47, 78, 152, 306) en los
que por lo general el higado fue el érgano blanco, induciendo una alta presencia
de hepatocarcinoma celular y en menor grado otro tipo de neoplasias y
padecimientos diversos como:; mutaciones y malformaciones congénitas (2, 51,
100, 189, 218, 269), alteraciones inmunitarias (72, 224), fibrosis incluyendo la

hepatica (242, 249) alteraciones del metabolismo (51, 91, 112, 226, 238)
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trastornos de la fertilidad (149, 150) cursando con sintomas como: hepatomegalia,

necrosis periportal, trastornos hemorragicos, degeneracion grasa, proliferacion de

los conductas biliares, diversos grados de fibrosis hepatica, diarrea asi como el

desarrolio de tumores en higado (149, 150). Tabla 9. Siendo estos de los efectos

inducidos que se han presentado bajo circunstancias muy diversas como: especie

y cepa de animales usados, dosis, vias de administracién, dieta, edad y sexo;

respecto al cual no se ha encontrado que haya diferencias respecto a los efectos

en la toxicidad de las aflatoxinas; es importante considerar que la respuesta

carcinogénica se ha evaluado incluyendo ademas de las ya mencionadas

variables como: el status hormonal, la magnitud del dafio hepatico, actividad

enzimatica hepatica y presencia de otros metabolitos (51, 112, 238, 306).

Tabla 9.- Hepatocarcinogenicidad de las aflatoxinas B1 en distintas

especies animales.

Especies Régimen de Duracién de Periodo de Incidencia de
animales dosificacion tratamiento observacion ~ tumores hepaticos
Mono rhessus (M) 1,655¢ total 5.5 afios 8.0 anos 1de1
Mono rhessus (H) 1,655g total 5.5 afios 10.75 arios 1de1
Titi 3.0 mg Total 50-55 semanas 50-55 semanas 1de3
Titi 5.04-5.85 mg/total 87-94 semanas 87-94 semanas  2de3
Pato 30yg/Kg 14 meses 14 meses 8de 1
Trucha arco irig 4ug/Kg 12 meses 12 meses 15%
Embriones de .5yg/Kg en el agua 1 hora 296-321 dias 38%

trucha
Salmon 12ug/Kg de dieta 20 meses 20 meses 50%

Torres E. (281)

Respecto a las experiencias que se han obtenido en primates alimentados
por via oral con aflatoxinas B1, incluidas en su dieta, se pudo inducir la produccién

de tumores clasificados como hepatocarcinomas celulares, similares a las
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desarrolladas en las ratas (136, 152, 222, 268); en monos Rhesus también se ha
probado la susceptibilidad a |la carcinogenisidad de la aflatoxina B1 desarrollando
carcinoma en la mayoria de los casos, habiendo algunos monos que desarrollaron

carcinoma de vias biliares o de vesicula biliar (119).

Patologias asociadas con la presencia de las aflatoxinas

La actividad toxica de la aflatoxina B1 ha sido demostrada por el cultivo en
tejidos y células HELA en los que se observa inhibicion en el crecimienio de

células de higado, aberraciones morfoldgicos hasta llegar a la muerte (289).

En células de rindn se observan alteraciones en la respiracién y cambios
morfolégicos (166); hay también supresion de mitosis e inhibicion en la sintesis del
DNA dando como resuitado la formacién de células gigantes; asi como ia

disminucién en la actividad de la polimerasa del DNA. (99, 167, 299).

Se ha reportado alteraciones a nivel de cromosomas en células de higado

de embriones humanos y en células sanguineas (308, 316).

Se ha encontrado que uno de los érganos blancos de las aflatoxinas es el
higado en el que causa desde una disfuncidon organica hasta la produccién de
hepatomas, como se ha evidenciado por sus propiedades carcinogénicas en

distintas especies de seres vivos como aves, peces y mamiferos (9, 17, 286).
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Ademas de las enfermedades que se asocian con las micotoxinas,
especialmente las aflatoxinas que pueden ser implicadas como hepatotoxicas (8,
119, 157, 254); hay varios factores que pueden ser considerados propiciadores en
la etiologia de la cirrosis como: consumo de alcohol, infecciones virales,
enfermedades de Kwashiorkor, hepatomegalia tropical causada por para sitos
como Plasmodium y Schistosoma, substancias quimicas como el tetracloruro de
carbono, micotoxinas como las producidas por Amanita, Fusarium, Rhizopus,
Aspergillus y Penicillium, (65) en los que se ha encontrado que afectan el sistema

nervioso y circulatorio y que los 6rganos blancos son higado, bazo y vias

respiratorias (160, 188).

Se ha encontrado que los enfermos de Hepatitis “C" presentan gran
sensibilidad a las aflatoxinas, considerandose que existe un sinergismo entre esta
enfermedad y la foxicidad de estas micotoxinas para el desarrollo de cancer

hepatico en la especie humana (68, 95, 230, 256, 302).

Se han realizado diversos estudios epidemiologicos para obtener
informacién acerca de la relacién entre la ingestién de aflatoxinas en alimentos y la
incidencia de hepatocarcinoma en diversas partes del mundo como Asia, Uganda,
China, Filipinas, Swazilandia, Kenia, Tailandia y Mozambique el cual tiene la mas
alta incidencia de cancer de higado en humanos en el mundo con un consumo alto

de aflatoxinas (119). Tabla 10.
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Tabla 10.- Incidencia de cancer hepatico en humanos y nivel de ingestion

de aflatoxinas (119).
Consumo alimenticio de Casos de adultos con cancer (>de 15 arios)
Aflatoxinas (ng/kg) del Hombres Mujeres
Peso de! cuerpo/d
No./100,000 No./100,00
Poblacion Poblacién/aiio Incidencia poblacion/ario Incidencia
Kenya
Altitud afta 3-5 1 31 0 0
Altitud Media 6-8 13 10.8 6 3.3
Altitud baja 10-15 16 12.9 9 54
Swazilandia
Lianura alta 59 9 7 2 1.4
Llanura media 914 24 14.8 5 2.2
Lebambo 15-20 4 18.7 0 0
Llanura baja 43-53 35 26.7 7 56
Tailandia
Songkhala 58 - - - -
Ratburi 45-77 - - - -
Mozambique 222 - 35 - 15.7

Groopman, et al, (119)

En esta tabla se puede apreciar:

a). Que la ingesta de aflatoxinas y la incidencia de hepatocarcinoma

celular (HCC) va en orden decreciente.

b): Que la ingesta de aflatoxinas varia entre 3-222 ymg/kg de peso

corporal / dia

¢): Que los valores estimados para HCC van desde un minimo de

2.0 a un maximo de 35.0 casos por cada 100,000 habitantes por afio
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d): Hay una asociacion positiva entre los dos parametros en los que
la ingesta elevada de aflatoxinas fueron fuertemente asociadas con altas tasas de

incidencia de cancer hepatico.

e). Que la asociacion fue mas aparente en conexién con los indices
de incidencia, por lo que un gran numero de casos fueron involucrados dando

estimados mas precisos de la incidencia de las enfermedades.

f): Que la incidencia de cancer de higado en estos estudios fue una

funcion linear de logaritmo de la ingesta de aflatoxinas.

Los datos anteriores proporcionan evidencias circunstanciales de una
relacion causal importante entre la ingestion de aflatoxinas y la presencia de
cancer hepatico €én humanos; aun y cuando estas no son evidencias concluyentes
de la etiopatogenesis entre aflatoxinas y HCC, si no que son correlaciones para

considerar que la exposicion a estas substancias esta asociada con un alto riesgo

a este tipo de cancer (119).

Se ha establecido también una asociacién entre cirrosis hepatica y la
presencia de aflatoxinas que aun y cuando se ha visto cierta distribucién
geografica de este padecimiento con una epidemiologia alta en ciertas partes del
sur de Africa: Sahara, Sureste de Asia; Sureste de la India y Japdn (56); se ve
también que puede ser favorecida con la dieta de la poblaciéon potencialmente

contaminada con aflatoxinas.
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Es importante considerar que de acuerdo a la exposicion directa a
las aflatoxinas en aquellos individuos que se dedican al manejo de granos
almacenados, la inhalacion podria favorecer la bioactividad de estas substancias a
nivel de pulmoén tal y como se ha demostrado que la mucosa de vias respiratorias

es mas susceptible que el higado mismo (102, 165, 213).

Oyelami, (213) encontrd una asociacion muy importante entre la aflatoxina
B1 y la tuberculosis en nifnos que presentaban una enfermedades extrema como la
enfermedad de Kwoshiorkor, que aun y cuando deja la incertidumbre en la relacion
de desnutricion y tuberculosis contra tuberculosis y aflatoxinas; sabiendo que la
tuberculosis esta fuertemente asociada con la desnutricién; es importante
considerar que al haber desnutricion hay una depleccion del sistema inmunitario
per se,; y esto permite la predisposicion a agentes infecciosos diversos; pero en
forma similar se ha encontrado que la presencia de la aflatoxina provoca una

disminucién de la actividad del sistema inmune (57, 94, 137, 140, 189, 224).

Se ha reportado también una relacién estrecha entre la degeneracion grasa
del higado con la presencia de aflatoxinas (27) e interfiriendo, también con el
transporte sanguineo de la grasa, provocando niveles bajos de estas en sangre
aunque esio se ha observado en menor grado. Ahora bien se encuentra cierta
tendencia a otros tipos de cancer, con mayor predominancia en individuos de raza
negra que en la raza blanca, como: de estémago, intestino delgado, endometrio,

ovario, cerebro (161, 210) pulmén y piel (184).
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Herndrickson R. G., (81) y Cusumano V. et al (270); determinan que las
aflatoxinas inducen a la inmunosupresion y que el cuadro clinico de los individuos
con H.LV. se agrava cuando estan presentes las aflatoxinas; asi mismo la
sintomatologia de las enfermedades parasitaria como la malaria y la coccidiosis se

presentan en una forma mas severa (18).

Toxicidad de las aflatoxinas

De acuerdo con las descripciones de Groopman (120); la aflatoxina B1 con
la accion de las enzimas microsomales se transforman en un metabolito
hidroxilado; y este a la vez en epoxido el cual tiene reaccion reversible con la
formacion de aflatoxicol. La otra alternativa es que el epoxido se una a la albimina
(Aflatoxina-Lisina); o bien al DNA (Aflatoxina-DNA); (Esquema 1); puede
presentarse también un efecto mutagénico (210, 299) provocando mutaciones

puntuales que ocurren en la tercera base del codon 249 del gen P53. (51, 276)

Estos epoxidos organicos pueden unirse a vitaminas, inhibiendo algunas
enzimas e inferir con la funcién de la cortisona (309); también puede actuar
reduciendo la viscosidad del DNA, actuar sobre la hemoglobina, inducir la

esterilidad y provocar alteraciones hematolégicas (161).
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Esquema 1.- Metabolismo de las Aflatoxinas

AFLATOXINA p METABOLITOS FORMACIOR ADUCI05

Bl SIST. OX UTDROXILADOS P EPOXIDOS =i DE DNA, KNA Y PROTEINAS
MICROSOMAL \ / {aidaicta lidna)
AFLATOXICOL / \
(DETOXIFICACION) MUTACION MUERTE
(CANCER) CELULAR
GLUCURONIDOS
¥
SULFATOS CONJUGADOS
ORINA
BILIS
(HECES FECALES)

(Groopman |. et al, (120, 121)

Aflatoxicosis Aguda

La toxicidad aguda de la aflatoxina B1 es debido probablemente a la
produccién del 2, 3 dihidrodiol a partir de la aflatoxina B1 en el higado (198, 287).
Considerando el antecedente de los casos de intoxicacion en animales, se han
podido establecer casos de aflatoxicosis aguda en humanos, los que refieren
evidencias sustanciales de la presencia de las aflatoxinas B1 y M1 en la leche
humana, de madres que ingirieron alimentos contaminados con estas toxinas.
Matsumara M., et al (184) encuentra altos niveles de aflatoxinas en pacientes que
murieron de leucemia con lesiones concomitantes en pulmon y piel; Oyelami et al,
(213) reporta evidencias de la presencia de altos niveles de aflatoxinas en las
autopsias de ninos de Nigeria que murieron de la enfermedad de Kwashiorkor.

Cambel et al (45) encuentra el aducto de la aflatoxina B1; en la orina de pacientes
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que habian ingerido cacahuates altamente contaminados con aflatoxina B1. En
Taiwéan y Uganda se presentan casos clinicos importantes de aflatoxicosis agida
en que los pacientes presentan nauseas, vomito, dolor abdominal, edéma
pulmonar, infiltracién, grasa y necrésis del higado, encontrandose la aflatoxina B1
en la orina (116, 289). En 1974 en el oesie de la India se presenta una epidemia
por un envenenamiento aparente con aflatoxinas en personas que habian
consumido maiz altamente contaminado, de 400 pacientes examinados, 100
perecieron; se descarto el origen infeccioso de padecimiento y como causa de
muerte se encontré hemorragia gastrointestinal asi como una extensa proliferaciéon

de los conductos biliares, encontrandose altos niveles de metabolitos de aflatoxina

en la orina (116, 289).

En Tailandia, en nifios que murieron de lo que se denomina la Enfermedad
de Reyes, presentaron sintomas que hicieron pensar en una aflatoxicosis
caracterizandose por: vémito, convulsiones, coma y muerte; en el examen
postmorten se encontré edema cerebral e infiltracion grasa en higado, rifiones y

corazén, encontrandose la aflatoxina B1 y G1 en el higado, asi como en el suero

(116, 199, 281).

QUIMIOPROTECCION

En este proceso se puede considerar la administracion de substancias

naturales o quimicas que van a impedir la carcinogenesis provocada por la
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aflatoxina o bien la aflatoxicosis aguda impidiendo la formacion de aductos (93,

242).

Kensler, 1997 (157) afirma que uno de los mejores mecanismos de
quimioproteccién para la carcinogenesis, efectos mutagénicos y otras formas de
toxicidad es por medio de la induccién de enzimas como la glutation transferasa,

Urdindifosfato-glucuronotransferasa y NAD, asi como la quinina reductasa.

Esta demostrado que lo primero que ocurre en el higado humano es la
accion de la enzima Lipoxigenasa, oxidando a la aflatoxina B1 a dihidrodiol

uniéndose a tris-diol; se ha demostrado que esta enzima puede modificar al efecto

carcinagénico del tris-diol.

Hay diversas substancias que pueden actuar como quimioprotectores; tal es
el caso de la clorofila; que es conocida como un inhibidor del aducto DNA-AFB1 y
la produccion de carcinogenesis, cuando se administra en dosis superiores a
4,000 PPM en la dieta junto con Aflatoxinas B1; explicAndose que esto ocurre
porque se forma un complejo de CHL- AFB+, bloqueandose por lo tanto ia
actividad de la aflatoxina libre; se ha encontrado que la aduccién se reduce en un

95% y la Hepatocarcinogenesis de un 2-20.5% (39).

Substancias como los carotenoides ejercen un efecto protector a través de
la desviacion del metabolismo de la Aflatoxina B1 como un mecanismo de

proteccian, a través de una ruta de toxificacién inhibiendo la formaciéon de aducios
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de albimina y asi como de DNA y como consecuencia disminuyendo la

produccion de lesiones neoplasicas en el higado (112).

Se pueden citar los diterpenos, cafesol y kahwasol que son agentes
quimicos protectivos presentes en el café, los cuales actvan blogqueando las
enzimas involucradas en la carcinogenesis en el ratéon, encontrando una inhibicién
significativa a 2,300 PPM en la reduccion del aducto de DNA, siendo la mas alta
inhibicion a 6,200 PPM (47). Se ha demostrado en ratas que la administracion del
indol 3 carbinol retarda la induccion de la carcinogenesis en el higado por un
proceso de competencia (179). Se ha encontrado también que el acido ascérbico
funciona como una quimioprotector en la aflatoxicosis aguda en cerdo de Guinea,

impidiendo la necrosis masiva del higado e intestino (204).

El carcumin puede inhibir 1a carcinogenosis quimica por modulacién de la
funcion del citocramo P450, ya que este es un inhibidor de la formacion del aducto
de aflatoxinas B1y DNA, induciendo la inhibicion de la actividad de |a reductosa en
P450 (93). También se demostrd que los ditiocarbamatos provocan una
disminucion en la formacion de los aductos de aflatoxinas, uniéndose la lactosa de
los ditiocarbamatos a la aflatoxina prometiendo mucha ayuda en 1ia

quimioprevencion de la carcinogenesis (108).

Una de las substancias mas prometedoras es el oltipraz, que es
considerado como un quimioprotector para el desarrollo de hepatocarcinoma en

presencia de aflatoxinas en ratas (40); se ha demostrado que el oltipraz actia
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coma un antioxidante y que el gen que puede estar involucrado en esta induccion
quimioprotectora puede ser al GSTAS, el cual puede estar localizado entre los 421
y 429 bp (136), en la administracion simultanea del oltipraz con aflatoxinas en
ratas se ha encontrado que |a excrecion de aflatoxinas en orina disminuyo en un
77% comprobando su papel quimioprotector (63), asi como su proteccion para el

higado en el desarrollo de la hepatocarcinogenicidad (136).

En humanos se ha visto que e! oltipraz funciona como un detoxificador pues
al administrarlo por un tiempo determinado en personas que excretan altos niveles
de aductos de aflatoxinas en orina; estos niveles bajan de una manera significativa
(158). En la provincia china de Quidong, a un grupo de 234 adultos se les
administro 500mgr/dia de oltiprdz, encontrando que funciono con muy buenos

resultados como quimioprotector en el desarrollo del Hepatocarcinoma de higado

(299).

METODOS PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES

Un biomarcador es cualquier sustancia, estructura o proceso que puede ser
medido en el cuerpo o sus productos y que pueden influir para predecir la
incidencia de una enfermedad (6); pueden ser clasificados como: de exposicion,
por sus efectos o por la suseptilidad en funcién de un factor de riesgo para la

salud.
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Para poder evaluar un riesgo, debe de existir un conocimiento para uso

racional de los biomarcadores.

Diagrama 1.- Uso racional de biomarcadores para evaluacion de un

riesgo.

Método usado para estimar un riesgo

Exposicion Dosis biolégica Respuesta
Externa |77 A ’ efectiva s »

Marcadores biologicos de
efecto y de susceptibilidad

Farmacocinética

H_/

marcadores de susceptibilidad métodos para estimacion de riesgo

Schute y Waters, (246)

En base al amplio conocimiento acumulado en las ultimas décadas, se han
podido desarrollar biomarcadores de aflatoxinas basados en el metabolismo,
formacion de aductos y mecanismos de accién en general que permiten el
establecimiento de medidas preventivas en la poblacién humana, asi como

considerar a la aflatoxina B1 como un factor de riesgo para el cancer de higado

(122).

Unos de los aspectos mas controversiales del factor de riesgo es el

referente a los datos de altos 0 bajos niveles de exposicion (108); cuando son
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bajos los niveles de exposiciéon es impractico hacer estudios epidemiolégicos, pero
no imposible en virtud del gran tamafo de la muestra (272); con la presencia de
los biomarcadores se han podido determinar dosis — respuesta relacionados con
bajos niveles de exposicion; estos marcadores pueden ser usados como

indicadores de dosis para evaluar una medida en movilidad o mortalidad (163).

La validacién de un biomarcador requiere de un estudio epidemiolégico, que
evallta uno de los tres tipos de relaciones: exposicion a ta dosis, efecto bioldgico —

enfermedad y la susceptibilidad (145, 232, 246).

El uso optimo de los biomarcadores como factor de riesgo en la salud de
humanos, puede evaluarse en forma paralela con estudios en animales de
{abaratorio o lineas celulares (11); este tipo de evaluaciones pueden concretarse
con un paralelogramo que permite establecer el factor de riesgo entre los distintos
grupos de estudio, pudiendo realizar unha extrapolacion de datos de un grupo a

otro en los efectos que tiene el biomarcador (267).
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Diagrama 2.- Concepto de paralelograma.

Cancer en raton Cancer humano
Incidecia de tumores y <« > Incidencia de tumores y
aductos 4 A aductos
Células somaticas de ratén v v Células somaticas humanas
Medicion de mutacionesy <€ »  Medicion de mutaciones y
aductos A aductos
Células germinales de ratén ¢ y Células germinales humanas
Medicion de mutaciones y > Medicion de mutaciones y
aductos Comparaciones <3 aductos

Estimaciones —

Sobel (227)

Aunque sabiendo que esta extrapolacion no puede ser aplicada de forma
completa, si permite poder establecer expectativas de la respuesta o efecto que

puede tener en la otra especie, especificamente en el caso del hombre.

Sabiendo que los biomarcadores sean dividido en: de exposicion, de
efectos o de susceptibilidad (6), pero es importante considerar las siguientes

razones (149). Diagrama 3.

¢ Por medirse lo que son metabolitos.

e Porque son aplicables a humanos.
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+ Se pueden detectar en la salud individual (para evaluar condiciones

precancerosas o de diagnostico temprano de cancer.

e Directamente asociado con cancer (aductos de proteina y DNA)

Diagrama 3.-

Biomarcadores de Exposicion

Dosis biolégicamente

== Dosis Informal > efectiva ;o
Biomarcadores de exposicion
< —>
Carcinogenesis\Mutagenos Aductos de Aductos de  Cambios
Metabolitos Proteinas DNA cromosomicos
Sangre
Orina Albumina  Leucocitos
Heces fecales Hemoglobina Orina
Tejidos Tejidos
IARC (149)

Cuantificacion de aductos

Los métodos utilizados con la finalidad de cuantificar biomarcadores

requieren de alta sensibilidad, justificado esto porque los niveles de aductos son

bajos; estos métodos pueden resumirse en la tabla (12).
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Tabla 11.-

métodos para cuantificar diferentes aductos.

METODO | APLICACION |  VENTAJAS ';%)L%%cfgg DESVENTAJA
e Poca
e Sensible especifidad
e Sulfatos « Facil de ’ ;i?ﬂtf(:%n
ELISA glucurénidos procesay e Orina de
« glutationes | ® EGonomico anticuerpos
e Util en estudios « Método
epidemiolégicos semi
cuantitativo
» Muy sensible ¢ Ih:tl:g 666
Radio Inmuno | « AFB1—Lisina | * rzig:te}g:s e Suero ¢ Radioactivo
Anaiisis o AFB1-DNA o LA * Plasma ® éltqs costos
¢ Muy especifico ¢ » S;ég&l
Cromatondla o AFB1-Lisina | ¢« Muy sensible s | dberioso
liquida : in | *AFB1-DNA | ¢ Cuantitativo « Suero Eardina
presion » Afiatoxicol ¢ Pequenas s Plasma e:p e‘r);i al
e AFM1 muestras

IARC (155, 147, 149)

Durante las uitimas décadas la alta especificidad de los anticuerpos

monoclonales y policlonales formados a partir de antigenos de adtctos de

aflatoxina, han permitido desarrollar métodos inmunoenzimaticos como ELISA; o

bien estos anticuerpos pueden utilizarse con técnicas quimicas analiticas no

invasivas como cromatografia en capa fina, cromatografia liquida alta presién,

radicinmunoensayo, inmunoistoquimicos, radioinmunocensayo enzima ultrasensiti-

va que permite monjtorear la exposicion humana a la aflatoxina del medio

ambiente. Estos métodos dependen de la habilidad para cuantificar |a aflatoxina y

sus metabolitos, incluyendo aductos en el suero u arina (52, 123, 125, 138).
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La espectrometria de masas combinada con la cromaiografia de gases son
técnicas muy buenas pero requieren de instrumentacion muy especializada;

ademas hay mucha evaporacion de las muestras (149).

La espectroscopia de fluorescencia es facil de realizar, es especifica pero
se contamina facilmente y su uso es limitado, la deteccién electroquimica y la O°
Alkiltransferasa, asi como la espectroscopia de absorcion atémica que tienen una

aplicacién muy limitada (10, 26).

Cada metologia es Unica especifica y sensible dependiendo de la aplicacion

mas apropiada para la técnica usada, asi como de la disponibilidad de recursos

(125).
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HIPOTESIS

La presencia de aflatoxina B1-Lisina en suero humano podria correlacionarse
con patologias como Hepatocarcinoma, Cancer de tubo digestivo, Hepatitis “B”
(HBV), Hepatitis “C" (HCV), Cirrosis hepatica, cancer de mama asi como

Tuberculosis en pacientes de H. Matamoros, Tamaulipas, México.

OBJETIVO GENERAL

e Estandarizar la cuantificacién del aducto AFB1 — Lisina en suero por la

técnica de Radio Inmuno Analisis.

« Cuantificar el aducto AFB1 — Lisina en pacientes con diversas patologias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Conocer los niveles del aducto AFB1 — Lisina en pacientes con distintas

patologias en una region del pais altamente contaminada con aflatoxinas.

o Determinar |la asociacion que hay entre la AFB1 — Lisina y las distintas

patologias.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTREO:

Para la realizacion del presente trabajo se procedié a fomar muestras de

sangre de 80 pacientes con las siguientes patologias en la poblacion de H.

Matamoros, Tamaulipas, México.

Tabla 12.- Distribucion de pacientes por patologias del presente estudio.
Pacientes 2001
Tuber- HBV |Hev Cirrosis [ Cancer |Cancer| Cancer | Cancer| Cancer |Controles
culosis Hepatica | Laringe| Mama |Gastrico | Pulmén | Pancreas| sanos
Pacientes 2002
Tuber- HBV |HCV Cirrosis | Cancer |Cancer | Cancer | Cancer| Cancer |Controles
culosis Hepatica | Laringe | Mama | Gastrico | Pulmén | Pancreas| sanos
- - - 4 3 15 3 - 3 -

Los pacientes fueron contactados en las Instituciones de Salud como:

IMSS, Hospital General de la SSA, Centro de Control de Tuberculosis de la

Jurisdicciéon Sanitaria, en clinicas y consultorios particulares. Se les explico el

objeto del estudio para obtener su autorizacion e incluirlos en el muestreo (algunos

no aceptaron), se procedioé a recabar informacion de cada uno, llenando una ficha

de identificacion. Tabla 13.
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Tabla 13.- Ficha de identificacion de paciente.

Nombre: Edad: _ Peso:

Enfermedad: Fumador: Alcoholismo:

Consumo de Tortillas: Si No deMaiz__ deTrigo

Ocupacion : Originario:

Afios de Residir e esta Ciudad: Nivel Socioecondmico:
PROCESO PARTE I

RECOLECCION DE SANGRE: (Diagrama 4)

Se les pidi6 a los pacientes tener un ayuno de 4 horas minimo previo a la

toma de muestra.

Las muestras se les tomaron en su domicilio particular, en la cama de
hospital o bien acudiendo al laboratorio.
El tipo de sangre que se tomo fue venoso.

El volumen de sangre que se les extrajo fue de 20 mis. por paciente

separado en dos tubos.

La sangre se colecto en tubos con vacié de marca comercial con capacidad

de 10 ml.

Se utilizaron dos tipos de tubos con el mismo paciente: uno sin
anticoagulante para la obtencion de suero (tapén rojo) y uno con heparina

de sodio (tap6n verde) para al obtencion de plasma.

Antes de puncionar al paciente, se procedio a la identificacion de los tubos.
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e Después de tomar la muestra, los tubos sin anticoagulante se dejaron

reposar por 60 minutos; los tubos con anticoagulante se mezclaron bien por

10 minutos en un agitador mecanico (Scientific Products R4185-10).

e Se procedi6é a centrifugar los tubos a 3,000 RPM durante 10 minutos para

separar tanto el suero como el plasma.

» Se colocaron en congelacion a — 4°C para su posterior procedimiento.

Diagrama 4 .-

Recoleccion de Sangre

Recoleccion de Sangre de Pacientes.

l

Colectar en un tubo de
10 ml con heparina de
sodio

v

Agitaciéon mecanica por
10°

v

Centrifugar a 3000 RPM
durante 10°

v

Separa plasma

l

Colectar en un tubo de
10 ml sin anticoagulante

v

Reposar por 60

*

Centrifugar a 3000 RPM
durante 10°

2

Separa suero

Congelar a—-4°C
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OBTENCION DE ALBUMINA

(Diagrama 5)

Todas las muestras de suero de los diferentes pacientes fueron procesadas

de la siguiente manera:

» Las muestras se calentaron a 56°C durante 45 minutos en un termoblock
para eliminar los posibles contaminantes infecciosos (HIV, Hepatitis) que

pudieran estar presentes.

o Posteriormente se realizo una precipitacion con sulfato de amonio para

obtener la albumina tal como se indica en el diagrama.

e Una vez obtenida la albimina se cuantifico la proteina tomandose en
alicuotas de 20 pl y se diluyeron para ser leidas por el método de Bradford

(35), como se indica en el diagrama.

39



Diagrama 5.- Obtencién de albumina.

1000 pul de Suero

|

Calentar 56°C 45°

¥

Enfriar en hielo 10’

Add lentamente 750 pl de sulfato de
amonio

|

Vortex
Reposar 20°

!

Centrifugar 15" a 9000xg 0°C

Precipitado Inmunoglobulinas
Desechar

)

Sobrenadante (medir vol.)

v

Adicionar 75 ul de acido acético

v

Ajustar ph a 5.0

\

Centrifugar 10" a 9000xg 0°C

Sobrenadante desechar

Precipitado: add 500 ul PBS ph 7.4, si la
pastilla es poca add 100 ul de PBS
(refrigerar) (albumina)

v

Tomar alicuotas 20 pul

\

v

Dilucién 1:50 agua destilada

v

Ensayo Bradford

(Cuantificacion de Proteinas)

PP
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Método de Bradford para cuantificacion de Proteinas

Reactivos: Reactivo de albimina Marca Sigma (BCP)

Solucidon estandar de proteina marca Sigma.

Procedimiento:

Determinacion de albamina.

¢ Ajustar espectrofotometro a 600 nm.

« Marcar 1.5 mis. En cubetas desechables.

» Adicionar 1 ml. de BCP a cada celda.

e A 1 ml de BCP en una celda adicionar 10 yl de PBS y mezclar por
inversion, calibrar el espectrofotometro con estas muestras.

« A celdas conteniendo BCP adicionar 10 ul del estéandar de proteinas con
2,4, 6, 8, 10 gr/dl, mezclar por inversiéon con parafilm.

e Leer.

e Repetir por duplicado.

e Hacer curva estandar y generar la regresién linear.
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Determinacion de proteinas.
Reactivos: estandar de albumina marca Sigma; es tambien proteina
humana total con la cual se hace una curva estandar.
estandar de albumina proteica humana marca Sigma

Catalogo #540-10

Hacer su propio estandar usando 20 pl del reactivo, usando 980 pl de PBS
ph7.4.

Concentraciones de |la curva estandar:

Stock 1.6 mgr/ml de proteina total

2ul = 3.2 ygr
4yl = 64 pugr
8yl =12.8 ugr
10yl =16.0 pgr
12yl =19.2 pgr
16 ul =22.4 ugr

Bio Rad Protein Assay (Dye reagent concentrate) guardar a 4°C.

Procedimiento:
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e Poner espectrofotdémetro a 590 nn.
e Adicionar 800 pl de PBS ph 7.4 a una celda y 1 pl de la muestra.

« Determinar absorbancia (nm) y tomar ecuaciones de la grafica, usando la

curva estandar.

o Calcular pgr de proteina por ecuacion.

Para calcular la cantidad de proteina se realizo un curva estandar de

albumina humana que contenia desde 2 pugr hasta 12 pgr graficando densidad

dptica contra concentracion de albumina.

Para confirmar la pureza de la albumina obtenida, se realizaron geles de

electroforesis de la proteina de pacientes con cancer, hepatitis y tuberculosis.

Electroforesis en gel de Poliacrilamida

Preparacion del gel al 75%

Acrilamida 30% 4.99 mis.
Buffer Tris 1 M ph 8.8 3.76 mis.
Agua desionizada 1.19 mis.
SDS 20% 250 i
Persulfato de amonio 10% 50 ul
Temed 5.0 ul
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Nota 1: El Temed se agrega hasta el final y se agita rapidamente una vez

puesto, y con una pipeta Pasteur se coloca entre los vidrios

rapidamente ANTES de que se gelifique.

Nota 2: Al gel separador (inferior) se le afiadieron 75 yl mas de persulfato

de amonio y 15 pl de Temed para que gelifique mas rapidamente
(10 minutos).

Geles de Electroforesis

Se correra un gel de electroforesis para corroborar que la banda detectada

en los geles anteriores, corresponde a la de albumina.

Estrategia:

En uno de los carriles se pondra un estandar de albumina humana,

igualmente se colocara un marcador de peso molecular.

El gel se hara con pacientes enfermos de: Cirrosis Hepatica, Cancer y

Tuberculosis segun el siguiente esquema:



Esquema 2.- Distribucién de pacientes para verificacion de banda de

albamina en gel de electroforesis.

Carril 1 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6

Exp. 8
CAesofago
Exp. 8
CAcolon
Exp. 7
Cirrosis
Hepatica
Exp. 6
tuberculosis
Std. de
albumina
Humana

Marcador de
Peso molecular

Cantidad en pi puestos en el gel de cada muestra:

CAesofago Exp. 8 45 ugr / 11.25 pl | Cirrosis Exp. 7
4 ugr = 45 pgr X = (1.ul) (45 yar) concentracion de albdmina
1l X 4 ngr 0.3 mgr/ mi
O3 par=_ x
1ul 15l
x=11.25yl _Buar/15ul
+_8.7 4l X= 4.5 ugr + 5 ugr buffer
20 pl vol. final 20 ! vol. final
CAcolon Exp. 8 Tuberculosis Exp. 6
concentraciéon de albimina
45 ugr/ 5.6 pl 0.46 mgr / ml
+14 pl buffer de muetra 0.46 par / ul > 6.9 ugr/ 15 pl
20 pl vol. final 5 ul
20 pl vol. final
albumina humana 10 pl

Marcador de peso molecular 10 pl
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OBTENCION DEL ADUCTO AFB1 - LISINA DEL HIDROLIZADO

Para abtener la molécula AFB1 — Lisina es necesario primero realizar una
hidrélisis con un complejo enzimatico llamado Pronase, para después separar

la molécula por medio de una columna de afinidad, todo el procedimiento esta

ilustrado en el diagrama 6.

Materiales utilizados:

S Suero de pacientes.
. Solucién saturada de sulfato de amonio.
. Acido acético glaciar.

° Buffer salino de fosfatos (PBS) ph 7.0.
. Reactivo de Bradford.
° Tubos Eppendorfs.

. Columnas de aflatest 10.

DIGESTION DE ALBUMINA CON PRONASE

Reactivos:

Pronase Protease. Calbiochem cat. 537088 (almacenar en desecador en

cuarto frié) ordenar 25 ku cada vez.
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Procedimiento:

Usando la determinacién de proteina, tomar la alicuota apropiada en
el volumen de la muestra (gj. 8000 ugr de proteina) en tubos Eppendorfs
limpios.

Preparar fa solucion de Pronase (concentraciéon 31.7 mgr / 3 ml) en
PBS.

Adicionar Pronase en una relacion de 1:4:1 (ej. para digerir 8000 pgr
de proteina, 1951 pgr de Pronase en 185 pl de buffer de Pronase es
necesario).

vortex a cada tubo muy bien pero suavemente.

Poner las muestras en un bafio de agua con agitacion a 37°C toda la
noche.

Tomar las muestras y darles un pulso en la centrifuga. Poner a 4°C.

El procedimiento puede detenerse en este punto, guardando las

muestras a —20°C.

proteina Pronase
1000 ugr 243.9 ugr
2000 ugr 487 .8 ugr
3000 pgr 731.6 ugr
4000 pgr 975.4 ugr
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Reactivos:

Solucién saturada de sulfato de amonio:

. Adicionar 900 gr de sulfato de amonio a un litro de agua.
o Calentar hasta que se disuelva.

o Filtrar aun caliente.

° Eniriar a temperatura ambiente.

. Se pueden formar cristales.

. Guardar a 4°C.

Acetona a 4°C.

Reactor RIA:

Packard Tri-card 4640 contador de centelleo marca United

Technologies.

Tracer:

10 ml 0.1% BSA/PBS en NaNs3

100 W! suero normal de raton (1%)
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107 CPM  °HAFB1
Concentracion final = 10,000 CPM/100 pl.
10% HS/PBS con 0.01% NaNs preparado de la siguiente forma:
445 ml PBSPh 7.0
50 ml de suero de caballo
5 ml NaNs al 2%

Solucién saturada de amonio.

Nota: No mezclar sulfato de amonio con hipoclorito de seodio (se

produce gas neurotdxico)

Buffer salino de fosfatos:

8 gr de NaCl

2 gr KCI

11.5 gr NazHPOa4
2 gr NaH2PO4

adicionar 950 mls. de agua, ajustar Ph 7.0 y aforar a 1000 mis.
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Diagrama 6.- Separacion de AFB1 — Lisina del hidrolizado.

2 mgr/ml albumina

{

Digerir con Pronase 12 hrs a 37°C

}
Centrifugar 15" 9000xg

Y

Lavar columna de aflatest 10 con 1 mi
PBSph7.0

1

Pasar sobrenadante por aflatest 10

!

Eluir con 1.5 mls. mezcla de metanol al
80% /PBSph 7.0

'
Reducir a 100 pl Speed Vac

1

Cuantificar por RIA

Radio Inmuno Andlisis (RIA)

Este procedimiento consta de 4 partes:

1 Preparacion de la dilucién de aflatoxina marcadaton H para realizar
las cuantificaciones.
2. Determinacion del 50% de inhibicion de los acytes (anti anticuerpos

de afiatoxinas).
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3. Determinacidén de la concentracion de unién de la aflatoxina fria.
4. Determinacién de la concentracion del aducto AFB1 — Lisina en las

muestras procesadas.

Preparacion de aflatoxina radioactiva.

3 HAFB1 contiene TmCP/mmol
1mei = 2.2 x 10° dpm
se necesita tener 10,000 cpm/100 !

dpm = 10,000 = 28,571.42
0.35

2.2 x10° dpm ~ 1,000 p!
X ~ 100l
X=22x10°

\ 4
Tomar 100 pl e HAFB1+ 900 l MeOH HPLC

v
Se tiene 1 ml con 2.22 810 dpm

0150696
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SEP PAK

1. Adicionar 3 mis. de agua desionizada

Desechar en tubo
v
2. Adicionar 1 ml HAFB1

Colectar en tubo
v
3. Adicionar 2 mis. de agua desionizada.

Colectar en tubo

v
4. Adicionar Metanol HPLC (5 mis).

v
5. Recuperar en frasco ambar

© 100 u~" @100 pl \
v

cpm + 900 pl MeOH 4,800 pl guardar —20°C
cpm

A P
)72

+ 3 mils liquido de centelleo

l

leer

52



*HAFB1 Sigma Co.

1 mci/ml A.S. 25 cifmmol
1mci=22x10° dpm

25x2.2x 10" dpm = 5.5 x 10"2dpm
5.5 x 10'? dpm — 1mmol

11,000 dpm— X

100 pi D

Aflatest
Monoclonales ng/aflatoxina

X

\
100 pi cpm

Preparacidn del 10% HS/PBS con 0.01% NaNs
445 mis. PBS Ph 7.0
50 mis. suero de caballo

5 mls. NaN3 2% (1gr con 50 mis. de agua)

Preparacion del TRACER:
10 mis. 0.1% BSA/PBS con/NaNs
100 pl suero normal de ratén (1%); se uso suero fetal de bovino.
107 cpm “HAFB1

concentracién final = 10,000 cpm/100 pl
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100 mis PBS + 100 pl NaN3 2%

!

agregar 0.1 gr BSA (albumina bovina)

\ 4
Y

10 mis.

!

> 1

.

100 pl de suero fetal bovino 1% (0.5 mis. + 45 PBS)

l 2
KT J
1Y
2,400 pl

+

100 1l *HAFB1 > Se colocaron 2,250 pl de la *HAFB1 que provienen

de 4,800 pl que se pasaron por Sep Pak.

Se evapararon a bafio maria hasta obtener +100 pl

3 Bo 100 pl PBS + 100 pl TRACER + 100 pl 10% HS/PBS

2 A 100 pl 4 + 100 pyl TRACER + 100 pl ASCITES (E)

5
6

2 B 100 pl 4 + 100 pl TRACER + 100 yl 10% HS/PBS

5
6

Muestras 100 pl + 100 pl TRACER + 100 pl ASCITES (E)

Todos los tubos se incubaron toda la noche a 4°C
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Adicionar 300 pl de sulfato de amonio frié
Mezclar en Vortex

Dejar a temperatura ambiente 15 minutos.
Centrifugar 15 minutos a 11,000xg a 4°C

Tomar 300 pl del sobrenadante y colocarlos en viales de centelleo +

10 mis. de liquido de centelleo.

Leer.
Caélculos
T= 20,539 9,583 — 100%
Bo= 9,583 4785- X

50%

Determinacion de la concentracion de anticuerpos para calcular Ab curva de

calibracion; requerida para el RIA.

Procedimiento:
1. Descongelar 2 B 11 ascites. Quitar cualquier fibrina con un palillo y
centrifugar a 11,000xg / 10 — 15 min.
2. Hacer las siguientes diluciones:
A. 1:10  Tomar 540 ul HS/PBS 10% + 60 pl 2 B 11 ascites.
B. 1:30 Tomar 400 pl HS/PBS 10% + 200 pl la ditucidén 1:10
C. 1:90 Tomar 400 pl HS/PBS 10% + 200 pl la diluciéon 1:30

D. 1:270 Tomar 400 pl HS/PBS 10% + 200 pl la dilucién 1:90
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E. 1:810 Tomar 400 pl HS/PBS 10% + 200 pl la dilucién 1:270
F. 1:2430 Tomar 400 pl HS/PBS 10% + 200 pl la dilucion 1:810
Mezclar suavemente.

3. Tomar alicuotas de 100 pl en 3 tubos diferentes.

4. Tomar alicuotas de 100 yl HS/PBS 10% en 3 tubos diferentes. (estos
seran los controles Bo).

5. Adicionar 100 pyl de PBS a todos los tubos Ab diluciones (3) vy
controles (4).

6. Adicionar a todos 100 yl TRACER (10,000 cpm/100 pl)

7. Incubar a 37°C a temperatura ambiente, o a 4°C por dos horas.

8. Adicionar a todos los tubos 300 pl de sulfato de amonio (guardado a
4°C.

9. Mezclar en vortex e incubar a temperatura ambiente por 15 min.
Centrifugar a 4°C y 11,000xg por 15 min.

10. Remover cuidadosamente 300 pl del sobrenadante y adicionelo al
vial de centelleo de 20 ml.
Adicionar Budget Solve y contar usando el Canal 3H.

11.Calcular la radioactividad precipitada (% de control) debido a cada
Ab dilucion, hacer curva logaritmica de dilucion contra
correspondiente inhibicién y determine la dilucién del anticuerpo la
cual precipita 50% del total de (Bo) cuentas.

12.Hacer una solucién de esa dilucion, ademas otras 2 diluciones entre
el rango y reanalizar, seleccionar la mejor dilucién para precipitacion

de 40 — 50 % de cuentas.
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AFB1 Curva de Calibracion y RIA de Muestras.

1. Hacer las siguientes diluciones de una solucién stock de AFB1 en

DMSO (300 pmol/100 pl).

2. Para hacer la solucidn stock 300 pmol/100 pl:

A. 5mg AFB1/1 ml DMSO (1.6 x 10° pmol/100 yl).

B. 100 pl de solucién 1 + 400 pl DMSO (3,200 pmol/1 mi).

C. 5 pl de solucién 2 + 995 yl HS/PBS 10% (1,600 pmol/100 pl).

D. 112.5 pl de solucién 3 + 487.5 pl HS/PBS 10% (300 pmol/100 pl).

DMSO (300 pmol/100 ).

Hacer las siguientes diluciones de una solucion stock de AFB1 en

Para 300 pmol/100 tome 600 pl de la solucién stock de AFB1 en

DMSO.

600 pl de la Sol. 300 pmol/sol

200 pl de la Sol. 300 pmol sol + 400 ul PBS
200 pl de la Sol. 100 pmol sal + 400 pl PBS
200 pl de la Sol. 33.3 pmol sol + 400 pl PBS
200 pl de la Sol. 11.1 pmol sol + 400 yl PBS
200 pl de la Sol. 3.7 pmol sol + 400 ul PBS
200 pl de la Sol. 1.2 pmol sol + 400 ul PBS

200 pl de la Sol. 0.4 pmol sol + 400 pl PBS
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Concentracion
300 pmol

100 pmol/100 pl
33.3 pmol/100 pl
11.1 pmol/100 pl
3.7 pmol/100 pi
1.2 pmol/100 pl
0.4 pmol/100 i

0.13 pmol/100 pl



4. Tomar 3 alicuotas de 100 pl de las diluciones AFB1 arriba descritas
en tubos Eppendorf.

5. Poner 100 pl de PBS en 2 — 6 tubos marcar “A” (50%).

6. Poner 100 ul de PBS en 2 — 6 tubos marcar “B”

7. Redisolver las muestras en las cuales AFB1 va a ser determinada en
100 pl de PBS (las cuales estan secas a —20°C).

8. Adicionar 100 ul ® HAFB1 Tracer a todos los tubos.

9. A todos los tubcs “A”, las muestras y las soluciones estandar de
AFB1 adicionar 100 ul de Ab (anticuerpo ascites) a la concentracion
determinada previamente.

10.A los tubos marcados “B” adicionar 100 yi de HS/PBS 10%.

11.Incubar todos los tubos a 37°C, a temperatura ambiente 0 4°C por 2
horas, 5 - 6 horas, o toda la nache respectivamente.

12. Adicionar 300 pl de sulfato de amonio frid® como hielo.

13.Mezclar en vortex, encubar a temperatura ambiente (28°C) por 15
min. y centrifugar a 4°C a 11000xg por 15 min.

14. Tomar 300 pl del sobrenadante cuidadosamente y poner en vial de
centelleo. Adicionar 10 ml Budget Solve y contar usando el Canal 3H.

15. Calcular [a Inhibicién de enlace usando la siguiente formula.

%BI=[(S)- (A) /[ (B)-(A) ]

16. Graficar el logaritmo de la concentracion de AFB1 contra % de BI.

Calcular los niveles de aducto de aflatoxina en las muestras

desconocidas.
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RESULTADOS.

1°. PACIENTES 2001 (PRIMER MUESTREO).
Se procedié a analizar 52 sueros de pacientes con diferentes patologias,
asi como pacientes sanos usados como controles en el afio 2001; de la poblacién

de H. Matamoros, Tamaulipas, México. (Foto 1)

Foto 1.- Extraccion de Sangre de Paciente

Se obtuvo la informacion general de los pacientes segun la ficha de

identificacion personal, datos que estan consignados en la tabla 14.

59



Tabla 14.-

Concentracion de datos de pacientes. (1° Muestreo 2001)

sexo|arconor | T | T |OROGOIDROGO 0S RESIDE| NIVEL
17P0 CANCER | EDAD | PESO | FUMA OL liigo| maz | R | sens | CCUPACION | L ORIGEN HMAT | |social
_
PRIMER MUESTREO 2001 |
—_—
CANCER |
3 mama a2 1s NO " NO NO L = = CONSEERD  BROYNSVALE X 52 Hor MEDIO
4lannge 48 & Mo E No NO £ - - HOGAR HMATAMORDS TAMP 468 A0S MEDIQ
5 gastnco 5 & WO " No NO S - EWPLEADO  HMATAMORDS TAMP &7  Aflct  BAJO
7 lannge 70 70 HNO " No = L] — - MEDICO HMATAMOROS TaMP 70 shos  ALTO
B lannge ] 75 =] L NO NO Bl ACRIILTOR  HMATAMDROS TAMP 73 Afos ALTO
9 mama 45 60 nNO F NO S el = = HOGAR HMATAMOROS TAMP 43 os  BAK
10 rrama 5 s NG F NO NO S - - HOGAR SAN LIrePOTOS 49 AR08 240
11 puimen ] & NO F Na s s - - HOGAR HMATAMOROS TAMP 50 Mot MEDIO
24 52 €0 s M NO 2 ) = = CHOFER MMATAMOROS TAMP 52 AROS  WEDIO
5 &0 o4 NO F NO Q Q - - HOGAR COVCTORA TAMP 50 Mos  MEDIO
% ) Eil NO ] NO NO E] = = ESTUDIANTE __ HUMATAMOROS TAMP 20 R0S_ HEDIO
7 N 62 = M NO =] =) - = PEPENADOR  HMATAMOROS TAMP 31 ARD2 BAJD
28 5] 45 NO ] NO E] s Q ALBARL YERCARUZ 38 05 BAKD
3 - 50 NO M NO E] ) s ESTUMANTE M MATAMOROS TAp® 20 A0S EDR
3 2 54 NO M NG NO 9 st = BWLEADO M MATAMOROS TAMP 22 ABOS BAJO
k7] 40 68 NO ] NO E] St S1 CHOFER H MATAMOROS TAMPE 40 Mos MEDIO
¥ & NO [3 NO NO i -~ St HOGAR VERCARLZ 26 AROS BAJO
£ 43 €2 NO ) NO St St — Sk VEND AMB SANLUSPOTOS! 330 AOS BAJO
37 9 &0 NO M NO B g 5t - JORMALERD  H MATAMOROS TAMP 39 AfIOS BAJO
9 23 £9 NO M NO < St E] - OBRERO TULA TAMP 4 ARDS BAID
] 47 S0 NO F NO ) El — ST HOGAR JNMAVE TP S )
43 £ 46 NO M El E] Q2 - a DESEMPALEADD M MATAMORDS TRAMF R 503 WEDIO
A4 “ 54 NO F NO 2 b - S HOGAR M MATAMORDS TAMSS 84 AR ATO
45 3 60 NO M NO NO B E] BMLEADD W MATAMORDS TAkP 3B MO WEDID
[] =g £0 NO ¥ NO el a - S HOGAR H MATAMORDS TAMP B0 AROS BAJO
[l % NO ] 1Y) NO 3 - E] NGENERC REYNOSA TAMD 4 ARas ALTO
12 45 74 NO M =] O St = JORRALERO M MATAMORDS TAMP 46 Aoy BAJO
14 K 2 NO M NO NO El OBRERO SAN FEFINANDC TAMP 16 el BAKO
5 34 60 NO u NC NO 9 N PANADERO VERACRZ [ ARoS BAXY
I3 Y 74 NO [ NG A 5] = COMERCIANTE VERACRUZ 20 AROS MEDIO
i7 78 60 NO F NO S ] = = QUIMICA DF 0 ASCE ALTO
18 [ 120 NO [ NO ] El = - ESTUMANTE CALEORRIA 10 ARGS  MEDIO
18 18 68 NO M NO g St — - ESTUNANTE  H MATAMOROS TAMP 13 ARDE NEDIO
y-| 3 0 NO F NO NO El z = BWPLEADA | FMATAMOROS TAMP 31 )
21 54 ] NO M NO o El = = MEDCO HMATAMORGS TAMP 54 Az ALTO
p7] 3% 70 £ M E] N0 E] = - VED AND N MATAMORDS TAMP 28 Wos | BAKO
P! 0 ) NO F NO El S = = SCRETARGA | H MATAMOROS TAMNP 40 Mos | MEDIO
L) ED) 20 NO "] NO NO = = = ESTLDANTE  MONTERREY _ NL__ 19 ARG MEDIO
i ] - ™Y M =] s s _ — BPLEADO SANLUS FOTSS 20 s BA
48 45 ® E] ] NO E] El = = GHOFER TLMATAMORDS TAMP 45 aor | BAKO
4 @ __m N MW NO E] E = = TCENGADS  FLNMATAMGRGS TAMP_ 48 A ALTO
2 32 54 NO F NO NO E] - — SEORCTARIA  H MATAMORDS TAMP 52 A0S WMEDIQ.
51 70 75 S " NO NO E] = - JBLADO VERACFAZ S0 weses  MEDIO
52 £ 74 E] [ ) £l S = - PRCSARI0  NVATAMORDS TAMP S0 ARt ALTO
33 % ® N »m ) ER = = NGB0 W MATAMORDS TAP_ 3 aies __ ALTO
5¢ 40 en E] ] NO NO E] - — EWPLEADO  HMATAMOROS TAMP 40 afios BAJO
%5 37 65 S ™ NO NO ] = = ABANL TLMATAMOROS TAMP 37 oz BRI
] 25 £ NO F NO El E] 2 - SECRETARR MOWTERFEY  NL F.1] Pl WEDIO
o7 1B & el "] 3] =) S = = ESTLDENTE  FLMATAMOROS TAMP 18 Mows  MEDIO
28 5 &3 NO 7] NG £ El = = NCRERO  AMATAMOROS TAMP S5 s  ALTO
] ® % m  wu No S s — = MG MANTE  TAMP 5 AR WEDIO
% 33 S0 WO F NO' <3 E] = = SECRETARIA YERACTLRZ 26 WS MEDIO
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Con la finalidad de poder apreciar bien la informacidén que nos proporcionan
estos datos; se precedioé a graficar los parametros en funcion de cada patologia en

lo particular.

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

Edad.:

En este grupo de pacientes se puede apreciar que el mayor nimero esta

comprendido entre los 36 y 47 afios de edad Tabla 15.

Peso:

En este parametro se puede apreciar que el peso promedio esta entre los
50 y 60 Kg. y que la desnutricién no se puede evaluar bien en funcion del peso
solamente;, ya que muchos de los pacientes presentaban diversos grados de
desnutricién, estado general muy afectado y que un poco menos de la mitad eran

drogo resistentes al tratamiento. Tabla 16.

Tabaquismo:

Se puede observar que los pacientes con este padecimiento no fuman, por

una razén logica de su problema. Tabla 17.
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Tabla 15.- Clasificacion de Pacientes con Tuberculosis de acuerdo a la edad. 2001
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Tabla 16.- Clasificacion de Pacientes ¢on Tuberculosis de acuerdo al peso. 2001
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Tabla 17.- Clasificacion de Pacientes con Tuberculosis de acuerdo a varios parametros. 2001




Sexo:

En esta grafica se aprecia que hay mas del doble de hombres con

tuberculosis que las mujeres. Tabla 17.

Consumo de Alcohol:

Respecto al consumo de alcohol 13 de los pacientes son no alcohdlicos y

solo 1 silo es. Tabla 17.

Consumo de tortilla de trigo y tortilla de maiz:

Referente al consumo de estos productos, se puede apreciar que aun y

cuando se consumen los 2 tipos de tortillas, hay mayor preferencia hacia la tortilla

de maiz. Tabla 17.

Sensibilidad a antifimicos:

Auln y cuando la mayor parte de los pacientes son sensibles al tratamiento;

se puede observar que casi mas de la mitad de este grupo de estudio son

drogosencibles a los antifimicos. Tabla 17.
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Ocupacion:

A este respecto encontramos que 4 pacientes son amas de casa; pero que

la mayoria de los pacientes tienen como ocupacién un oficio. Tablta 18.

Tabla 18.- Clasificacion de Pacientes con Tuberculosis de acuerdo a la ocupacién. 2001

ALBANIL 1
OBRERO 1
ESTUDIANTE 1
EMPLEADO 2
CHOFER 1
HOGAR 4

VENDEDOR AMBULANTE 1

JORNALERO 1
DESEMPLEADC 1
INGENIERO 1

Lugar de Origen:

Como era de esperarse la mayor parte de los pacientes son originarios de
la propia Cd. de Matamoros y muy pocos proceden de estados vecinos o de otros

municipics del Estado. Tabla 19.
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Tabla 19.- Clasificacion de Pacientes con Tuberculosis
de acuerdo al lugar de origen. 2001

MATAMORQOS 8
VERACRUZ 2
SAN LUIS POTOSI 1
TULA TAMPS 1
JAUMAVE 1
REYNOSA 1

Anos de residir en Matamoros:

En la presente grafica se observa que los pacientes en su mayor parte

tienen entre 20 - 40 anos de residencia. Tabla 20.

Nivel socio econdémico:

Se puede apreciar que el mayor namero de casos con tuberculosis

comprende a pacientes de la clase baja y que también de igual manera en la clase

alta se encuentra este padecimiento. Tabla 21.
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PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA
Edad:
Es importante considerar que la cirrosis hepatica tiene diversas etiologias
aun cuando las mas frecuentes son las causadas por HBV y HCV, no
dependiendo de la edad, encontrandose en este caso 2 pacientes en 20 y 31 afios

y,2en 32 y 62 anos. Tabla 22.

Peso:

La distribucion de los pacientes con cirrosis hepatica en base al beso estan

ubicados entre los 50 y 62 Kg. Tabla 23.

Tabaquismo:

A este respecto se observa que de |os pacientes el 50% (2) son fumadores

y el otro 50% son no fumadores. Tabla 24.

Sexo:

Se encontrd que los hombres son los que presentan mayor numero de

casos respecto a las mujeres (3 a 1). Tabla 24.
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Consumo de Alcahol:

De los datos obtenidos se observa que el total de los pacientes no
consumen bebidas alcohdlicas; es de considerar que el alcohol esta

contraindicado con este tipo de patologia. Tabla 24.

Consumo de tortilla de maiz y de tortilla de trigo:

Se encontré que los pacientes con cirrosis hepatica consumen de los 2

tipos de tortilla pero con mayor preferencia hacia la torfilla de maiz. Tabla 24.

Ocupacion:

La ocupacion de los pacientes con esta patologia es muy variada como se

puede observar. Tabla 25.

Tabla 25.- Clasificacion de Pacientes con Cirrosis
Hepdtica de acuerdo a la ocupacion. 2001

CHOFER i
HOGAR 1
ESTUDIANTE 1
PEPENADOR 1
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Lugar de Origen:

A este respecto se encontré que los 4 pacientes son del Estado de
Tamaulipas; de los cuales 3 son nativos de la ciudad de H. Matamoros y 1 de la

Capital del Estado. Tabla 26.

Tabla 26.- Clasificacion de Pacientes con Cirrosis
Hepatica de acuerdo al lugar de origen. 2001

CDVICTORIA 1

MATAMOROS 3

Afios de residencia en H. Matamoros:

Los pacientes con cirrosis hepética tienen desde 20 a 56 arios de viviren H.

Matamoros; 3 de ellos (24, 26 y 27) son nacidos en esta ciudad. Tabla 27.

Nivel socio econdmico:

3 de los pacientes son de clase media y 1 de clase baja. Tabla 28.
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PACIENTES CON CANCER

Edad:
La presencia de cancer se hace mas evidente en los pacientes
comprendidos entre 43 - 57 afios, el resto esta distribuido de una manera amplia

entre 65 - 73 anos. Tabla 29.

Peso:

La mayor cantidad de pacientes con cancer estan comprendidos entre los

60 - 75 Kg. (7 de 8) y con una medida aritmética de 72 Kg. Tabla 30.

Tabaquismo:

A este respecto 7 de 8 pacientes son no fumadores; considerando que solo

1 paciente es de cancer pulmonar. Tabla 31.

Sexo:

Se observa de una proporcion de un 50% en hombres y 50% en mujeres.

Tabla 31.

78



Ll

6L

ajusioed
1]} . 6 8 y4

ol

oz

oe

_Dd.omlol_

ev

GF

W

£l

LO0Z ‘PEPS B| B OpJSnde 8p J8oug) Uoo Seusioed 8p uocioedyise|d -’62 Bldel

0g

09

02

oe

avd3



08

ajueioed

18 Ol 6 g L & 4

ol

174

Qe

ov

< g = /
\

\

06

\

(ua]]

L00Z ‘Osad |e opiende ep 13oUED LoD $S1UBlded 8p UOIoBOYISE|D -'0¢ BIGEL

AN

oLl

- 0zZ4



8

SOQMOHOO TV
ZIVA YTILEOL 09I VTILHOL  SOJSTMOHOOTY ON S3IHAMMW SIHINOH HOAvANnd ON HOGWINNA
. 1 L ! - 0
0 7
1
i 13
G
A

, 4 &

A §oa)

u[ " i
1%

v ¥
g
9
e 2

pA
8
8

LOOZ "sonsweied SOUBA B OPJENOE 8p J80UE) LUO0D S8jUBIOEd Sp UOIOBOSE|D -'LE BIqE.L

Sejusied



Consumo de Alcohol:

De los pacientes con cancer ninguno consume bebidas alcohdlicas.

Tabla 31.

Consumo de Tortillas de maiz y tortillas de trigo:

En este grupo de pacientes se observa que se consume de ambos tipos de

tortillas pero con mayor preferencia por la tortilla de maiz. Tabla 31.

Ocupacion:

Con el antecedente de la proporcion de 50 a 50 de los casos de cancer

respecto al sexo; este resultado nos indica que 4 pacientes se dedican al hogar y

los demas son de ocupaciones diversas. Tabla 32.

Tabla 32.- Clasificacion de Pacientes con Cancer de acuerdo a
la ocupacién. 2001

HOGAR 4
AGRICULTOR 1
CONSEJERO 1
COMERCIANTE 1
MEDICO 1
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Lugar de Origen:

Los pacientes con cancer en su mayor parte son nativos de la Ciudad de H.
Matamoros (6); de los restante 1 es de la vecina ciudad de Brownsville, Tx; y otro

de San Luis Potosi. Tabla 33.

Tabla 33.- Clasificacion de Pacientes con Cancer de acuerdo
al lugar de origen. 2001

H. MATAMORGS, TAMPS. 6

BROWNSVILLE, TX 1

SAN LUIS POTGSI 1

Aios de residencia en H. Matamoros.

A este respecto 6 de 8 tienen de 40 a §7 de vivir en esta ciudad. Tabla 34.

Nivel socio econdmico:

Se encontré que el cancer practicamente tiene una distribucién uniforme

entre los distintos estratos econdmicos. Tabla 35.
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Tipos de Cancer:

Segun el tipo de cancer el mayor numero de casos estan entre los de mama

y los de laringe en una proporcién de 3:3 del total de ocho. Tabla 36.

PACIENTES CON HEPATITIS

De este grupo de pacientes 7 presentaron HBV y 4 presentaron HCV.

Edad:

De este grupo de pacientes se encontro que el promedio esta entre los 18 y

40 afios (8 de 11); Ilama la atencién un caso a la edad de 79. Tabla 37.

Peso:

Los pacientes con hepatitis tienen un promedio de edad de 60 a 74 Kg. (10

de 11), con excepcién de uno que peso 120 Kg. Tabla 38.

Tabaquismo:

De los pacientes con hepatitis solamente 1 se encontré como fumador.

Tabla 39.
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Sexo:

A este respecto 8 pacientes con hepatitis fueron del sexo masculino y 3 del

femenino. Tabla 39.

Consumo de Alcohol:

Llama la atencién que 9 de los 11 pacientes, teniendo un problema hepatico

tienen el habito del alcohol. Tabla 39.

Consumo de tortilla de harina y tortilla de maiz:

Se encontrd que estos pacientes consumen ambos tipos de fortilla; pero

tienen una gran preferencia por las de maiz. Tabla 39.

Ocupacion:

De acuerdo a este parametro;, los pacientes con hepatitis tienen

ocupaciones muy diversas. Tabla 40.

Lugar de Origen:

La mayor parte de ellos, son originarios de H. Matamoros, Tamps. (6 de

11), el resto son de diversos lugares. Tabla 41.
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Tabla 40.- Clasificacion de Pacientes con HEPATITIS de
acuerdo a la ocupacion. 2001

JORNALERO i
OBRERO 1
PANADERO 1
COMERCIANTE 1
QUIMICA 11
ESTUDIANTE 2
SECRETARIA 1
MEDICO 1
VENDEDOR AMBULANTE| 1
EMPLEADO 1

Tabla 41.- Clasificacién de Pacientes con HEPATITIS
de acuerdo al lugar de origen. 2001

SAN FERNANDO, TAM 1
VERACRUZ 2
MATAMOROS 6
DF 1
CALIFORNIA 1
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Anos de residencia en H. Matamoros:

Podemos observar que hay una diversidad muy grande a este respecto,

desde 5 a 54 afios de residencia en H. Matamoros, Tamaulipas. Tabla 42.

Nivel socio economico:

El mayor nimero de casos de hepatitis esta comprendido en la clase media

(5de 11); 4 en la clase baja y solo 2 en la clase alta. Tabla 43.

PACIENTES CLASIFICADOS COMQ CONTROLES SANOS 2001

Se consideraron 15 pacientes a los cuales se les verificd por examenes de
laboratorio y clinicamente que no presentaran ninguna de las patologias sujetas al
presente estudio. Se trata de individuos que son habitantes de la Cd. H.
Matamoros, que llevan una vida normal igual que los pacienies que se han

presentado previamente con patologias.

Edad:

Como se puede observar hay una variacion grande en la edad de los

controles con un promedio entre los 30 - 50 afios. Tabla 44.
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Peso:

Respecto a este parametro se encontré que el paciente control con menor
peso fue de 50 Kg. y el de mayor peso fue de 85 Kg., con un promedio entre 59 -

83 Kg. Tabla 45.

Tabaquismo:

Se aprecia que como son pacientes sanos en muchos de ellos existe el

habito de fumar (6 de 15). Tabla 46.

Sexo:

De este grupo doce pacientes corresponden a hombres y solamente tres

son mujeres. Tabla 46.

Consumo de alcohol;

De estos pacientes solamente uno consume alcohol. Tabla 46.

Consumo de tortilla de maiz y tortilla de harina:

En este grupo consumen ambos tipos de tortillas teniendo predileccion por

las de maiz. Tabla 46.
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owpacién:

Se puede apreciar que hay una diversificacion muy grande respecto a la

ocupacion de los pacientes, solo 4 estan en el hogar dato que es util para el

presente estudio. Tabla 47.

Tabla 47.- Pacientes Clasificados como Controles Sanos de
acuerdo a la ccupacion. 2001

ALBANIL 1
OBRERO 1
ESTUDIANTE [
EMPLEADO 2
CHOFER 1
HOGAR 4

VENDEDOR AMBULANTE 1

JORNALERO 1
DESEMPLEADO 1
INGENIERO 1
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Lugar de origen:

Es de apreciar que 8 pacientes son originarios de H. Matamoros y el resto

provienen de otras partes del Estado y del Pais. Tabla 48.

Tabla 48.- Pacientes Clasificados como Controles Sanos ce
acuerdo al lugar de origen. 2001

MATAMOROS 8
VERACRUZ 2
SAN LULS POTOSI 1
TULA TAMPS 1
JAUMABE 1
REYNOSA 1

Afos de residencia en H. Matamoros:

De estos controles el que menos tiempo tiene de residencia en la localidad

son 19 afios hasta un maximo de 55. Tabla 49.

Nivel socio economico:

El mayor numero de los controles del presente estudio se ubicaron en un

nivel socioeconémico medio (7 de 15); 4 en la clase baja y 4 en la alta. Tabla 50.
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PACIENTES 2002 (SEGUNDO MUESTREO).

Se analizaron 28 sueros de pacientes con diferentes patologias, en el aio

2002: de |a poblacién de H. Matamoros, Tamaulipas, México.

Se obtuvo la informacion general de los pacientes segun la ficha de

identificacion personal, datos que fueron concentrados en la tabla 51.

Tabla 51.- Concentracion de datos de pacientes. (2° Muestreo 2002).

TIPO CANCER | EDAD | PESO | FUMA | SEXO | ALCOHOL TR;IGO I.IIZ DR?{GO Dg::so COUPACION L ORIGEN N“:f:ﬁ?ﬁf S'g\g:ALL

SEGUNDO MUESTREO 2002 B

CANCER I
‘g’m El 8 N ] No s s _ _ DESDWPLEADO WMATAMORDS TAMP 81 Afs  BAJC
-_’m e 52 O t N N ) _ _ UAK MONTERFEY WL & Al W0
3 MaMA 52 115 NO F NO NO NO - - BWPLEADO  HMATAMOROS TAMP 52 Mos WD
LIEY. Sl L N NO M NGO Q < - - HFSAM FADD.  H MATAMNEIR TAMP RS ARGS RAKD
§ GASTRICO 53 85 MO M NO o] o] _ _ COMERCANTE  SAMFEPNAND) TAMP 40 ARS8 £TO
€ GASTRED 70 3 NO M NO ] = | _ - MEDICO HMATAMORDS Tame 70 AMor  ALTO
7 LARNE & 7 NO M O NO 9 » _  DESDLEADO umARES N B s BAJO
SlLARNGE 49 9 ] n NO NO s _ - CPERADOR  HMATAMOROS TAMP 48 AROT  MEDNQ
SMaMA % 74 E) F NO | =] _ = CONSTRUCTOR IAPCD  TAR 10 ARs  ALTO
10MaMA &4 £ NO F NO ) S ] § / HOGAR HMATAMOROS TomMP 64 A0S MEDIO
11 PANCREAS 2 2 NO r NO <} = = = 1edar HMATAMOROS TAMP 12 ARSs DAJO
126ASTRCO & 9 RO L] NO s s _ = CHOFER YERACRIR % Mo BAK
e AT F NO 9 s HOGAR ConHlea 5 s BAX
14MAMA L 63 NO F S NO S = - HOGAR mopRavD  TAMP 15 Ae - WEDIO
15PENCRERS 54 RO F NO NO >} - - HOGAR MONTERSEY NL 25 MR BAX
16 MARA Ll 45 s F NO s a - _ COCNERA.  HMATAMOAGS TAMP A1 Ao BAJO

171AMA 46 48 B F S s s _ _ HOGAR ~ HMATAMOROS TAMP 48 AW veDo |
1BMa » &5 L] F NO 9 sl - - HOGAR HMATAWORDS TAMP 35 Afs  MEDIO
19MamA 0 59 NO F NO NO S - _ HOGAR HMATAMOROS TAMP 30 ARG MEDIO
DM % o NO F NO s s - - HOGAR HMATAMOROS TAMP 38 afis  mEDIO
21 MaA S0 54 NO F ) NO s _ _ VBND AN COVICTORA TAMP 40 Afcs  BAJO
2Mmama o 8 F NO 9 E) - _ HOGAR  HMATAMORDS TAMP 41 ARz HEDO
LM 7 % N F NO ] S _ _ HOGAR VERACRZ 50 4fic BAKD
X PANCRERS k< o8 MO F ™) g sl _ ~ OBRERA  HMAFAMOROS TAMP 33 Afs  BAJO
St 5t 4 N F NO s s _ = CONTADOR ~ HMATAMODROS TAMP 51 Ales  ALTO
Lmama ¥ 7 N F N w5 _ _ DERIRA VERACRIUZ 0 ARt BAJO
wu:m” L] 63 NO F ) NO s _ _ NOERNERO VERACHRIZ & Aoe MDD
m ¥ s M F NO w9 = . COMERUBNIE  saNLwspoTOost 25 A WEDO
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Se procedié a graficar cada uno de los parametros en funcion de la

patologia en estudio,

PACIENTES CON CANCER

Tipos de Cancer:

Se recibieron un total de 28 pacientes para el presente estudio, fue el grupo

mas numeroso y en este el mayor numero de casos fue el de CA de mama con 15

pacientes. Tabla §2.

Edad:

Es mas comiin que el cancer se presente a la edad avanzada pero aqui

observamos que la mayor concentracién de casos esta ubicada entre los 30 y 50

afos. Tabla 5§3.

Peso:

Todos los pacientes de este grupo fueron adultos; en gran parte de ellos el
peso esta ubica entre 50 y 70 Kg. (13 de 28), llama la atencion de un paciente que

pesa 115 Kg. y otro de 42 Kg.. Tabla 54.
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Tabaquismo:

Se encontr6 que de los 28 paciente solo 4 tienen el habito de fumar.

Tabla 55.

Sexo:

Llama la atencidn que el mayor numero de casos de cancer (21 de 28),

estan en sexo femenino y como se vio el tipo de cancer predominante es el de

mama. Tabla 55.

Consumo de Alcohol:

Se observa que practicamente que el ¢consumo de alcohol va de forma

paralela con el tabaquismo, solo dos pacientes consumen bebidas alcohdlicas.

Tabla 55.

Consumo de Tortillas de maiz y tortillas de trigo:

En este grupo de pacientes se observa que consumen ambos tipos de

tortillas pero con una preferencia muy marcada por la tortilla de maiz. Tabla 55.
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Qeupacion:

Considerando que el mayor numero de casos de cancer estan en mujeres
(cancer de mama), lo vemos reflejado en que 12 pacientes se ubican en labores

del hogar; el resto del grupo es muy diverso en ocupacién. Tabla 56.

Tabla 56.- Clasificacidon de Pacientes con Cancer de acuerdo a
la ocupaciéon. 2002

DESEMPLEADO —a |
HOGAR 2
EMPLEADO BE
COMERCIANTE 2
MEDICO 3
OPERADOR 3
CONSTRUCTOR BE
CHOFER r
COCINERA ]
VENDEDOR AMBULANTE | 1
OBRERA >
CONTADOR 1
INGENIERO i
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Lugar de Origen:

La predominancia en este grupo, son pacientes nativos de esta Ciudad (15

de 28); el resto proviene de diversos lugares como se puede observar en la Tabla

&7,

Tabla 57.- Clasificacion de Pacientes con Cancer de acuerdo
al lugar de origen. 2002

H. MATAMOROS, TAMPS.| 15

MONTERREY, N.L. 2

SAN FERNANDO, TAMPS. 1

LINARES, N.L. 1
TAMPICO, TAMPS. 1
VERACRUZ 4
COAHUILA 1
RIO BRAVO, TAMPS. 1
CD. VICTORIA, TAMPS 1

SAN LUIS POTOSI, S.L.P. 1
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Aiios de residencia en H. Matamoros.
Hay mucha variacion en los afios que tienen de residir en esta ciudad, se
observa que ninguno tiene menos de 5 afios y que la mayor concentracion de

pacientes esta entre los 20 y 50 afos de residencia. Tabla 58.

Nivel socio econOmico:

En funcién del nive! econdmico se observa que la mayor concentracion de
pacientes con cancer estan distribuidos entre la clase baja y la clase media. Tabla

59.
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2°. RESULTADOS DE OBTECION DE LA ALBUMINA 2001.

La determinacion de ia concentracién de la albtimina se realizo de acuerdo

al método de Bradford; descrito en la seccion de materiales y métodos.

Como se puede ver en la tabla 60, los pacientes con hepatitis presentaron
por lo general valores bajos, aun y cuando hay algunos altos (12 y 23); es de
considerar que su problema hepatico influye de una manera determinante en este
resultado; sin embargo los pacientes con cancer (tabla 61), presentan por lo
general valores normales, hay también algunos altos (4, 7 y 10), pero se considera
que por su problema son pacientes mas estables metabolicamente; los pacientes
con cirrosis hepatica (tabla 62), presentaron valores normales, influido esto por un
efecto compensador en su problema; en cambio los pacientes con tuberculosis

(tabla 63), refiejan cifras bajas en donde se puede apreciar |las asociacion que hay

entre este padecimiento con la desnutricion.

RESULTADOS DE OBTECION DE LA ALBUMINA 2002.

En este grupo de pacientes con cancer (tabla 64), se observa que son
valores normales pero con una tendencia a ser altos en muchos casos como en
los pacientes de CA de Laringe y CA gastrico, y en algunos casos de Cirrosis

Hepéatica.
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Comparativamente con los pacientes del 2001, observamos que son
resultados mas altos en funcién de su patologia, pero que debemos de considerar
toda la gama de variables que pueden influir en la dieta de un paciente como:

edad, clase social y habitos entre otros.

Tabta 60.- Concentracion de albGmina en pacientes con Hepatitis 2001.

N°. de Muestra mgr/mil
12 135
14 7.2
16 6.7
16 10.8
17 44
18 5.0
19 9.5
20 4.2
21 4.0
22 9.1
23 10.1

Tabla61.- Concentracién de albumina en pacientes con Cancer 2001.

N°. de Muestra mgr/mi

2.0
14.6
8.0
13.3
3.6
4.9
11.2
8.5

S~ OoWwEe~NOAE

— ek
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Tabla 62.- Concentracién de alblmina en pacientes con Cirrosis Hepatica

2001.
N°. de Muestra mgr/mli
24 9.5
25 7.0
27 6.0
Tabla 63.-  Concentracion de albimina en pacientes con Tuberculosis
2001.
N°. de Muestra mgr/ml
28 5.0
31 5.7
33 5.2
34 6.7
35 8.8
36 4.2
37 5.8
39 45
48 40
43 4.0
44 6.3
45 47
62 4.7
63 4.5
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Tabla 64 .-

Concentracién de albimina en pacientes con Cancer 2002.

CA de mama
N°. de Muestra

3

9

10
13
14
16
17
18
19
20
21
22
23
25
26

CA de laringe
N°. de Muestra

4
',
8

mgr/mi

29.1
18.9
291
8.6
37.1
7.
8.6
7.9
7.7
9.7
12.1
7.7
13.5
13.9
12.7

mgr/ml

25.8
2N
26.9

CA gastrico
N°. de Muestra mgr/mi
5 18.3
6 24 4
12 29.7
CA de péncreas
N°. de Muestra mgr/mi
11 29.1
15 9.6
24 6.2
Cirrosis Hepética
N°. de Muestra mgr/ml
1 19.4
2 23.2
27 11.3
28 8.9
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3°. RESULTADOS DE LA ELECTROFORESIS DE
POLIACRILAMIDA PARA CONFIRMAR LA PUREZA DE LA

ALBUMINA.

Los geles fueron realizados de acuerdo a la técnica descrita en la seccién
de materiales y métodos.

Como se puede observar se obtuvieron bandas de un peso molecular de

65,000 que corresponden a la banda de albumina del marcador molecular.

Solo se utilizé una muestra de cada grupo de pacientes y se aplicaron
concentraciones diferentes en cada carril (Fotos 2, 3, 4, 5).

Foto (2).- SDS-Gel de Poliacrilamida de albumina
humana en pacientes con céncer.

Marcador
Molecular
200,000
i 120,000
- 110,000
* i o 70 ,(IX)
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Foto (3).- SDS-Gel de Poliacrilamida de albumina
humana en pacientes con cirrosis.

Marcador
Molecular
E 2 — . 4 ——
“ 200,000
4 120,000
& © W _ ot
70,000

Foto (4).- SDS-Gel de Poliacrilamida de albumina
humana en pacientes con hepatitis.

Marcador
Molecular

200,000
126,000
110,000

vYowveoww

70,000
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Foto (5).- SDS-Gel de Poliacrilamida de albumina
humana en pacientes con tuberculosis,

Marcador

- N Molecular
: 200,000
k- p 120,000
— 110000
d - “ 70,000
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4°. CUANTIFICACION DE LA MOLECULA AFB1- LISINA EN LOS

SUEROS DE PACIENTES CON DIFERENTES PATOLOGIAS.

Se obtuvo el aducto de aflatoxina — Lisina y se cuantificé por RIA, segin
métodos descritos en la secciébn de materiales y metodos obteniéndose los
siguientes resultados:

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

Se puede apreciar que al mayoria de estos pacientes presentaron
concentraciones muy bajas de 1a molécula AFB1 — Lisina, valores comprendidos

entre 0.4 — 1.4 pmol/mgr de proteina. Tabla 65.

PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA

En este grupo de pacientes se encontr¢ que los resultados son muy bajos y
se presentan en una forma homogénea (1.1 — 1.6 pmoles del aducto AFB1 — Lisina

Imgr de proteina). Tabla 66.
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PACIENTES CON HEPATITIS

En estos pacientes los niveles del aducto AFB1 - Lisina en la mayor parte
de los casos (9 de 11) fueron muy bajos, valores comprendidos entre 0.6 — 1.1

pmol/mgr de proteina. Tabla 67.

PACIENTES CON CANCER 2001

En estos pacientes, la concentracion del aducto AFB1 - Lisina esta por lo
general entre 0.5 — 1.7 pmel/mgr de proteina, habiendo un paciente con 2.3

smoles y otro con valor de 0.3 pmoles. Tabla 68.

PACIENTES CONTROLES SANOS 2001

Se puede apreciar que en este grupo de pacientes, 11 estan entre 0.5-1.0
moles del aducto AFB1 — Lisina, el resto (4) presentan de 1.1 a 1.5 pmol/mgr de
roteina. Resulta interesante que estos pacientes que no presentan patologias
slacionadas con las muestreadas, tienen niveles sericos del aducto muy

emejantes a los pacientes antes referidos. Tabla 69.
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PACIENTES CON CANCER 2002
SEGUNDO MUESTREO

Del total de 80 pacientes estudiados, este grupo es el mas numeroso (28), y
son los que presentaron valores mas altos; el promedio esta comprendido entre
0.8 ~ 2.7 pmol de AFB1 — Lisina /mgr de proteina, pero también llama la atencién
de que hubo un caso en 00 y uno que fue el mas alto (5.5 pmoles),
correspondiendo a un caso de cancer de mama y que estos a su vez fueron los

mas numerosos. Tabla 70.
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DISCUSION

Los analisis epidemiologicos indican que del 20 - 50% de todos los tipos de
cancer de humanos estan asociados con la dieta (274), con el antecedente de que
la AFB: — Lisina, es la mas comin delas micotoxinas encantrada en alimentos, asi

como caracterizada por sus efectos nocivos en la salud humana y animal (114,

117).

El uso del aducio AFB: — Lisina, utilizado como uno de los biomarcadores
moleculares de exposicion mas importantes como factor de riesgo esta basado en

la vida media que tiene este aducto in vivo (300).

Pacientes con Cancer: Este grupo de pacientes es el mas numeroso de
casos patologicos que se caracteriza por el alto numero de CA de mama;
encontrando una concentracion del aducto AFB. ~ Lisina con una nivel 0.5 — 1.7
picomoles/mgr de proteina, considerando que igualmente son valores muy bajos,
comparativamente con los que reporta Groopman, J. D. (124), en que habla de
una ingesta de 3 - 222 ng/kg de peso/dia en pacientes de Africa, y de 0.1 - 10
ngr/ml en orina de pacientes de China, que ingirieron previamente una dieta
contaminada con AFB.: en cantidades calculadas entre 13.4 - 87.5 ugr, asociando
su presencia con epatd carcinoma en estos pacientes, considerando ademas
factores como sexo, edad, status nutricional y enfermedades predisponentes que

pueden modificar la respuesta a la presencia de la aflatoxina B, en este grupo de
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pacientes llama la atencién que si bien son valores bajos los encontrados, hacen

pensar en que puede haber alguna otra causa asociada con el CA de mama.

Pacientes con Tuberculosis: Considerando que la mayor parte de los
casos, son pacientes con un nivel socioecondémico medio o bajo y sabiendo que
este padecimiento se asocia con desnutricion propiciando desajustes inmunhitarios
que permites establecer una correlacion con la presencia de aflatoxinas (27, 60,

298), en este caso los valores encontrados oscilan entre 0.6 — 1.1 picomoles/mgr

de proteina, siendo estos valores muy bajos.

Pacientes con Hepatitis: En los datos generados de estos
pacientes es significativo el consumo de alcohol; los valores que se encontraron
del AFB. — Lisina fue de 0.6 - 1.1 picomoles/mgr de proteina considerandose bajos
ya que Alvarez Baiiuelos, et. al. (7), reporta valores de 18.2 — 32.1 picomoles/mgr

de proteina, en pacientes de HBV y de 42.6 — 113.5 para pacientes con HCV.

Pacientes considerados Controles Sanos: Este grupo de pacientes que
en terminos generales son individuos normales en todos sus aspectos evaluados,
sin ninguna patologia presente, llamando la atencién que en ellos se encontraron
valores similares (0.5 — 1.5 picomoles de AFB+ — Lisina/mgr de proteina) a los que
presentan los pacientes con diversas patologias dejando entrever que la poblacién
esta expuesta en forma amplia a la aflatoxina, todos los grupos de pacientes tiene

preferencia por la tortilla de maiz que era uno de los datos que se esperaban.
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CONCLUSIONES.

El método de obtencién de albamina y de AFB1 — Lisina de Wild et. al. es

eficiente y seguro.

El método de RIA de Sheabar et. al. modificado por Trudel y Wogan; es

suficientemente sensible para cuantificar AFB1 — Lisina en suero humano.

La sensibilidad del método es de 0.5 pmoles de AFB1 — Lisina /mg de

proteina.

Los valores promedio encontrados en los sueros humanos con diferentes
patologias indican que la poblacién a ingerido alimentos contaminados con

aflatoxina.

Considerando la vida media de la albumina es probable que la poblacion

este ingiriendo en forma rutinaria alrededor de menos de un pgr de AFB1 al

dia.

No se encontrd correlacion entre la AFB1 — Lisina y las patologias

presenies en los pacientes muestreados.
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