CAPITULO 3.

Papel de las aflatoxinas en la
aflatoxicosis y el cancer hepatico

Si bien ha habido un extenso
enfoque sobre el papel de la ex-
posicion a las aflatoxinas en el car-
cinoma hepatocelular (CHC), en los
Ultimos afos han sido reportados
varios casos de aflatoxicosis agu-
da en humanos en varias regiones
situadas en paises en desarrollo
(Shank et al., 1971).

La intoxicacién aguda por
aflatoxina

Las manifestaciones clinicas de la
aflatoxicosis incluyen vomitos, do-
lores abdominales, edema pulmo-
nar, infiltraciones grasas y necrosis
del higado. En la década de 1970,
en el oeste de la India, se produjo
un brote de lo que se cree una in-
toxicacion por aflatoxinas provoca-
da por el consumo de maiz fuerte-
mente enmohecido. Este episodio
ocasion6 al menos 97 victimas

mortales, las cuales ocurrieron en
su totalidad en los hogares donde
se habia consumido el maiz con-
taminado. La histopatologia prac-
ticada a las muestras de higado
revelé una proliferacion intensa
del conducto biliar, una lesion que
es observada a menudo en los
animales de laboratorio tras una
exposiciéon aguda a la aflatoxina
(Krishnamachari et al., 1975; Bhat
y Krishnamachari, 1977). Un brote
de aflatoxicosis aguda ocurrido en
Kenia en 1981 también fue aso-
ciado al consumo de maiz alta-
mente contaminado con aflatoxina
(Ngindu et al., 1982). Se contaron
20 hospitalizaciones, con una mor-
talidad del 60%. En un reporte mas
reciente (Lye et al., 1995), el con-
sumo de fideos contaminados con
aflatoxinas ocasion6é una encefa-
lopatia hepatica aguda en nifios en
Malasia. Se sospeché la presencia

de cerca de 3 mg de aflatoxina
en una sola porcion de fideos
contaminados.

En abril de 2004, uno de los may-
ores brotes de aflatoxicosis que hay-
an sido reportados ocurrié en zonas
rurales de Kenia, produjo 317 casos
y 125 muertes. La principal fuente
del brote fue la contaminacién con
aflatoxina del maiz producido local-
mente. En un estudio realizado en
65 mercados y 243 vendedores de
maiz, se recogieron 350 muestras
de productos de maiz en los distritos
mas afectados. De éstas muestras,
un 55% tenia niveles de aflatoxinas
superiores al limite reglamenta-
rio de 20 ppb establecido en Kenia,
35% tenia niveles superiores a 100
ppby el 7% a 1.000 ppb. En Makue-
ni, distrito que registr6 el mayor
numero de casos de aflatoxicosis,
los niveles de aflatoxinas en el maiz
vendido en los mercados fueron
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significativamente mas elevados
que en Thiaka, el distrito estudiado
que presenté el menor nimero de
casos (media geométrica de aflatox-
ina, 52,91 ppb contra 7,52 ppb; P =
0,0004). La probabilidad de niveles
de aflatoxina superiores a 20 ppb
fue mayor para el maiz proveniente
de granjas locales situadas en las
zonas afectadas que para el maiz
comprado en otras regiones de
Kenia o en otros paises (odds ratio
[OR]): 2,71; intervalo de confianza
[IC] del 95%: 1,12-6,59). Ademas
del estudio sobre la exposicion a las
aflatoxinas efectuado en los merca-
dos, este brote de 2004 represento
la primera vez en la que los niveles
de aductos de aflatoxina—albumina
(AF-alb) permitieron confirmar de
forma independiente la exposicion
en individuos (CDC, 2004; Azziz-
Baumgartner et al., 2005; Lewis et
al., 2005; Strosnider et al., 2006;
Probst et al., 2007).

Carcinoma hepatocelular

Durante décadas, se ha sabido
que la exposicion a la aflatoxina
es responsable de canceres del
higado en los seres humanos y en
numerosas especies animales. La
Agencia Internacional de Investig-
acion sobre el Cancer (IARC) ha
evaluado la carcinogenicidad de las
aflatoxinas en varias ocasiones, ini-
ciando en 1972 con el Volumen 1 de
las Monografias de la IARC sobre
la Evaluacion de los Riesgos Car-
cinogénicos para Humanos. Desde
entonces, muchos estudios en hu-
manos y animales de laboratorio
han aportado informacién adicional,
y las mezclas de aflatoxinas de ori-
gen natural ahora son clasificadas
como Grupo 1, del que hacen parte
los carcinégenos para los humanos
(IARC, 1993). Ademas, como se de-
scribe mas adelante, la exposicion
simultanea a la aflatoxina y al virus
de la hepatitis B (VHB) es comun

en los paises en desarrollo, lo que
aumenta en gran medida el riesgo
de un CHC (Wu et al., 2013). Las
personas expuestas a ambos carci-
noégenos tienen un mayor riesgo de
desarrollar CHC en comparacion a
las personas expuestas solamente
a la aflatoxina (Wogan et al., 2012).

El CHC representa el 5,6% de
todos los casos de cancer reporta-
dos y es el sexto cancer diagnos-
ticado con mayor frecuencia en
todo el mundo (Ferlay et al., 2013).
La incidencia mundial de cancer
de higado varia enormemente, y
la carga de esta enfermedad, casi
siempre mortal, es mucho mayor
en los paises menos desarrollados
de Asia y Africa subsahariana. En
total, se calcula que cada afio se
presentan mas de 780.000 nuevos
casos de cancer de higado y mas
de 745.000 muertes (Ferlay et al.,
2013). A diferencia de la mayoria
de los canceres frecuentes en los
paises desarrollados, donde mas
del 90% de los casos se diagnostica
en personas de 45 afios y mas, en
las regiones de alto riesgo el cancer
de higado comienza a aparecer en
los hombres y mujeres desde la
edad de 20 afios, alcanzando un
pico maximo en el grupo de edad
de 40-49 afios en los hombres y de
50-59 afios en las mujeres (Parkin
et al., 2005; Chen et al., 2006). Esta
diferencia de edad al momento de la
aparicion del CHC, puede ser atri-
buida a exposiciones significativas
y continuas a lo largo de la vida.
Las diferencias entre hombres y
mujeres en la incidencia de cancer
de higado también han sido de-
scritas; la tasa de incidencia anual
estandarizada por edad (poblacion
mundial) es del 15,3 por 100.000
entre los hombres y del 5,4 por
100.000 entre las mujeres (Ferlay
etal.,, 2013). Estos resultados epide-
mioldgicos también corresponden
a los datos obtenidos en animales
de laboratorio con la aflatoxina: la

aparicion temprana del cancer es
mayor en las ratas macho que en
las ratas hembra (Wogan y New-
berne, 1967).

Durante mas de 50 afos, la re-
lacion entre la exposicion a la af-
latoxina y el cancer de higado en
los humanos ha sido abordada uti-
lizando estudios ecolégicos, trans-
versales, estudios caso—control
(testigo) y las investigaciones de co-
hortes prospectivas en poblaciones
expuestas. Los primeros estudios,
realizados en las Filipinas, dem-
ostraron que era posible detectar
en la orina un metabolito oxidativo
de la aflatoxina, que podia servir
como marcador de la dosis ingerida
(Campbell et al., 1970). En estudios
posteriores realizados en Kenia, Au-
trup et al. (1983, 1987) reportaron
la presencia de aductos de la afla-
toxina B, (AFB;) y de ADN (aductos
AFB,—ADN) en muestras de orina
humana. Trabajos ulteriores efec-
tuados en China y Gambia (Africa
Occidental), regiones en las que la
incidencia de CHC es elevada, ex-
aminaron tanto la ingesta alimenta-
ria de aflatoxinas como los niveles
de biomarcadores urinarios de la
aflatoxina (Groopman et al., 1992).
Los estudios que utilizaron como
marcadores las tasas de aductos
AFB,—ADN y de aflatoxina M, (AFM,)
presentes en la orina, mostraron
una relacion dosis-dependiente en-
tre la ingesta y la excrecion de afla-
toxina. Gan et al. (1988) y Wild et al.
(1992) monitorearon las variaciones
en los niveles AF—alb en el suero
y observaron una asociacion alta-
mente significativa entre la ingesta
de aflatoxinas y el nivel de aductos.

Numerosos estudios caso—con-
trol publicados han explorado la
relaciéon entre la exposicion a la
aflatoxina y el CHC. En uno de los
primeros estudios caso—control
realizado en las Filipinas, Bulatao-
Jayme et al. (1982) compararon
la ingesta de aflatoxina en los



pacientes con CHC con la ingesta
de controles, emparejados por edad
y sexo. Asi encontraron que la ex-
posicion media por dia a las afla-
toxinas en los pacientes con CHC
era 4,5 veces mayor que la de los
controles; sin embargo, el consumo
de alcohol puede haber aumen-
tado este efecto. Van Rensburg
et al. (1985) y Peers et al. (1976)
efectuaron estudios similares en
Mozambique y Suazilandia, respec-
tivamente. Una vez mas, el aporte
cotidiano/diario de aflatoxinas en la
alimentacion estaba correlacionado
a la incidencia del CHC, y los datos
sugerian igualmente una relacion
dosis-dependiente entre la enfer-
medad hepatica y la ingesta de
aflatoxina.

En la Region Autbnoma Zhuang
de Guangxi en China, Yeh y Shen
(1986) y Yeh et al. (1989) exam-
inaron la interaccién entre la infec-
cion por el VHB y la exposicion
a la aflatoxina, distinguiendo dos
grupos segun los niveles (bajo o
elevado) de contaminacién. En las
personas cuyo suero mostraba la
presencia del antigeno de super-
ficie VHB (HBsAg) y que estaban
expuestas a altos niveles de afla-
toxinas, la incidencia del CHC era
10 veces mas elevada que en aquel-
las personas que vivian en zonas
donde la contaminacion por afla-
toxinas era baja. Aquellas que eran
negativas para HBsAg y que con-
sumian alimentos altamente con-
taminados por aflatoxinas tuvieron
una tasa de CHC comparable a la
de las personas con HBsAg positivo
cuya alimentacion estaba poco con-
taminada por la aflatoxina (Yeh et
al., 1989). En un estudio caso—con-
trol en Taiwan, dos biomarcadores,
AF-alb y aductos de ADN-aflatoxi-
na, fueron medidos en muestras de
tejido hepatico (Lunn et al., 1997).
La proporcion de sujetos con un niv-
el detectable de AF-alb fue mayor
en los pacientes que padecian de

CHC que en los controles empareja-
dos (OR: 1,5). Igualmente se encon-
tré una asociacion estadisticamente
significativa entre la deteccion de
AF-alb y el riesgo de CHC en los
hombres de menos de 52 afios (OR
ajustado por multivariable: 5,3).

En otro estudio, realizado en
Qidong, China, 145 hombres que
padecian una infeccion cronica
por el VHB fueron seguidos du-
rante 10 afios para determinar si la
exposicion a la aflatoxina, o la ex-
posicién concomitante al virus de
la hepatitis C (VHC), o el hecho de
tener antecedentes familiares de
CHC estaba asociado a un aumento
del riesgo de desarrollar CHC. Ocho
muestras de orina recogidas men-
sualmente antes del inicio de la fase
de seguimiento fueron agrupadas
para buscar la presencia de AFM,.
La AFM; fue detectada en 78 (54%)
de los sujetos, y el riesgo de CHC
se incrementd 3,3 veces (IC 95%:
1,2-8,7) en aquellos que presen-
taban niveles de AFM, detectables
(> 3,6 ng/L). El riesgo atribuible
a la exposicion a las aflatoxinas,
definido por la presencia de AFM;,
fue de 0,553 (IC 95%: 0,087-0,94).
El riesgo relativo de cirrosis fatal
para las personas cuya orina con-
tenia niveles elevados de AFM,
fue de 2,8 (IC 95%: 0,6-14,3). La
infeccion concomitante por el VHC
aumenté el riesgo de CHC en 5,8
veces (IC 95%: 2,0-17), después
de ser ajustado por edad y por es-
tado relativo a la AFM,. Este estudio
demuestra que la exposicion a la
aflatoxina, identificada por la pres-
encia de AFM; en la orina, puede
dar cuenta de una parte sustancial
del riesgo de CHC en los hombres
con una hepatitis B crénica (Sun et
al., 1999).

Dos grandes estudios de co-
hortes que incorporan los biomar-
cadores de las aflatoxinas, han
demostrado claramente el papel
etiolégico de este carcindgeno en

el CHC. El primer estudio, que in-
volucraba méas de 18.000 hombres
que vivian en Shanghai, China, ex-
amino si los biomarcadores del VHB
y los biomarcadores de la aflatoxina
eran marcadores independientes e
interactivos del riesgo de CHC. El
estudio caso—control anidado en
esta cohorte, reveld6 un aumento
estadisticamente significativo en el
riesgo relativo de CHC de 3,4, para
las personas que presentaba el bio-
marcador urinario de la aflatoxina
(AFB,—N7-guanina). Para los hom-
bres cuyo suero fue positivo para el
antigeno HBsAg pero cuya orina no
indicaba exposicion a la aflatoxina,
el riesgo relativo fue de 7,3, pero en
los sujetos que tenian tanto el bio-
marcador urinario de la aflatoxina
como el antigeno HBsAg, el riesgo
relativo fue de 59,4 (Ross et al.,
1992; Qian et al., 1994). Estos re-
sultados apoyan firmemente la ex-
istencia de una relacién causal en-
tre la presencia de biomarcadores
especificos del agente cancerigeno
y del virus y el riesgo de CHC. El
segundo estudio de cohorte, efec-
tuado posteriormente en Taiwan,
China, confirmo la veracidad de los
resultados del estudio de Shanghai.
Wang et al. (1996) efectuaron un es-
tudio de casos de CHC y controles
anidado al interior de la cohorte y
encontraron, en las personas in-
fectadas por el VHB, un odds ratio
ajustado de 2,8, para la presencia
de AF-alb detectable en compara-
cion con la ausencia de AF-alb de-
tectable, y un odds ratio ajustado
de 5,5 para las tasas elevadas de
metabolitos de aflatoxina en la orina
frente a tasas mas bajas. La misma
cohorte dio lugar a un segundo es-
tudio caso—control, que mostré una
relacion dosis—respuesta entre los
niveles de AFM, urinaria y el riesgo
de CHC en los portadores cronicos
de VHB (Yu et al., 1997). Al igual
que en la cohorte de Shanghai,
el riesgo de CHC asociado a la
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exposicion a la AFB,; fue mucho mas
importante entre los portadores del
VHB que tenian niveles detectable
de AFB,—N7-guanina en la orina.

Asimismo, la relacion entre la ex-
posicion a la aflatoxina y el desarrol-
lo del CHC ha sido demostrada por
los estudios de biologia molecular
sobre el gen supresor de tumores
p53, gen que muta frecuentemente
en multiples canceres humanos
(Greenblatt et al., 1994). Muchos es-
tudios sobre las mutaciones de p53
en los CHC producidos en las po-
blaciones expuestas por su alimen-
tacion a altos niveles de aflatoxina,
han identificado la presencia de fre-
cuencias elevadas de transversio-
nes de G:C — T:A, esencialmente a
nivel del codén 249 (Bressac et al.,
1991; Hsu et al., 1991). Por el con-
trario, no se encontré ninguna mu-
tacion del codon 249 de p53 en los
CHC censados en Japén y otras re-
giones donde la exposicion a la afla-
toxina es baja Ozturk, 1991; Aguilar
et al., 1994).

Por tanto, parece que la transver-
sion G — T en la tercera base del
codon 249 de p53 esta asociada a
la exposicion a la aflatoxina. Esto
es lo que indican los estudios que
comparan la prevalencia de las mu-
taciones del codén 249 de p53 en
los CHC, producidos en las pobla-
ciones de las regiones donde la ex-
posicién a la aflatoxina es elevada
con aquellos presentados en las
regiones donde la exposicion es
baja. Los datos in vitro parecerian
confirmar esta hipétesis. La uti-
lizacion de estas mutaciones espe-
cificas como biomarcadores de de-
teccidon precoz ofrece perspectivas
interesantes para la prevencion del
CHC (Sidransky y Hollstein, 1996).
En un estudio pionero, Kirk et al.
(2000) reportaron por la primera

vez la deteccidon de mutaciones en
el codon 249 del gen p53, en el
plasma de pacientes con cancer de
higado residentes en Gambia; sin
embargo, el tipo de mutaciones de
sus tumores no fue determinado.
Los autores también reportaron la
presencia de esta mutacion en el
plasma de un pequefio nimero de
pacientes con cirrosis. Dada la es-
trecha relacion entre la cirrosis y el
desarrollo ulterior del CHC es con-
veniente explorar la posibilidad de
utilizar esta mutacién como un mar-
cador de deteccion precoz. Jackson
et al. (2001) examinaron 25 tumores
primitivos de higado a la busqueda
de mutaciones especificas de p53.
El analisis de 20 pares adiciona-
les de muestras de tumor—plasma
mostraron que 11 muestras de tu-
mores y 6 muestras de plasma con-
tenian la mutacion especifica. Este
mismo grupo (Jackson et al., 2003)
ha intentado encontrar el momento
en el que es posible detectar esta
mutacién en el plasma, efectuando
el analisis en muestras tomadas
en los mismos pacientes antes y
después del diagnostico clinico del
CHC. Este estudio fue facilitado por
la disponibilidad de muestras de
plasma recogidas longitudinalmente
de una cohorte de 1.638 individuos
de alto riesgo que han estado en
seguimiento desde 1992 en Qidong,
China. Los resultados mostraron
que en las muestras recogidas antes
del diagndstico del cancer de higa-
do, el 21,7% (IC 95%: 9,7-41,9%)
de las muestras de plasma tenian
niveles detectables de mutaciones
en el codén 249 de p53, mientras
que en las muestras de plasma re-
cogidas después del diagnéstico de
higado céancer, esta mutacion es-
taba presente en el 44,6% (IC 95%:
21,6-70,2%) de dichas muestras.

Este porcentaje de muestras posi-
tivas después del diagndstico de
cancer de higado representa alred-
edor del 50% de todos los tumores
de higado en Qidong, lo que sugiere
una concordancia de casi el 90% de
los resultados obtenidos en cuanto
a la mutacion del codén 249 de p53
a partir del plasma y del tumor.

Por ultimo, los trabajos recientes
se han beneficiado de los registros
de cancer de base poblacional para
conocer la mortalidad por cancer
primario de higado en Qidong, Chi-
na, ciudad de 1,1 millones de habi-
tantes. Esta base de datos muestra
una reduccion superior al 50% en
las tasas de mortalidad por CHC
en los habitantes menores de 35
afos, pertenecientes a las cohortes
de nacimiento situadas entre 1960
y 1980. La prevalencia de la infec-
cién por el VHB no mostré cambios
ya que todos habian nacido antes
de la vacunacion universal de los
recién nacidos. Se analizaron los
biomarcadores de la aflatoxina en
muestras de suero seleccionadas al
azar en los bancos de productos bi-
olégicos tomadas desde la década
de 1980 hasta la actualidad y cor-
respondientes a estas cohortes. La
mediana de AF-alb, biomarcador
de la aflatoxina, pas6 de 19,3 pg/
mg en 1989 a no detectable (< 0,5
pg/mg) en 2009. Esta reduccién de
un 65% de la mortalidad por cancer
primario de higado en la poblacion,
puede explicarse por la abolicion de
la obligacion impuesta por el gobi-
erno de consumir maiz producido
localmente y la sustitucién del maiz
por el arroz. Estos datos muestran
la importancia del rol que juegan las
aflatoxinas en las regiones donde
la exposicion es elevada, con po-
blaciones en alto riesgo por el CHC
(Chen et al., 2013).
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