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Prefacio

La Toxicologia Alimentaria es una disciplina que reclama, cada vez mads, la atencién de investi-
gadores y autoridades académicas, legislativas y gubernativas. El hombre ha debido aprender por
experiencia propia, a veces dolorosa, a distinguir entre alimentos saludables y nocivos y, a lo largo
de los siglos, a producir, conservar y preparar sus alimentos de la forma mas beneficiosa. Pero el cre-
cimiento de la poblacioén, la industrializacién, en ocasiones poco previsora de los efectos indeseables,
la comercializacion a gran escala, el mercantilismo a veces desconsiderado con el consumidor, la no
observancia de las legislaciones por la poblacion y quizas por las autoridades, etc., ha permitido la
aparicion de brotes e incluso de epidemias téxicas de origen alimentario con cientos y hasta miles
de intoxicados agudos, ademads de los incontables de cardcter cronico, que son los que los alimentos
pueden producir en mayor cantidad y de forma més solapada.

Ciertamente, después de cada uno de tales episodios se ha provocado, como reaccién, un avance
en la concienciacidn, un incremento en el interés y un endurecimiento en los controles, aunque,
generalmente, con escasa repercusion en el tratamiento académico; ha sido lastimoso ver en los
medios de difusion a profesores y especialistas de otras materias, pero legos en Toxicologia, dar expli-
caciones evasivas sobre el origen y sobre la responsabilidad de ciertos episodios.

Entendiendo que el mejor medio de superacion es el aprendizaje, hemos pretendido contribuir a
ello y poner a disposicion del estudioso la situacién actual de los conocimientos sobre la toxicologia
de los alimentos, para lo que hemos tenido la suerte de contar con la participacion de verdaderos
expertos en Toxicologia, Nutricién y Bromatologia, que han aportado a esta obra lo mejor de su saber,
y a quienes, desde aqui y una vez mads, expresamos nuestro sincero reconocimiento.

También es merecedora de nuestro agradecimento la Editorial Diaz de Santos, firma que desde
hace muchos afios acoge con afecto, dedicacién y esmero nuestros manuscritos.

Manuel Repetto
Ana M." Camedn
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INTRODUCCION Y CONCEPTOS

Ana M.« Camedn, Manuel Repetto

Introduccion. Toxicologia alimentaria: concepto e incidencia en la bibliografia.
Clasificacion de los toxicos segun su fuente. Seguridad alimentaria: principios y

dimension internacional. Bibliografia.

Introduccion

La seguridad alimentaria es un tema de creciente
interés social, ya que todos los ciudadanos, como
consumidores, estamos expuestos a los téxicos o
sustancias potencialmente téxicas presentes en
los alimentos, y afectados por las practicas
empleadas en la produccién, procesado, prepara-
cion, conservacion y manejo de los alimentos.

A lo largo de los udltimos afios, una serie de
sucesos provocados por dioxinas, hidrocarburos
aromdticos policiclicos, biotoxinas, etc., han
puesto claramente de manifiesto los riesgos rela-
cionados con la contaminacién de los alimentos y
han motivado el interés por los estudios sobre la
toxicidad de los alimentos. La presencia crecien-
te de contaminantes en estos, el uso de aditivos
alimentarios y la consecuente fijaciéon de sus
maximas ingestas admisibles en la dieta, los pro-
blemas relacionados con las alergias alimentarias,
la introduccién de alimentos en cuya produccion
se han utilizado técnicas comprendidas en la

expresion «modificacion genética», etc., hacen
que en la actualidad tenga una relevancia profun-
da un estudio sistemdtico de las sustancias toxicas
o potencialmente téxicas que pueden encontrarse
en los alimentos, dependiendo de las condiciones
de preparacién, conservacion y uso, un desarro-
llo, en definitiva, de la toxicologia alimentaria.
De hecho, una de las principales prioridades
estratégicas de la Comisiéon de las Comunidades
Europeas es velar por los mas elevados niveles de
seguridad alimentaria en la Unién Europea (UE)
(Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria, 1999)
y numerosos paises y entidades regionales estdn
desarrollando agencias de seguridad alimentaria.

Toxicologia alimentaria:
concepto e incidencia en la
bibliografia

La toxicologia alimentaria se puede definir
brevemente como el estudio de los efectos
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téxicos potenciales de los xenobidticos presen-
tes en los alimentos destinados para el consu-
mo humano y de los animales (Winter, 2002).
De forma mas detallada, incluye el estudio del
potencial toxico de los alimentos, las condicio-
nes y factores que afectan la presencia de estos
toxicos en alimentos, sus interacciones con
nutrientes esenciales, la respuesta del ser
humano a estos téxicos, y los medios de pre-
vencién o minimizacién de los efectos toxicos
(Deshpande, 2002).

En esa misma direccion, la toxicologia ali-
mentaria es la rama aplicada de la Toxicologia
dedicada al estudio de la naturaleza, las fuentes
y la formacién de sustancias toxicas en los ali-
mentos, asi como sus efectos nocivos, los meca-
nismos y manifestaciones de estos efectos y la
prevencién de intoxicaciones mediante el esta-
blecimiento de los limites de seguridad de las
sustancias (Concon, 1988).

Pretende, consecuentemente, conocer los
factores y condiciones que definen la toxicidad,
riesgo y seguridad de las sustancias que se
encuentran en los alimentos, y la naturaleza de
la respuesta del consumidor a las mismas. Los
conceptos de toxicidad (capacidad de producir
un efecto toxico), peligro (posibilidad de dafo a
humanos y/o animales) y seguridad (bajo las
condiciones de uso) de las sustancias son relati-
vas, dependiendo de una serie de factores exo-
genos y enddgenos (Camedn y Repetto, 1995;
Repetto, 1997).

Los términos «riesgo» y «peligro» se usan a
menudo indistintamente. Sin embargo, el «ries-
go» es funcion de la probabilidad de un efecto
adverso como consecuencia de un peligro. En
el contexto de la alimentacién, «peligro» se
refiere a una propiedad intrinseca (ejemplo,
una toxina alimentaria) que ocasione un efecto
adverso; el riesgo tiene en cuenta la probable
exposicion y la susceptibilidad del consumidor.
Es importante aclarar que ningin alimento,
incluidos los convencionales, puede garantizar-
se como absolutamente seguro, donde absoluto
se interpreta como 100% seguro bajo cualquier
condicion de siembra, cosecha, almacenamien-
to y consumo para todos los sectores de la

poblacién. Los alimentos aprobados poseen un
riesgo normal, es decir, sabemos cémo contro-
lar los riesgos residuales y los aceptamos (Ro-
binson, 2003).

Los factores endogenos surgen de la varia-
bilidad bioquimica y fisioldgica de los indivi-
duos (idiosincrasia) y de su interaccién con el
ambiente. En los factores exdgenos incluimos la
naturaleza de las sustancias quimicas, concen-
traciones, fuentes de exposicidn, presencia de
otros compuestos (contaminantes), frecuencia y
cantidades absorbidas y factores ambientales
(crono y cosmotoxicologia).

Esta disciplina difiere en muchos aspectos de
otras ramas aplicadas de la toxicologia, por la
naturaleza y complejidad quimica de los ali-
mentos (Kotsonis et al. 2001). El alimento no es
solo esencial a lo largo de toda la vida sino que
también contribuye en gran manera a la calidad
de vida. Los alimentos en general son mas com-
plejos y tienen una composicién mds variable
que el resto de sustancias a las que los humanos
podemos estar expuestos. Los alimentos contie-
nen cientos y miles de sustancias, la mayoria de
las cuales no se han caracterizado o ensayado
totalmente; se ha llegado a afirmar que el nime-
ro de sustancias no identificadas presentes en los
alimentos supera en gran medida al niimero de
las que han sido identificadas. Sin embargo, a
pesar de estas incertidumbres sobre su identidad
quimica y pureza, la exposicion a ellos es muy
elevada.

Asi, los alimentos son una mezcla compleja
de nutrientes y sustancias no nutritivas, que pue-
den ademas interaccionar entre si. En definitiva,
los xenobidticos presentes en los alimentos tie-
nen una dimensién toxicolégica mas compleja
que los productos aislados, por las posibles inte-
racciones con los propios nutrientes u otros
constituyentes.

Por todo ello, en los ultimos diez afios se
constata el interés creciente por investiga-
ciones en materia de toxicologia alimentaria,
anteriormente mencionado. Una busqueda
bibliografica sobre referencias que cubran
publicaciones en temas de toxicologia alimen-
taria en estos ultimos 10 afios, a través del pro-
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Figura 1.1.  Evolucién
de las publicaciones en
toxicologia alimentaria.
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Anos

grama SciFinder Scholar™ asi lo demuestra
(Figura 1.1). Dicho programa utiliza como
fuentes de informacién diferentes bases de
datos cientificas como: CAPLUS, MEDLINE,
CHEMLIST, CHEMCATS, REGISTRY, CAS-
REACT, etc.

Desde las 795 citas referenciadas en 1995, se
ha producido en términos generales un aumento
del 76% de las publicaciones, ya que el nimero
de citas en los afios 2002 y 2003 ha sido del
orden de 1.400 citas anuales.

Claramente, la seguridad microbioldgica de
los alimentos representa un area critica de segu-
ridad alimentaria, pues mantiene una fuerte pre-
sencia actual en el campo de las investigaciones
cientificas, como lo demuestran el gran ndmero
de articulos referentes al tema, y enorme la pre-
sencia en Internet de informacién sobre esta
materia.

Segtn la opinién publica, los contaminantes
ambientales y aditivos alimentarios se encuen-
tran entre los principales peligros presentes en
los alimentos, mientras, que por el contrario, los
articulos cientificos evidencian que los niveles
de diferentes contaminantes ambientales, tales
como los metales o residuos de plaguicidas han
disminuido mucho en las dltimas tres décadas y
suelen encontrarse por debajo de los limites
tolerables (Diehl, 2002).

Clasificacion de los téxicos
segun su fuente

De acuerdo con sus origenes, los téxicos ali-
mentarios se pueden clasificar en cinco grandes
grupos:

1) Constituyentes toxicos naturales.
2) Contaminantes bioldgicos.

3) Contaminantes quimicos.

4) Aditivos alimentarios.

5) Téxicos derivados.

La Figura 1.2 muestra una visiéon global de
las fuentes de los toxicos potenciales presentes
en los alimentos (Koeman, 1996).

Una clasificacion mds detallada, que tiene en
cuenta el origen de los toxicos, aparece en la
Tabla 1.1, y a continuacién se realiza una some-
ra descripcion de sus apartados.

1. Alimentos con sustancias téxicas
de origen natural

Son productos originados en el metabolismo de
animales, plantas o microorganismos que utili-
zamos como alimentos, o estin presentes en
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Alimentos

Téxicos naturales

Contaminantes

Toxinas marinas Pb, Cd
Glucoalcaloides HAP, PCB
Lectinas PCDD, PCDF

Residuos medicamentos

Almacenamiento, transporte

Toéxicos naturales

Micotoxinas
Plaguicidas

Contaminantes

Sustancias quimicas diversas

Procesado industrial, empaquetado

Téxicos naturales

Toxinas microbianas
Metales

Contaminantes

Componentes plésticos

Aditivos Téxicos derivados
Disolventes HAP

Antioxidantes

Téxicos naturales

Toxinas microbianas Metales

Almacenamiento y preparacién en el hogar

Contaminantes

Téxicos derivados

Nitritos, N-Nitroso
Productos Maillard

l

4

Consumidor

Figura 1.2.

ellos. Muchas de estas sustancias naturales son
potentes toxicos, con efectos adversos inmedia-
tos, y que dan lugar a intoxicaciones severas,
incluso fatales. Algunos poseen toxicidad retar-
daday el conocimiento de su presencia en el ali-
mento y establecimiento del mismo como agen-
te causal de la intoxicacién resulta complicado
(Camean y Repetto, 1995).

Popularmente se cree que los compuestos de
origen natural son intrinsicamente mas seguros
que los sintéticos, lo cual no se encuentra avala-
do por la evidencia cientifica. Por el contrario,
toxinas bacterianas y alcaloides presentes en
diversas especies vegetales poseen mayor toxi-
cidad que los compuestos fabricados por el
hombre (Repetto, 1997). Muchas de estas sus-
tancias naturales pueden proporcionar un mayor

Fuentes de toxicos potenciales presentes en alimentos.

riesgo de cancer que los riesgos toxicos deriva-
dos de la exposicién a sustancias sintéticas
(Ames et al. 1990). En esa misma direccion, un
informe del Consejo Nacional de Investigacio-
nes de la Academia Nacional de Ciencias ameri-
cana concluy6 que los componentes naturales de
la dieta pueden ser de mayor interés que los
componentes sintéticos con respecto al riesgo
cancerigeno (NRC, 1996).

1.1. Alimentos marinos

Los téxicos naturales pueden estar presentes
principalmente en pescados, moluscos, vegeta-
les y hongos superiores, principalmente.

Las toxinas presentes en alimentos marinos
muchas veces no estdn confinadas a una dnica
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Tabla 1.1.  Alimentos y sus constituyentes, segin su interés toxicolégico.

1. ALIMENTOS CON SUSTANCIAS TOXICAS DE ORIGEN NATURAL

1.1. Alimentos marinos.
1.2. Plantas superiores.
1.3. Hongos superiores.
1.4. Sustancias antinutritivas.

2. CONTAMINANTES BIOLOGICOS

2.1. Infecciones bacterianas.
2.2. Toxiinfecciones bacterianas.
2.3. Micotoxinas.

3. CONTAMINANTES QUIMICOS. RESIDUOS

3.1. Sustancias inorgdnicas.
3.2. Sustancias orgdnicas.
3.2.1. Plaguicidas.

3.2.2. Dioxinas, dibenzofuranos y bifenilos clorados.

3.2.3. Medicamentos veterinarios.
3.2.4. Plasticos.

4. ADITIVOS ALIMENTARIOS

5. TOXICOS DERIVADOS: FORMADOS DURANTE EL PROCESADO, PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS ALIMENTOS

Y EN EL PROPIO CONSUMIDOR
6. CANCERIGENOS DE ORIGEN ALIMENTARIO
7. DISRUPTORES HORMONALES

8. ALIMENTOS TRANSGENICOS

9. ALIMENTOS ALERGENICOS

especie; por ejemplo, aproximadamente unas
400 especies de pescados estan implicadas en la
intoxicacidn por ciguatera. Sin embargo, algu-
nas toxinas son especificas de especies o géne-
ros unicos. Un factor que complica el estudio de
las toxinas marinas es la frecuencia esporddica
con la que estos fenémenos ocurren, por lo que
no se pueden predecir las intoxicaciones.

Las toxinas presentes en pescados se clasifi-
can generalmente de acuerdo con su localiza-
cioén en el mismo. Entre las intoxicaciones por
consumo de pescado citaremos las debidas al
consumo de peces globo (fugu) en Japon, cuya
toxina (tetrodotoxina) se concentra preferente-
mente en higado y génadas; otra intoxicacion es
debida a la ciguatera y diferentes toxinas rela-
cionadas, que son neurotoxinas ictiosarcotoxi-

cas extendidas en especies muy variadas; tam-
bién hay que tener presente diferentes intoxica-
ciones que cursan con sintomas suaves, produ-
cidas por consumo de pescados muy habituales
en nuestra dieta (salmonetes, sardinas, etc.).

El fitoplancton marino se ve frecuentemente
afectado por la presencia de algas microscépicas,
las cuales sirven de alimentacién a especies tales
como moluscos bivalvos (mejillones, almejas,
vieiras, ostras, etc.) asi como larvas de crustace-
0s y otras especies marinas. La proliferacién
masiva de algas puede causar importantes dafios
socioecondmicos y sanitarios. Entre las contami-
naciones mds frecuentes de alimentos de origen
marino por proliferaciones de algas téxicas y
consecuentemente de humanos consumidores de
los mismos se encuentran: la intoxicacion parali-
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zante Paralythic Shellfish Poisoning (PSP), la
intoxicacién diarreica, Diarrhetic Shellfish
Poisoning (DSP) y la amnésica, Amnesic Shell-
fish Poisoning (ASP) (Gago-Martinez, 2004).

1.2. Plantas superiores

Existe un amplio grupo de sustancias endégenas
en alimentos derivados de plantas superiores
que podemos clasificar por sus grupos funciona-
les o su accidn fisiopatoldgica. Algunas intoxi-
caciones se producen con poca ingesta (setas),
pero para otras se precisa un consumo elevado
de alimentos; por ejemplo, los que contienen
glucdsidos cianogénicos o inhibidores de la coli-
nesterasa. Otros principios activos, aunque se
encuentran en concentraciones que no poseen
una inmediata toxicidad aguda, su consumo
continuado puede dar lugar a intoxicaciones cré-
nicas, lo que hace esencial evaluar su significa-
do para la salud humana y tomar medidas pre-
ventivas para minimizar riesgos, como es el
caso de las metilxantinas. Otro aspecto a tener
en cuenta es la idiosincrasia, por ejemplo, indivi-
duos con déficit genético de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa cuando consumen habas frescas
o inhalan su polen padecen favismo, frecuente
en el area mediterranea, caracterizado por ane-
mia hemolitica (Camean y Repetto, 1995).

1.3. Hongos superiores

Aunque los hongos superiores no se encuentran
en alta proporcioén en la dieta diaria humana,
presentan un gran riesgo toxico, si tenemos en
cuenta la frecuencia de intoxicaciones (incluso
fatales) en relacion con el nimero de personas
expuestas. Existiendo aproximadamente unas
30-50 especies toxicas, estas son responsables
de aproximadamente el 70% de las intoxicacio-
nes naturales, con efectos muy graves y letales
(Food Research Institute, 1996).

1.4. Sustancias antinutritivas

Las sustancias antinutritivas son compuestos
capaces de producir un déficit nutricional, por

interferir en la utilizacién y funcién de los
nutrientes, pudiéndose clasificar en funcién del
nutriente (proteinas, aminodcidos, elementos
minerales, vitaminas) o en funcion de su ori-
gen, natural o adquirido a través de diversas
fuentes (Derache er al., 1990; Concon, 1988;
Deshpande, 2002).

2. Contaminantes biolégicos

Los alimentos por bacterias y microhongos han
provocado a lo largo de la historia miltiples
intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias
(véase Capitulo 14). Por su parte, diferentes
microorganismos del propio tracto gastrointesti-
nal del huésped pueden actuar sobre los compo-
nentes de los alimentos, dando lugar a metaboli-
tos toxicos (descarboxilacion de aminoacidos,
produccién de nitrosaminas, etc.).

En comparacién con la presencia de téxicos
naturales, la contaminacion bioldgica presenta
gran interés en temas de seguridad alimentaria.
Por ejemplo, en EE UU se estima que ocurren
anualmente aproximadamente 76 millones de
casos de intoxicaciones alimentarias de origen
microbiano, unido a 325.000 hospitalizaciones y
5.000 fallecimientos causados por bacterias,
virus y priones (Mead et al., 1999). Es, por
tanto, importante enfatizar que la mayoria de las
intoxicaciones alimentarias en los paises desa-
rrollados son atribuibles a la contaminacién bio-
l6gica de los alimentos (Kotsonis et al., 2001).

2.1. Infecciones bacterianas

Las intoxicaciones alimentarias por bacterias y
virus tienen varios grados de severidad, varian-
do desde una indisposiciéon mediana a enferme-
dades de largo tratamiento. Su importancia
como problema de salud publica vital no ha sido
a veces valorado totalmente, debido a la dificul-
tad de evaluar la incidencia real de las mismas y
a la variabilidad en su severidad (Deshpande,
2002).

Efectivamente, segtn diferentes autores, solo
una pequefia proporcién de casos llegan real-



mente a los servicios de salud y se investigan de
forma adecuada, sugiriéndose que hasta el 10%
de la poblaciéon mundial puede anualmente
padecer una intoxicacion alimentaria de origen
microbiano (Kaferstein et al., 1999).

La incidencia de las intoxicaciones alimenta-
rias ha aumentado en la dltima década en los pai-
ses desarrollados, y son variados los factores que
parecen contribuir a dicho aumento: 1) mejores
métodos de deteccion e identificacion de los
microorganismos y toxinas; 2) desarrollo de
los estudios epidemiolégicos, que han hecho
aumentar el nimero de casos declarados; 3) fac-
tores dependientes del estilo de vida, tales como
aumento del consumo de alimentos exoticos, o de
alimentos procedentes de otros paises con estan-
dares sanitarios diferentes o cepas de organismos
distintas, y aumento del consumo de alimentos
preparados o en restaurantes lo que implica un
mayor numero de personas implicadas en su
manejo, y el que dichos alimentos sean tratados
en diferentes etapas y mantenidos a veces en con-
diciones no muy adecuadas, antes de su consumo.

Las principales especies bacterianas capaces
de causar intoxicaciones alimentarias de origen
bacteriano son Clostridium botulinum, Staphy-
loccus aureus, Bacillus cereus. El tiempo de
presentacion de los sintomas después del consu-
mo de alimentos que contienen las toxinas bac-
terianas generalmente es inferior al requerido
para la mayorfa de toxiinfecciones alimentarias.

2.2. Toxiinfecciones alimentarias

Estan producidas por numerosos microorganis-
mos (Camean et al., 1995) en su mayoria de la
familia Enterobacteriaceae, destacando los
géneros Salmonella y Shigella. Dado que la
fuente de estos agentes causales suele ser el trac-
to gastrointestinal de individuos reservorios o
las heces de animales y humanos infectadas, o
aguas contaminadas que, por deficiencias sani-
tarias, infectan a los alimentos, los alimentos
susceptibles de contaminacién pueden ser muy
diversos, como carne fresca procedente de ani-
mal entero, pescados, moluscos, pasteles de
crema, leche no pasteurizada, etc.

Infroduccién y conceptos 7

Las medidas preventivas, como las recomen-
dadas por la OMS, son fundamentales en la pre-
vencién de los incidentes de intoxicaciones y
toxiinfecciones alimentarias.

2.3. Micotoxinas

Ademéds existe el riesgo téxico por consumo de
alimentos contaminados por micotoxinas. Estas
conforman un amplio grupo de sustancias quimi-
cas que son metabolitos secundarios producidos
por diversas especies de hongos; son capaces de
inducir una gran variedad de efectos toxicos en
humanos y animales cuando ingieren alimentos
contaminados. Pueden estar presentes en una
gran diversidad de plantas alimenticias, frutas,
piensos, y también pueden detectarse en produc-
tos animales derivados de animales que han con-
sumido piensos contaminados, constituyendo un
ejemplo tipico de toxicologia de los productos
intermedios. Esta disciplina, segin Truhaut, estu-
dia el siguiente proceso: una sustancia es absor-
bida por animales o plantas, y biotransformada
por estos a otras sustancias (intermedios), cuyos
residuos pueden resultar toxicos para quien utili-
ce como alimento productos de aquellos vegeta-
les o animales (ej.: aflatoxina M,).

La presencia de hongos no implica necesa-
riamente la existencia de micotoxinas, las cuales
son elaboradas bajo ciertas condiciones. Sobre
un centenar de especies de hongos, la mayoria
de ellas pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, producen micotoxinas
asociadas a intoxicaciones en humanos y anima-
les. Méas de una especie de hongo puede produ-
cir la misma micotoxina, y mas de una micoto-
xina puede estar implicada en una intoxicacion.
Dada esta simultaneidad de toxinas en alimentos
y piensos, existe la necesidad de evaluar las inte-
racciones entre diferentes micotoxinas. Entre las
muy diversas micotoxinas, las aflatoxinas han
sido objeto de intensas investigaciones por su
gran potencia hepatocarcinégena en ciertas
especies animales (Kotsonis et al., 2001).

Entre las diferentes lineas y recomendaciones
futuras en el campo de las micotoxinas caben
destacar las siguientes (Deshpande, 2002):
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» Seguimiento de la presencia y cuantifica-
cién de micotoxinas en alimentos y pien-
SOs.

e Consumo potencial humano de micotoxi-
nas especificas.

» Desarrollos genéticos de plantas resistentes
a la accién de microhongos toxigénicos.
 Evaluacién toxicolégica de nuevas toxinas
de forma individual y en combinacién con
otras micotoxinas mas usuales.

 Desarrollo de programas de prevencién de
la contaminacién de alimentos y piensos
que consideren diferentes aspectos como:
almacenamiento, tratamientos antifingi-
cos, destoxicacion, irradiacion, inactiva-
cién microbiana, control integrado de
micotoxinas.

* Desarrollo de estudios de mecanismos de
accion moleculares, érganos diana, meca-
nismos de destoxicacidén, estudios de
absorcién y transporte.

3. Contaminantes quimicos. Residuos

3.1. Sustancias inorgdnicas

Los constituyentes inorganicos del agua y suelo,
como por ejemplo, Se, Cd, Hg, nitratos, de
forma natural pueden absorberse y acumularse
en los alimentos o contaminarlos artificialmen-
te, como consecuencia de las diversas activida-
des industriales, agricolas o tecnoldgicas. Ello
unido a las variaciones geoldgicas, ecolégicas
(la acidificacion del suelo puede incrementar la
absorcion de metales como Cd), procesos agri-
colas (uso de fertilizantes), migracion de meta-
les constituyentes de los materiales de envasado,
cocinado o almacenamiento de alimentos, y
diferentes habitos dietéticos, hace que existan
grandes diferencias en la ingesta de metales
pesados entre la poblacion.

Esta variabilidad en la absorcidén de metales,
y el hecho de que en muchos casos (salvo expo-
sicién ocupacional) los alimentos constituyan la
principal fuente de exposicion, unido a la capa-
cidad de acumulacién de los metales en los
organismos vivos, ha llevado a que diferentes

organizaciones supranacionales (OMS, FAO,
UE, etc.) reconozcan la necesidad de establecer
programas integrados con cardcter internacional
sobre concentraciones permisibles o limites de
metales y demds contaminantes en alimentos,
con métodos normalizados de toma de muestra
y andlisis. De hecho, la prevencién de la exposi-
cién requiere ademds de una reduccién de la
emision, la monitorizacién de alimentos y bebi-
das, y disponer de informacién de habitos de
consumo de los mismos (Cameén y Repetto,
1995).

Las investigaciones relativas a los elementos
traza tienden a dirigirse hacia la deteccién, con-
trol y evaluacidn toxicoldgica de los mismos.

Respecto a la deteccidén, se han de seguir
desarrollando nuevas metodologias que permi-
tan la determinacién de los elementos con
adecuada calidad, sensibilidad, rapidez, automa-
tizacion y especificidad para cada tipo de ali-
mento. En el control hay una necesidad de vigi-
lar, a nivel internacional, las concentraciones de
los elementos traza presentes en los alimentos.
En cuanto a la evaluacion toxicoldgica, tienen
una alta prioridad las investigaciones sobre la
biodisponibilidad de los elementos traza y los
estudios de las especies quimicas presentes en
alimentos. Si en un principio se consideraba la
toxicidad de los elementos quimicos, después se
vio que la forma elemental tiene poca importan-
cia toxicolégica, que depende realmente de la
valencia, grado de oxidacién o forma en que un
metal se integra en un compuesto (especie qui-
mica) (véase Capitulo 18).

La necesidad de determinar las diferentes
especies de elementos traza en el medio
ambiente, en materiales bioldgicos y alimentos,
se ha convertido en estas ultimas décadas en
un reto, jugando un papel fundamental en
diversas dreas, entre las que se pueden destacar,
la quimica medioambiental, toxicologia (deter-
mi-nacioén de la toxicidad y ecotoxicidad de ele-
mentos), control de calidad de productos ali-
mentarios, control de procesos tecnoldgicos,
control de calidad de productos farmacéuticos
y medicamentos, quimica clinica, evaluacién
del impacto de instalaciones tecnoldgicas, exa-



men de exposiciéon ocupacional, etc. (Kot y
Namiesnik, 2000). El conocimiento de la espe-
ciacion de los elementos ambiental y biomédi-
camente relevantes, asi como su distribucién en
diferentes formas, reviste importancia, ya que
la actividad bioldgica y toxicidad dependen cri-
ticamente de la forma quimica. Tanto los dife-
rentes estados de oxidacion de un elemento,
como los diferentes compuestos inorganicos u
orgdnicos de los que forman parte, implican
diferencias en las propiedades estructurales y
fisicoquimicas, y consecuentemente, diferen-
cias respecto de la absorcion, transporte, distri-
bucién, acumulacién y efecto final (Soria et al.,
1995). Las medidas de concentracion total de
elementos traza proporcionan escasa informa-
cion sobre su actividad biolégica, puesto que las
distintas formas se asimilan y actian de forma
diferente.

Por tanto, hay un inmenso trabajo atn por
desarrollar, siendo necesario alcanzar un pro-
fundo conocimiento de las caracteristicas toxi-
coldgicas de los alimentos en relacién con los
elementos traza. Ello es muy dtil para informar
a los productores con la finalidad de que adapten
su actividad de forma que cumplan los requeri-
mientos de la legislacién internacional y las
demandas de calidad e inocuidad requeridas en
el mercado y los consumidores; y por ultimo,
para desarrollar estdndares regulatorios sobre el
maximo contenido de estos elementos traza, y
sus especies (Ibanez y Montoro, 1996).

3.2. Sustancias orgadnicas

El incremento de la productividad agricola y el
desarrollo industrial han ocasionado una mayor
presencia artificial de contaminantes orgdnicos
(plaguicidas, dibenzodioxinas (PCDD) y diben-
zofuranos policlorados (PCDF), bifenilos poli-
clorados (PCB), plastificantes en los alimentos
de consumo humano (moluscos, vegetales, car-
nes, huevos) o bien animal (piensos) que pue-
den pasar a su vez a la cadena alimentaria
humana.

Los principales contaminantes organicos
presentes en los alimentos provienen de:
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a) Residuos de plaguicidas.

b) Residuos de dibenzo-p-dioxinas policlo-
radas (PCDD), dibenzofuranos policlora-
dos (PCDF) y bifenilos policlorados
(PCB).

¢) Medicamentos de uso veterinario.

d) Migracion de constituyentes de los plasti-
COS.

3.2.1. Plaguicidas

En contraste con los millones de casos de into-
xicaciones de origen microbiano, la incidencia
de intoxicaciones humanas a partir de residuos
de plaguicidas en alimentos normalmente es
baja (Ferrer y Cabral, 1995; Grunow, 1999). Sin
embargo, el interés del consumidor permanece
siendo elevado, y por ejemplo, el 72-82% de los
americanos considera que dichos residuos en los
alimentos representan un peligro para la salud
(Bruhn ez al., 1998). Ademas, recientemente, la
Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO) ha adverti-
do del riesgo de accidentes contaminantes a par-
tir de los miles de toneladas de plaguicidas
almacenados en numerosos paises, asi como de
plaguicidas caducados que deberian ser elimi-
nados apropiadamente y que podrian dar lugar a
intoxicaciones masivas tanto agudas como cré-
nicas. La retencién de residuos de plaguicidas
por los alimentos se concreta a los compuestos
mds persistentes o estables ante la humedad, luz,
oxidantes, procesos metabdlicos, etc., y por
tanto, fundamentalmente a los productos orga-
noclorados, a algunos organometalicos y a cier-
tos carbamatos. Los compuestos organofosfora-
dos desaparecen mds facilmente, pero pueden
persistir en distintos grupos de alimentos
(Repetto et al., 1995).

La toxicidad aguda de estos compuestos es
solo marginalmente relevante en el campo de la
toxicologia alimentaria, ya que ordinariamente
se estd expuesto a bajos niveles de plaguicidas.
Sin embargo, en la exposicidn crénica a través
del consumo de alimentos que contengan resi-
duos de plaguicidas, los riesgos toxicoldgicos se
centran en su potencial carcindégeno, mutigeno
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y teratdégeno, asi como en su posible actividad
como disruptores endocrinos. Respecto a la acti-
vidad carcinogénica, la mayoria de los plaguici-
das sospechosos de serlo pertenecen al grupo de
los organoclorados, mientras que los estudios
sobre organofosforados y carbamatos son menos
concluyentes.

Para conocer el grado de exposicién de la
poblacién a los residuos de plaguicidas en los
alimentos se pueden realizar estudios de moni-
torizacion de los niveles de un amplio grupo de
plaguicidas en estudios de dietas totales, y com-
parar las ingestas diarias estimadas con las
ingesta diaria admisible (IDA) establecidas por
la FAO/OMS (Deshpande, 2002). En Espaiia se
han efectuado estudios teniendo en cuenta la
composicion de la cesta de la compra y los limi-
tes mdximos de residuos (LMR) establecidos en
la normativa vigente. De estos, la ingesta diaria
estimada (IDE) tedrica y su comparacién con
las ingestas diarias admisibles (IDA) permite
determinar que el riesgo para la poblacion es
minimo cuando no se superan los LMR
(Fernandez et al., 2001; Valenzuela et al., 2001;
Blasco et al., 2002).

3.2.2. Dioxinas, dibenzofuranos
y bifenilos clorados

Otros contaminantes ambientales incluyen los
compuestos organicos persistentes de origen
antropogénico tales como policlorodibenzo-p-
dioxinas (PCDD), dibenzofuranos policlorados
(PCDF) y bifenilos policlorados (PCB). Estos
compuestos se han visto involucrados en dife-
rentes incidentes de contaminaciéon ambiental
con amplia repercusion publica: intoxicaciones
masivas por consumo de aceite de arroz conta-
minado en Yusho (1968) y de Yu-Cheng (1979),
muy especialmente el accidente de Seveso
(1976) y mas recientemente en diversas crisis
alimentarias, como la contaminacion de carnes
en Bélgica (1999), granulados de pulpa de citri-
co importado de Brasil (1997-1998), arcillas
contaminadas utilizadas como aditivos en pien-
sos animales (1999), niveles elevados en hue-
vos (1999), etc. (Fabrellas, 2001).

Aquellos compuestos presentan una serie de
caracteristicas comunes a todos los contaminan-
tes calificados como compuestos orgdnicos per-
sistentes (COP): persistencia, bioacumulacidn,
biomagnificacién y semivolatilidad; las fuentes
de estos contaminantes son mdltiples y diversas,
de forma que son ubicuas en el medio ambiente:
suelo, sedimentos, aire, de manera que afectan a
las cadenas tréficas, siendo la dieta la principal
fuente de exposiciéon humana a las mismas
(excluyendo exposicién ocupacional o acciden-
tes ya mencionados), y consecuentemente, pro-
vocando su interés en toxicologia alimentaria.

La OMS recomend6 en 1998 que la ingestion
de dioxinas en humanos adultos no deberia
sobrepasar los limites de 1-4 pg/kg peso/dia,
debiéndose realizar esfuerzos para conseguir un
limite por debajo de 1 pg (WHO, 2000), esti-
mandose que en muchos de los paises industria-
lizados una parte importante de la poblacién esta
expuesta a niveles por encima de la ingesta dia-
ria tolerable.

La exposicion a 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-
paradioxina (2, 3, 7, 8-TCDD) se ha asociado
con la aparicidon de cancer, y otros efectos
varios, como alteraciones endocrinas, reproduc-
tivas en ambos géneros, y sobre el desarrollo.

Las dioxinas estén clasificadas por la Agencia
de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, 1997)
en la categoria 1, como cancerigeno humano. En
diferentes estudios se ha observado una clara
asociacion positiva entre las incidencias de can-
cer de pulmoén, sarcomas y linfomas y el incre-
mento de la exposicién a dioxinas. Respecto a
otros efectos toxicos, las evidencias epidemiol6-
gicas en humanos son actualmente concluyentes
en la produccion de dafios dermatoldgicos, alte-
raciones enzimdticas hepdticas, y aumentan cada
vez mds las evidencias de la asociacion entre las
TCDD vy diversas patologias cardiovasculares
(ateroesclerosis e infarto de miocardio) y del
tiroides, tanto en adultos como en niflos.

3.2.3. Medicamentos veterinarios

En las dltimas décadas se ha producido un cre-
ciente interés en relacion con diferentes aspectos



relacionados con el uso de los medicamentos
veterinarios y la presencia de sus residuos en ali-
mentos de origen animal; consisten en antibioti-
cos, hormonas de crecimiento o produccién de
leche, factores de engorde, finalizadores, etc.,
Particular interés presentan los peces, moluscos,
etc., producidos por acuicultura, que reciben
diversidad de productos, como antibidticos, hor-
monas y factores de crecimiento, fungicidas,
algicidas, etc. La seguridad del consumidor de
estos productos de origen animal, tratados con
medicamentos veterinarios, es de gran impor-
tancia. Mientras el empleo de medicamentos en
humanos implica un tratamiento voluntario
durante normalmente cortos periodos de tiempo,
y bajo supervisién controlada, la exposicién de
los consumidores a trazas de medicamentos a
través de la ingesta de alimentos es involuntaria
e incontrolada (Deshpande, 2002).

Los residuos de medicamentos veterinarios
se definen como «sustancias farmacolégicamen-
te activas, principios activos, excipientes o pro-
ductos de degradacién y sus metabolitos que
permanezcan en los productos alimenticios
obtenidos a partir de animales a los que se les
hubiera administrado el medicamento veterina-
rio» (Reglamento 2377/90/CEE).

La concentracién de residuos esperada es
funcion de diversos factores, como el grado de
absorcion del medicamento a partir del tracto
gastrointestinal, la dosis administrada, la farma-
cocinética del producto y el tiempo de espera o
retirada, de forma que una de las razones més
obvias para que se produzcan residuos por enci-
ma de los limites legislados, o limites mdximos
de residuos (LMR) se debe a la no adecuada
observacién de los periodos de espera recomen-
dados, bien de forma deliberada o accidental
(Deshpande, 2002).

Los residuos de los diferentes medicamentos
normalmente aparecen en la carne (incluso de
peces), leche, huevos y miel a muy bajas con-
centraciones, pero hay una serie de efectos no
relacionados con la dosis como son las reaccio-
nes alérgicas o los riesgos de carcinogénesis,
mutagénesis o teratogénesis derivados de estos
residuos. Ademas, el no cumplimiento de los
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tiempos de espera puede conducir a niveles de
residuos mas elevados en los tejidos comestibles
del animal, constituyendo un serio riesgo toxi-
colégico.

Es importante sefalar asimismo que los resi-
duos pueden alterar la microflora intestinal
humana y contribuir al aumento de la resistencia
de bacterias a antibidticos, tema de gran actuali-
dad. A ese respecto, el Comité de Expertos con-
junto FAO/OMS sobre Aditivos Alimentarios ha
desarrollado un arbol de decision para evaluar el
efecto potencial de residuos de medicamentos
veterinarios sobre la microflora intestinal huma-
na (WHO, 2002).

3.2.4. Plasticos

Los materiales empleados en el empaquetado de
alimentos, principalmente plasticos y resinas,
estan generalmente en contacto intimo con los
mismos, a menudo durante periodos de tiempo
prolongados, y a veces a altas temperaturas.
Estas condiciones pueden ocasionar la migra-
cién de diversos constituyentes (mondmeros,
estabilizadores, diversos coadyuvantes) y con-
secuentemente, producir riesgos de salud para la
poblacion.

La extensién de migracién de una sustancia
depende de varios factores, como son: a) la con-
centracién del residuo o contaminante en el
material; b) el grado de unién o de movilidad en
la matriz del material; c) el grosor del material
de empaquetado; d) la naturaleza del alimento
en contacto con el material (graso, acido, alco-
hdlico, etc.,); e) la solubilidad de la sustancia en
el alimento y f) la duracién y temperatura de
contacto (Barlow, 1999).

La evaluacion del riesgo téxico en el caso de
estos materiales de empaquetado incluye dos
cuestiones claves: la toxicidad inherente de la
sustancia que migra y conocer el nivel de expo-
sicién humana.

El uso de simuladores de alimentos para
determinar niveles de migracion potencial desde
el envase tiene una gran aplicacién, particular-
mente en el contexto de la toxicologia regulado-
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ra. Suelen aplicarse factores de correccién a los
resultados, sobre todo en el caso de simuladores
de alimentos grasos, ya que estos tienen una
mayor capacidad de extraccién que el propio
alimento. La informacién obtenida de los ensa-
yos de migracién debe ser utilizada para estimar
la exposicion dietética. La ingesta diaria admisi-
ble (IDA) se calcula multiplicando el valor de
migracion de los simuladores de alimentos por
los factores de consumo dando lugar a la con-
centracion total en la dieta.

Hoy en dia, atn se tiene escasa informacion
sobre las caracteristicas toxicoldgicas de muchos
de estos productos que pueden migrar al alimen-
to a partir del material de empaquetado, sobre
todo en relacién con la carcinogenicidad, muta-
genicidad, teratogenicidad y alergenicidad de
los mismos. También se requieren estudios con-
ducentes a elucidar las interacciones entre diver-
sos migrantes, por ejemplo mondémeros, y estu-
dios de biotransformacion.

4. Los aditivos alimentarios

Se agregan, a diferencia de los contaminantes
(presencia generalmente accidental), intenciona-
damente a los alimentos y bebidas, con el obje-
to de modificar sus caracteres organolépticos,
facilitar o mejorar su proceso de elaboracién y/o
conservacion. Aunque muchos de estos aditivos
han sido usados durante largo tiempo y se con-
sideran sustancias GRAS (generalmente recono-
cidas como seguras) las intoxicaciones crénicas
que se han producido por la presencia de los adi-
tivos en multiples alimentos, los fenémenos de
hipersensibilidad y riesgo de cancerogénesis,
justifican que contintden las investigaciones
sobre estas sustancias, y sus mecanismos de
toxicidad y se revisen las ingestas diarias admi-
sibles (IDA) de las mismas.

Aproximadamente unos 2.800 compuestos
estdn aprobados en EE UU, de los que aproxi-
madamente unos 1.300 son agentes del flavor,
empleados en pequefas concentraciones. Los
nuevos aditivos introducidos en el mercado ame-
ricano requieren para su aprobacion el seguir las

recomendaciones de la FDA para la evaluacion
de su seguridad, cuya version més reciente cono-
cida como «Libro Rojo» se publicé en Julio de
2000 y se puede obtener en la direccion
(http://www.cfsan.fda.gov/~redbook/red-
toca.html). En la Unién Europea, por contraste,
la lista E de aditivos permitidos, definidos segin
la directiva 89/107/EEC (EEC, 1989) es mas
reducida (unos 400 compuestos) (Maga, 1995).

Internacionalmente, el Comité mixto FAO/
WHO de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) es el que evalua la seguridad de los
aditivos alimentarios, asi como los residuos de
medicamentos veterinarios en alimentos, toXi-
cos naturales y contaminantes. Desde 1956
JECFA ha evaluado més de 1.300 aditivos ali-
mentarios, y las evaluaciones se pueden consul-
tar en http://www.inchem.org/jecfa.html.

Légicamente, contindian las investigaciones
sobre nuevos aditivos mas seguros, que puedan
reemplazar algunos de los existentes, asi como
sobre las técnicas de procesado que requieran
menos aditivos. Respecto a su evaluacién toxi-
colégica, debe prestarse especial atencion a la
metodologia de evaluacién de los efectos neuro-
toxicos e inmunotéxicos de los aditivos, asi
como en la profundizacién de sus mecanismos
de accién, mediante los progresos que se vayan
alcanzando en bioquimica y biologia celular y
molecular. Asi mismo se deben intensificar los
esfuerzos en la monitorizacién de su exposicion
para la poblacién en general y para grupos de
riesgo.

5. Téxicos derivados: formados
durante el procesado, preparacién
y almacenamiento de los alimentos y
en el propio consumirdor

Los componentes de los alimentos pueden reac-
cionar con el concurso de agentes fisicos (calor,
luz) durante el cocinado, procesado y almace-
namiento, y dar lugar a derivados mds o menos
toxicos que los compuestos de partida, o de dife-
rente toxicidad. La presencia de sustancias espe-
cificas puede tener efectos cataliticos (p. €j. 4ci-



dos y metales sobre las reacciones de hidrdlisis
u oxidacién).

Podemos definir los tdxicos derivados como
«cualquier sustancia téxica o potencialmente
toxica que pueda formarse quimica o enzima-
ticamente en los alimentos durante el procesado,
preparacion o almacenamiento» (Concon, 1988).
Muchos de ellos han sido identificados pero atn
queda un gran nimero que no han sido ensaya-
dos desde el punto de vista toxicoldgico.

Un alimento, tal como se consume finalmen-
te, puede contener una mezcla de sus compo-
nentes originales y un gran nimero de deriva-
dos. No solo es esencial que tales compuestos se
identifiquen sino también que se establezcan las
propiedades toxicolégicas de cada uno de ellos y
de la mezcla de todos, pues pueden existir fen6-
menos de sinergia aditiva, potenciacién y/o
antagonismo.

El procesado térmico de los alimentos es pro-
bablemente el procedimiento mas empleado en
la industria alimentaria, en operaciones tales
como el propio cocinado, fritura, tostado, evapo-
racion, esterilizacion, etc. Los efectos mas usual-
mente reconocidos son la pérdida de nutrientes
labiles a las altas temperaturas, como vitaminas y
aminodcidos, y consecuentemente, la pérdida de
la calidad nutricional del alimento. Pero es bien
conocido que el cocinado normal de los alimen-
tos puede inducir, por ejemplo, la formacién de
téxicos piroliticos derivados de aminoécidos y
proteinas, como son los hidrocarburos aromati-
cos policiclicos (HAP) y aminas heterociclicas
(AH), muchos de los cuales son potentes muta-
genos y cancerigenos humanos.

Los lipidos son un grupo amplio de com-
puestos que, junto a las proteinas y los carbo-
hidratos, son los componentes estructurales
principales de todas las células vivas. La
importancia nutricional de aceites y grasas y su
elevado consumo requiere un buen conoci-
miento de la composicién de los mismos y de
los diversos cambios que pueden experimentar
en su composicion, tanto en condiciones na-
turales como durante el procesado de los ali-
mentos, debido a que en algunos casos pueden
producirse efectos téxicos asociados a ellos,
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como consecuencia de su rancidez (hidrolitica,
ceténica y oxidativa) o por su descomposicion
térmica (oxidacién y reacciones de polimeri-
zacion).

También se producen sustancias téxicas por
la accién de microorganismos, de sus enzimas
(descarboxilasas, desaminasas) sobre el propio
alimento, incluso en el propio organismo huma-
no (nitrato-reductasas bacterianas del tracto gas-
trointestinal). Por ello incluimos entre los toxi-
cos derivados el riesgo toxico derivado de la
presencia de nitratos, nitritos y compuestos
N-nitroso en los alimentos.

6. Cancerigenos de origen alimentario

Respecto al cdncer de origen alimentario, son
numerosas las investigaciones dirigidas hacia
este campo, que estdn experimentando un cam-
bio paradigmatico: las investigaciones se estan
dirigiendo hacia el estudio de los constituyentes
de los alimentos que pueden prevenir el cancer y
su mecanismo de accion (Wenzel et al., 2000;
Mulcahy y Benson 2001).

A través de la dieta podemos estar expuestos
a diferentes sustancias que influyen en el pro-
ceso global de induccién de céancer, proceso
complejo que incluye numerosas etapas e inter-
acciones entre factores ambientales, y factores
endégenos (Deshpande, 2002). La presencia de
estos carcindgenos puede tener origenes dife-
rentes (Hardisson y Castells, 1988; Camedn y
Repetto, 1995): origen natural (cicasina), pero
también pueden deberse a procesos de conta-
minacién biolégica (aflatoxinas) o quimica
(arsénico inorgéanico), o bien puede tratarse de
toxicos derivados, de toxicos formados en los
procesos de almacenamiento, procesado y pre-
paracion (HAP, AH, nitrosaminas).

Diferentes factores nutricionales pueden
afectar las etapas de iniciacién y promocion de
tumores, bien inhibiéndolas o induciéndolas.
Por ejemplo, diversas vitaminas y metales traza
son componentes de varias coenzimas y cofac-
tores, que son requeridos por las enzimas que
activan o inactivan sustancias carcindégenas o
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procarcindgenas. O bien, diversos nutrientes
pueden ser precursores de carcindgenos que se
forman in vivo. Las grasas pueden actuar como
disolventes de carcindgenos, facilitando su
absorcidn, transporte y acumulacion en los teji-
dos. La naturaleza de la dieta puede, asimismo,
influir en el tipo y cantidad de microflora intes-
tinal que puede inducir la formacién de carciné-
genos. El estatus nutricional del individuo puede
afectar las defensas del sistema inmunitario y el
desarrollo tumoral. Existen numerosos estudios
en los que se involucra a las reacciones de pro-
duccioén de radicales libres en el proceso de car-
cinogénesis, por lo que se detecta un interés cre-
ciente en los efectos protectores de diversos
componentes de la dieta, como son los debidos a
la presencia de antioxidantes (vitaminas E, C,
carotenos) (Deshpande, 2002).

7. Disruptores hormonales

En los dltimos afios se ha extendido el término
de disruptores hormonales para definir a un
conjunto heterogéneo de compuestos quimicos
con actividad hormonal. Los disruptores endo-
crinos interfieren las funciones de este sistema
complejo por tres posibles caminos: a) mimeti-
zando la accién de la hormona natural y en con-
secuencia desencadenando una reaccién quimi-
ca similar en el organismo vivo; b) por bloqueo
de receptores en las células diana de las hormo-
nas y en consecuencia impidiendo la accién
normal de la hormona; y c) afectando la sinte-
sis, transporte, metabolismo y excrecion de las
hormonas, de tal forma que alteran la concentra-
cion apropiada en el érgano diana (Olea y Olea,
2004).

Si bien en especies animales la asociacién
exposicion-contaminacién con xenobidticos
hormonales y trastornos en el comportamiento,
alteraciones en el desarrollo y riesgo de enfer-
medad es un hecho probado, en el hombre tal
relacion necesita atin ser demostrada. El incre-
mento de ciertas patologias de nuestro tiempo,
como el aumento del cdncer de dependencia
hormonal —mama, préstata, testiculo, ovario,

etc.—, el alza en la incidencia de los nuevos
casos de esterilidad ligada a endometriosis en la
mujer y a la azoospermia/oligospermia en el
hombre, entre otras, podria estar relacionada con
la exposicién inadvertida a los xenobioticos hor-
monales en el medio ambiente, alimentos, etc.
Se hace necesario, por tanto, identificar estos
compuestos quimicos con objeto de eliminar su
presencia en el medioambiente y estudiar la
extension y profundidad de la impregnacién de
las poblaciones humanas y animales (Olea y
Olea, 2004).

8. Alimentos transgénicos

La aplicacién empirica de la genética a la ali-
mentacion se remonta a los comienzos de la
agricultura o la ganaderia, cuando el hombre
decidi6 obtener mejores razas de animales de
granja o variedades vegetales comestibles. Tras
milenios de seleccién de mutantes espontidneos
y generacion de nuevos organismos utilizando el
cruce sexual, los dltimos afos han dado lugar a
la aplicacion de la ingenieria genética, de las
técnicas comprendidas en el término «modifica-
cién genética» (MG) a la tecnologia de alimen-
tos (Robinson, 2003; Garcia Parrilla y Troncoso
Gonzalez, 2004).

Con ello se han generado los denominados
alimentos transgénicos. Existen decenas de
ellos, tanto de origen animal como vegetal y
fermentado. Muchos han sido producidos en
compafifas multinacionales del sector agroali-
mentario pero otros lo han sido en laborato-
rios publicos de investigacion. Todos los que
han obtenido el permiso de comercializacién han
debido ser sometidos a evaluaciones toxicoldgi-
cas y ambientales. Aun asi, su comercializacion
ha generado una gran polémica, sobre todo en
los paises miembros de la Unién Europea,
donde son tema constante de debate, en la
mayoria de los casos con grandes dosis de apa-
sionamiento y pocas de racionalidad (Garcia
Parrilla y Troncoso Gonzalez, 2004).

Los factores que tienen que considerarse al
evaluar la seguridad de los alimentos derivados



de una MG son los mismos que para cualquier
otro alimento que no se haya consumido previa-
mente con seguridad, es decir: a) que el nuevo
alimento posea la misma capacidad o valor ali-
menticio que el antiguo; y b) que no posea pro-
piedades téxicas. De hecho, el Reglamento
Europeo de Nuevos Alimentos, introducido en
1997, es de aplicacién a cualquier alimento
nuevo, y no solo a los derivados de la aplicacién
de la tecnologia de MG. Para establecer si un
alimento derivado de un organismo genética-
mente es 0 No seguro, es necesaria su compara-
cién con el alimento mds similar que tenga un
historial de utilizacién segura, mediante el méto-
do de «equivalencia sustancial», concepto desa-
rrollado mediante las contribuciones de varias
organizaciones internacionales independientes y
de grupos de expertos (Robinson, 2003), y reali-
zar estudios de toxicidad y alergenicidad.

9. Alimentos alergénicos

El porcentaje de adultos afectados por alergias
alimentarias suele ser inferior al 1%. Mientras
este porcentaje es ligeramente superior en
nifios, algunas alergias alimentarias han creci-
do en los ultimos afios. El término alergia
supone una reaccién del sistema inmunitario
que implica, entre otros hechos, una descarga
de histamina a partir de los mastocitos, que es
a su vez accionada por IgE. Los sintomas que
aparecen como resultado de una reaccién alér-
gica varfan de un individuo a otro y oscilan
desde irritaciones en la piel hasta shock anafi-
lctico e incluso la muerte. Los tratamientos
son muy limitados, siendo la exclusion la inica
terapia efectiva por el momento (Troncoso y
Morales, 2004).

A pesar de que todos los alimentos son poten-
cialmente alergénicos, s6lo unos pocos estin
implicados en la alergia alimentaria, estimando-
se que ocho tipos de alimentos, tales como: leche
de vaca y productos lacteos (Tunik y Goldfrank,
2002), mariscos, huevos, pescados, cacahuetes,
semillas de soja, nueces y trigo son los responsa-
bles de al menos el 90% de todas las alergias ali-
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mentarias (Taylor et al., 2000). Algunos alérge-
nos de los alimentos tienen una reactividad cru-
zada tanto con otros alérgenos alimentarios
como con alérgenos del medio ambiente.

La sensibilidad resulta de la susceptibilidad
genética de los individuos, junto con su historial
de exposicién a la sustancia. Las costumbres
dietéticas determinan la prevalencia de determi-
nadas alergias en el mundo. Por ejemplo, la aler-
gia al cacahuete es bastante comun en EE UU,
mientras que la dermatitis atopica como res-
puesta al arroz de la dieta es relativamente fre-
cuente en Japon. Seria de esperar que se produ-
jeran cambios en los patrones actuales de las
alergias con la llamada globalizacidn de las die-
tas (Robinson, 2003).

La mayoria de los alérgenos alimentarios son
proteinas, pero representan un nimero muy
pequeiio en comparacion con los miles de protei-
nas presentes en los cultivos basicos (Robinson,
2003). Atn se conoce poco sobre las propieda-
des fisicoquimicas e inmunoldgicas de la mayo-
ria de los alérgenos, siendo necesarias investiga-
ciones al respecto.

Diversos alimentos (fresas, platanos, tomate,
etc.) y bebidas obtenidos por fermentacién o
envejecidos (quesos, vinos, cervezas, etc.) pose-
en histamina y sustancias relacionadas, tras cuya
ingestion provocan reacciones similares a las
alérgicas pero sin participacion de inmunoglo-
bulinas, por lo que reciben el nombre de pseu-
doalergias (Repetto, 1997).

Seguridad alimentaria:
principios y dimension
internacional

La seguridad alimentaria se ha desarrollado con-
siderablemente gracias al papel significativo de
algunas organizaciones internacionales, como el
Codex Alimentarius y la Oficina Internacional
de Epizootias (OIE) en el marco del Acuerdo
sobre Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de
la OMC (ASPS), la Organizacién Mundial de la
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Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

La UE es el mayor importador/exportador
mundial de productos alimenticios e intercam-
bia un conjunto cada vez mas diversificado de
productos de este tipo con paises de todo el
mundo. Los cambios producidos en los métodos
de produccién y de transformacion de alimen-
tos, asi como diversas crisis alimentarias, han
puesto claramente de manifiesto los riesgos rela-
cionados con la contaminacién de los alimen-
tos, y la necesidad de llevar a cabo propuestas y
normas de seguridad alimentaria que sirvan para
proteger y fomentar la salud de los consumido-
res. Dichas acciones propuestas en el Libro
Blanco sobre Seguridad Alimentaria (1999) y su
aplicaciéon posibilitardn una estructura mas
coordinada e integrada de la seguridad alimen-
taria, dirigida a lograr el maximo nivel posible
de proteccién de la salud.

El principio rector de todo el Libro Blanco es
que la politica de seguridad alimentaria debe
basarse en un planteamiento global e integrado,
es decir, a lo largo de toda la cadena alimentaria,
«de la granja al consumidor». Los pilares de la
seguridad alimentaria incluidos en el Libro
Blanco, como son: asesoramiento cientifico,
recopilacién y andlisis de los datos, aspectos
reglamentarios y de control, e informacién al
consumidor, deben formar un conjunto unifor-
me para lograr este planteamiento integrado.
Esta politica integrada, de la granja al consumi-
dor, abarca todos los segmentos de la cadena ali-
mentaria, como la produccién de alimentos para
animales, la produccién primaria, la transforma-
cion de los alimentos, el almacenamiento, el
transporte, la venta minorista, y se tiene que
poner en marcha de manera sistematica y cohe-
rente, eficaz, y a la vez tiene que ser dindmica y
transparente.

La Comisién de las Comunidades Europeas
consideré asimismo necesario el establecer un
nuevo Organismo, la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) (http://www.efsa.
eu.int), destinado a convertirse en el punto de
referencia cientifico para toda la Comunidad.

EFSA se cre6 de acuerdo con el Reglamento (CE)
n.° 178/2002 de 28 de enero de 2002, opera de
forma independiente a las Instituciones de la
Comunidad, y su cometido fundamental es pres-
tar asesoramiento cientifico independiente sobre
todos los asuntos que tengan un impacto directo o
indirecto en la seguridad de los alimentos.

Posteriormente, se han creado las Agencias
Nacionales de Seguridad alimentaria. En nues-
tro pais, la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria (AESA) (http://www.aesa.msc.
es/aesa/web/aesa.jsp) es un organismo auténo-
mo adscrito al Ministerio de Sanidad y
Consumo, que tiene como misioén garantizar el
mas alto grado de seguridad y promover la salud
de los ciudadanos:

» Reduciendo los riesgos de las enfermedades
transmitidas o vehiculadas por los alimentos.

 Garantizando la eficacia de los sistemas de
control de los alimentos.

» Promoviendo el consumo de los alimentos
sanos, favoreciendo su accesibilidad y la
informacién sobre los mismos.

Con caracter mundial, los consumidores tie-
nen derecho a que los productos procedentes de
la Comunidad (UE) respeten los mismos niveles
elevados de seguridad alimentaria que se aplican
en el interior de esta. Por lo tanto, el nivel exigi-
do a los productos exportados desde la Com-
unidad debera ser, al menos, idéntico al que se
exige a los productos comercializados en la
misma.

En la reciente ampliacion de la UE, es esen-
cial que los nuevos paises hayan puesto en
practica la legislacion en materia de seguridad
alimentaria, asi como sistemas de control equi-
valentes a los aplicados en la Comunidad. Ya no
hay tUnicamente responsabilidades nacionales,
cada Estado miembro estd obligado respecto a
todos los ciudadanos de la Unién Europea, y de
terceros paises por lo que respecta a los alimen-
tos producidos en su territorio. De tal forma que
en definitiva se aumente la confianza de los con-
sumidores en la seguridad alimentaria.
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Introduccion: aparato
digestivo

El aparato digestivo es uno de los lugares més
importantes de absorcion de téxicos, muchos de
los cuales se absorben junto con los alimentos
ingeridos.

Anatémica y funcionalmente, el aparato
digestivo se divide en el tracto gastrointestinal
(TGI) o tubo digestivo y en los 6rganos acceso-
rios. Los 6rganos del tubo digestivo compren-
den la cavidad bucal, faringe, es6fago, estoma-
go, intestino delgado con duodeno, yeyuno e
ileon, intestino grueso con ciego, colon y recto,
y ano. Los érganos digestivos accesorios com-
prenden los dientes, lengua, gldndulas salivales,
higado, vesicula biliar y pancreas (Figura 2.1).

El tubo digestivo, desde el es6fago hasta el
conducto anal, estd formado por cuatro capas, las
cuales contienen un tipo dominante de tejido que
realiza funciones determinadas en todo el proce-
so de digestién y absorcion (Figura 2.2). Las
cuatro capas, desde el exterior al interior son:

1. La serosa, que completa exteriormente la

pared del tubo digestivo, formada por teji-
do conjuntivo revestido de una capa sim-
ple de epitelio escamoso.

. La muscular, también llamada muscularis

externa, responsable de las contracciones
segmentarias y de los movimientos peris-
talticos a lo largo del tubo digestivo. Esta
formada por fibras musculares lisas que
exteriormente estdn dispuestas de forma
longitudinal e interiormente de forma cir-
cular. En medio de estas dos capas de
musculo liso se encuentra el plexo mien-
térico o de Auerbach, que proporciona la
principal inervacién del tubo digestivo,
que puede ser intrinseca, perteneciente al
propio tubo digestivo, o extrinseca, for-
mada por fibras y ganglios del sistema
nervioso simpatico y parasimpatico. En el
estdbmago se encuentra una tercera capa
de fibras musculares lisas, en este caso
dispuesta de forma oblicua.

. La submucosa, capa de tejido conjuntivo

muy vascularizada que contiene glandulas
digestivas, tejido linfoide asociado al trac-
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Figura 2.1.  Estructura del aparato digestivo.
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to digestivo y el plexo submucoso o de
Meissner, que facilita la inervacion ner-
viosa a la capa muscular de la mucosa y
controla las secreciones digestivas.

4. La mucosa, que reviste la luz del tubo
digestivo y es la principal capa de absor-
cién y secrecion del tubo digestivo.
Consta a su vez de tres capas, la muscula-
ris mucosae o capa muscular de la muco-
sa, la ldmina propia y el epitelio.

Dependiendo del lugar del tubo digestivo
donde nos encontremos, el epitelio se especiali-
za para la conduccion, digestion o absorcion del
alimento. En caso del estdmago, el epitelio es
principalmente secretor, con grandes cantidades
de glédndulas géstricas productoras del jugo gés-
trico. Por el contrario, en el intestino delgado el
epitelio es predominantemente absortivo, ya que
es el lugar por excelencia de absorciéon de
nutrientes. Dada la importancia del intestino
delgado en el desarrollo de este capitulo, nos
centraremos en describir la mucosa del intestino
delgado.
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digestivo.
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1. Estructura de la mucosa del intestino
delgado

La mucosa del intestino delgado contiene nume-
rosos pliegues transversos, formando elevacio-
nes semicirculares que reciben el nombre de val-
vulas conniventes o pliegues de Kerkring (Figu-
ra 2.3). Estos pliegues son muy numerosos en el
duodeno distal y en el yeyuno proximal y menos
en la mitad proximal del ileon. La superficie de
estos pliegues estd a su vez cubierta de vellosi-
dades que protruyen hacia la luz intestinal. Cada
vellosidad es un pliegue de la mucosa similar a
un dedo que se proyecta hacia el interior de la luz
intestinal (Figura 2.4). La forma y magnitud de
las vellosidades dependen de la zona del intesti-
no delgado que se considere y del estado fisiol6-
gico del individuo. El ileon presenta vellosidades
mads estrechas, cortas y escasas que el duodeno y
yeyuno. Estas vellosidades intestinales, junto
con las valvulas conniventes aumentan, la super-
ficie de absorcién de la mucosa en aproximada-
mente 30 veces.

Intestino delgado

Vellosidades

Cripta de
Lieberkihn

Vaso quilifero
Lédmina propia
Nédulo linfoide

Capa muscular de
la mucosa

Células M

Figura 2.4. Vélvulas intestinales.
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Figura 2.3. Vélvulas conniventes.

La lamina propia es una capa de tejido
conectivo que rellena el centro de la vellosidad.
En ella se encuentra un conducto linfatico, vasos
sanguineos, coldgeno, elastina y multitud de
células del sistema inmunitario, que nos propor-
ciona la defensa inmunolégica contra los antige-
nos ingeridos. En el fleon tenemos las placas de
Peyer, que son agrupaciones de células linfoi-

/ \Cé|u|o regenerativa
Cripta de Lieberkihn

Célula de Paneth
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des. Por ello, la funcién principal de la lamina
propia es la inmunitaria, ademds de ser una
estructura importante de soporte para las células
epiteliales intestinales.

El epitelio intestinal se encuentra rodeando
toda la vellosidad. Las células epiteliales de la
punta de las vellosidades se desprenden de
forma continua y son reemplazadas por células
que provienen de la base de la vellosidad. El epi-
telio de la base de la vellosidad se invagina
hacia el interior en determinados puntos para
formar estrechas bolsas que se abren a la luz
intestinal, formando las llamadas criptas intesti-
nales o de Lieberkiihn.

El epitelio intestinal presenta dos funciones
importantes, que son la de transporte de sustan-
cias y la de barrera defensiva. En el epitelio
intestinal nos encontramos con diferentes tipos
de células distribuidas desde la punta a la cripta de
la vellosidad. De todas ellas, la que presenta un
especial interés en la absorcién de sustancias son
las células absortivas o enterocitos.

Microvellosidades

Enterocito

Glucocdliz

Villina

Filamentos de
actina

Enlace con la ! Fimbrina

membrana

celular Extensién lateral

Filamentos
intermedios

Corteza de actina
entrelazada con espectrina

Figura 2.5.  Enterocito: microvellosidad infestinal.

Los enterocitos son células columnares muy
polarizadas que se parecen a otras células absor-
tivas como las del tibulo proximal del rifién
(Figura 2.5). La membrana en contacto con el
contenido intestinal es la llamada membrana
luminal o apical, y la que rodea el resto del ente-
rocito recibe el nombre de membrana basolate-
ral. Ambas membranas presentan diferencias
morfolégicas y funcionales.

La membrana apical también recibe el nom-
bre de membrana de borde en cepillo, por pre-
sentar multitud de proyecciones digitiformes
estrechamente unidas llamadas microvellosida-
des, que hacen aumentar la superficie de absor-
cién de 14 a 40 veces mads. En el interior de las
microvellosidades hay unos filamentos que
recorren toda su longitud y se proyectan hacia el
interior de la célula, formando el citoesqueleto
de la microvellosidad (Figura 2.5).

Las microvellosidades estdn revestidas por
glucoproteinas que forman el llamado glucocé-
liz, que no solo protege a las microvellosidades
de su autodigestion, sino que ademds contiene
multitud de enzimas que intervienen en la diges-
tién terminal de los dipéptidos y disacaridos
hasta sus monémeros. Ademas de estas protei-
nas enzimaticas, en la membrana apical existen
multitud de otras proteinas no enziméticas, cuya
funcién puede ser la de actuar como receptores o
como transportadores; tal es el caso del trans-
portador de D-glucosa acoplado al sodio,
SGLT1 (sodium glucose cotransporter) (Wright
et al., 1991); o el transportador de sales biliares
dependiente de sodio, ASBT (apical sodium-
dependent bile acid transporter) (Christie et al.,
1996), entre otros.

Junto con las proteinas, la membrana apical
es rica en lipidos, existiendo una proporcién
lipido/proteina de aproximadamente 1:1,5. Los
lipidos més abundantes son los fosfolipidos y el
colesterol.

Tanto la composicién de proteinas como la
de lipidos de la membrana apical no es uniforme
a lo largo del intestino, existiendo diferencias
regionales, y dentro de la misma regién, consi-
derando la madurez de los enterocitos. En los
enterocitos menos desarrollados localizados en
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la cripta de la vellosidad, las microvellosidades
son menos abundantes y mds cortas, con un glu-
cocdliz menos desarrollado que en los enteroci-
tos mas maduros localizados en la punta de la
vellosidad.

2. Otros lugares de absorcién

Aunque el sitio principal de absorcidn en nuestro
organismo es el intestino delgado, existen otros
6rganos, como el estémago, colon o la cavidad
oral, que pueden ser también lugares significati-
vos de absorcion. Asi, la mucosa de la cavidad
oral se comporta de manera idéntica a otras mem-
branas. Sin embargo, el corto tiempo de residen-
cia de las sustancias en la boca y la consiguiente
escasa absorcion hacen que la relevancia toxico-
I6gica sea practicamente despreciable.

El estomago si es un 6rgano importante
desde el punto de vista toxicolégico para aque-
llas sustancias que son rdpidamente absorbidas,
como el etanol y algunos 4cidos débiles (barbi-
turatos, salicilatos, fenolatos). Por otro lado, un
aumento en el valor de pH intragastrico, tras la
administracién de bicarbonato, por ejemplo,
podria causar un aumento considerable en la
absorcion de bases débiles, que se encontrarian
en forma no ionizada.

Otro lugar de absorcion es el colon, cuyo epi-
telio se comporta de manera muy similar al del
intestino delgado. La importancia toxicol6gica
de este 6rgano es enorme, puesto que aqui reside
gran cantidad de microorganismos cuya activi-
dad metabdlica puede cambiar las propiedades
toxicoldgicas y el patrén de absorcién de muchos
compuestos, afectando sobre todo sus propieda-
des dcido-base y liposolubilidad. Estos aspectos
seran considerados en el tema siguiente.

3. Factores que determinan la
absorcién en el tracto digestivo

En general, la toxicidad de los compuestos por
via oral es mucho menor que por otras vias,
debido a que la absorcidn en el tracto gastroin-
testinal (TGI) esta condicionada, como veremos

a continuacion, por una serie de mecanismos de
control del paso de sustancias. Por otro lado, la
mayorfa de las sustancias absorbidas pasan por
el higado en primera instancia, donde pueden
metabolizarse para dar lugar a otras sustancias
de menor, o a veces, mayor toxicidad. Es légico
deducir, por tanto, que el higado es un érgano
expuesto a un dafio téxico muy elevado.

Entre los factores que pueden alterar la
absorcion por el TGI, y de esa forma modificar
la toxicidad de las sustancias, podemos citar:

1. El flujo sanguineo, de forma que un
aumento del mismo hace que las sustancias
absorbidas se retiren con mayor rapidez, mante-
niéndose un elevado gradiente de concentracion
que permite la absorcién de nuevas sustancias.
Considerando que después de las comidas el
flujo sanguineo aumenta hasta un 30%, cabe
esperar que la absorcién de un téxico sea mayor
si este se ingiere durante una comida, siempre
que sus propiedades fisicoquimicas se lo permi-
tan. Ademads, todas aquellas sustancias que
influyan sobre el flujo sanguineo afectaran la
velocidad de absorcion. Por ejemplo, sustancias
vasoconstrictoras (serotonina, vasopresina,
noradrenalina), disminuirdn el flujo sanguineo
y como consecuencia la absorcion de sustancias.
Por el contrario, sustancias vasodilatadoras como
el etanol aumentan la absorcién de sustancias,
como por ejemplo el fenobarbital.

2. El flujo linfatico, de la misma forma que
el flujo sanguineo. Variaciones en el flujo linfa-
tico repercuten sobre la absorcién de sustancias
que son absorbidas por esta via, generalmente
sustancias liposolubles. Por ejemplo, la tripal-
mitina, un lipido que duplica el flujo linfatico,
aumenta la absorcién de tetraciclina por medio
de esta via.

3. La motilidad intestinal, que determina el
tiempo de permanencia o vaciado de las sustan-
cias, condiciona la toxicidad de las mismas, ya
que cuanto mayor sea el tiempo de residencia
mayor serd la tasa de absorcion. Por tanto, cual-
quier elemento que aumente o disminuya la
velocidad de trénsito del TGI tendrd un corres-
pondiente efecto sobre la toxicidad de los com-
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puestos. Sustancias que sean téxicas como tal,
verdn aumentado su poder de toxicidad al
aumentar el tiempo de permanencia. Lo contra-
rio ocurre con aquellas sustancias que adquieren
o incrementan su poder téxico tras ser metaboli-
zadas por la flora intestinal en el colon, lugar
predominante de residencia de la microflora, ya
que seran absorbidas en mayor grado antes de
llegar al colon, disminuyendo su contenido a
este nivel.

Dentro de este apartado hay que tener en
cuenta factores como la diarrea y el estrefii-
miento, ya que ambos suponen una alteracion
de la motilidad intestinal, con sus consecuencias
en la absorcién de téxicos.

4. Factores quimicos, como por ejemplo la
formacion de complejos insolubles o quelatos
que pueden facilitar o inhibir la absorcion.
Como ejemplos tenemos el dcido citrico, que
aumenta la absorcién de plomo; el acido ascoér-
bico que aumenta la absorcién de Fe, o el EDTA,
que reduce su absorcion.

Mecanismos de absorciéon
de sustancias

La membrana celular es una bicapa lipidica que
funciona como una barrera que controla el paso
de moléculas a su través. La zona interior de esta
bicapa es lipofilica, por lo que s6lo permite el
paso de las sustancias liposolubles o de molécu-
las de bajo peso molecular sin carga. Si se deja-
ra tiempo suficiente, en principio cualquier
molécula podria atravesar la membrana; sin
embargo, la velocidad de difusién variaria
dependiendo de su tamafio y de su solubilidad.
Por tanto, moléculas pequefias no polares,
tales como el O, y el CO,, se disuelven en la
bicapa y la atraviesan rdpidamente. Moléculas
polares sin carga difunden rdpidamente a través
de la bicapa si son pequeiias, como el agua, el
etanol o el glicerol. Pero difunden lentamente si
son grandes, como la glucosa, los aminoacidos o
los nucleétidos. Sin embargo, la bicapa es muy

impermeable a los iones y a las moléculas car-
gadas, independientemente de su tamafo. Por
todo ello, se necesitan proteinas de transporte
especializadas en la absorcion de aquellas sus-
tancias dificiles de atravesar la membrana.

1. Transporte de macromoléculas:
endocitosis y exocitosis

El transporte de moléculas de gran tamafio se
realiza mediante la formacion de vesiculas y la
union de estas con la membrana (Figura 2.6). Si
la sustancia se transporta hacia dentro se habla
de endocitosis, y si es hacia fuera, exocitosis.

La endocitosis es la invaginacién de un trozo
de membrana hacia el interior de la célula for-
mandose la llamada vesicula endocitica. En la
formacion de la vesicula se atrapa liquido y sus-
tancias del liquido extracelular que se transpor-
tan hacia el interior de la célula. La pinocitosis
es un tipo de endocitosis donde se producen
vesiculas mds pequeiias (0,1-0,2 um), y ocurre
en casi todas las células.

La exocitosis es la formacion de vesiculas en
el interior de las células, llamadas secretoras,
que al fundirse con el interior de la membrana

ENDOCITOSIS
P , [ f
o 5 7 Il'; * o y '-

Invaginacién Ve5|cu|q
EXOCITOSIS
-—T—p
Vesicula Fusién de la vesicula Secrecién

Figura 2.6.  Endocitosis y exocitosis.
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Figura 2.7. Mecanismos de transporte.

celular, eliminan hacia el liquido extracelular su
contenido.

2. Transporte pasivo
Difusién simple
La difusién simple se define como el movi-
miento de particulas a través de la membrana a
favor de su gradiente de concentracién y, en su
caso, eléctrico (gradiente electroquimico).

La difusién simple se rige por la llamada
ecuacion de Fick:

J=PA(CI-C2), donde:
J = velocidad de difusién o flujo
P = coeficiente de permeabilidad
A = drea de la seccién a recorrer
C1l y C2 = concentraciones a ambos lados de
la membrana.

El coeficiente de permeabilidad depende del
coeficiente de difusién del soluto en el medio
(agua), que a su vez dependera de varios facto-
res como el tamaifio e interaccion de las molécu-
las de soluto con las de agua, y su solubilidad en
el medio. Asi, gases como el O, y CO, tienen
altos coeficientes de permeabilidad, por tanto
difundiran rapidamente por las membranas celu-
lares.

La difusién simple a través de la membrana
no tiene direccién predominante, y no es espe-
cifica para una determinada sustancia. Ya que
la velocidad de difusidn, existiendo un gra-
diente de concentracién, depende del coefi-
ciente de permeabilidad, y conociendo que la
membrana celular es liposoluble, esto nos indi-
ca que las sustancias que atraviesan mejor la
membrana celular por difusién simple son las
lipofilicas. Si son hidrofilicas difundirdn lenta-
mente, y utilizardn otros mecanismos de trans-
porte.

Difusion facilitada

Es una difusién simple ayudada por una protei-
na integral de membrana, que recibe el nombre
de transportador o canal dependiendo del tipo de
sustancias (Figura 2.7). También se rige por los
gradientes electroquimicos. Por tanto, la difu-
sién facilitada se limita por el gradiente y el
numero de transportadores o canales.

Al existir en la membrana un ndmero limita-
do de transportadores, la velocidad de transpor-
te se satura, y se dice que el transporte muestra
cinética de saturacion tipo Michaelis-Menten,
con constantes cinéticas para la proteina, veloci-
dad maxima (Vmax) y constante de transporte
(km) (Figura 2.8).



26 Toxicologia alimentaria

o Saturacién
o
[o
2]
c
2
_8
- Saturacién
s | /.
B TR
8 / " Inhibicién por un anélogo
(] s
2 /
//
’
‘/
Concentracién de sustrato
Figura 2.8. Cinética de saturacién tipo Michaelis-
Menten.

Las caracteristicas que presenta este sistema
de transporte son:

1. Permite el transporte de sustancias hidro-
filicas a mayores velocidades de las que
cabria esperar por su coeficiente de per-
meabilidad.

2. Alcanza la saturacién a concentraciones
altas de sustrato, con cinética de satura-
cién tipo Michaelis-Menten.

3. La proteina transportadora presenta espe-
cificidad por el soluto

4. El transporte presenta inhibicién competi-
tiva por solutos de estructura conocida.

Difusién a través de canales iénicos

Es la difusién facilitada de iones. lones como el
Na®, K*, Ca®™, CI' y HCOs5, al no ser liposolu-
bles, atraviesan la membrana a través de unas
proteinas integrales, distribuidas por toda la
membrana, llamadas canales, que no son mas
que poros abiertos en las membranas celulares.

Los canales i6nicos tienen dos propiedades
importantes que los diferencian de simples
pOros acuosos:

1. Son selectivos: permiten el paso de deter-
minados iones.

2. Casi todos estan regulados: pueden cam-
biar su conformacién pasando de un esta-
do cerrado a un estado abierto.

Movimiento de agua a través
de la membrana celular:
canales de agua o acuoporinas

Existen canales de agua o acuoporinas en la
membrana plasmdtica que explican la alta velo-
cidad con la que se mueve el agua a través de un
medio hidrofébico. El agua se mueve a favor de
su gradiente de concentracion, o lo que es lo
mismo, desde donde hay una menor concentra-
cién de soluto a donde hay mas concentracion
de soluto. Habitualmente se habla de 6smosis y
de gradiente osmotico. Se define la presion
osmotica de una solucién como la presion nece-
saria para evitar el flujo neto de agua a través de
una membrana que separa dicha solucién de otra
que contiene agua pura. Cuando una membrana
separa dos soluciones con distinta presién osmo-
tica, el agua se movera desde la que tiene menor
presion osmética a la que la tiene mayor.

3. Transporte activo
Transporte activo primario

Existen proteinas intrinsecas de membrana, lla-
madas generalmente bombas i6nicas, que utili-
zan energia metabdlica para transportar iones en
contra de un gradiente de concentracion o eléc-
trico. El uso de este gasto de energia acoplado a
un sistema de transporte define a este transporte
como activo primario. La fuente de energia uti-
lizada es el ATP sintetizado por las mitocon-
drias, el cual es roto o hidrolizado por las bombas
y lo llevan a ADP, usando la energia almacenada
en el tercer enlace de fosfato. Por este motivo las
bombas idnicas reciben ademds el nombre de
ATPasas, por su capacidad para hidrolizar ATP
(Figura 2.7).

La més conocida de todas las bombas es la
Na'™-K" ATPasa o bomba de Na’. Es la mas
abundante en los organismos superiores. Se
localiza en la membrana plasmética de casi
todas las células eucaridticas, en la regién baso-
lateral, y su funcién es mantener baja la concen-
tracioén de sodio dentro de la célula y alta la de
potasio. Esto lo consigue porque continuamente
estd transportando sodio hacia fuera de la célula
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en contra de su gradiente electroquimico e intro-
duciendo potasio. En cada ciclo se intercambian
3 iones sodio por 2 iones potasio y se hidroliza
una molécula de ATP. Si no fuera por la bomba
de Nat, el sodio tenderia a entrar en la célula y
el potasio a salir, ambos de forma pasiva por sus
gradientes de concentracion.

Transporte activo secundario

Es el transporte de solutos en contra de su gra-
diente electroquimico utilizando la energia alma-
cenada en el gradiente de concentracién de otro
soluto (un i6n libera energia potencial cuando se
mueve a favor de su gradiente electroquimico).
Casi siempre se utiliza el sodio como el i6n que
se mueve a favor de gradiente, aprovechandose
la energia liberada en este movimiento. Al man-
tenerse el gradiente del sodio gracias a la bomba
Na'-K"-ATPasa, esto indica que estos sistemas
de transporte también dependeran del funciona-
miento de la bomba. Por ello reciben el nombre
de transporte activo secundario.

Estos sistemas se comportan como los siste-
mas de transporte pasivo mediados por el trans-

2
Ca™

portador: son proteinas intrinsecas de membra-
na, presentan especificidad, muestran cinética
saturante e inhibicion competitiva. Difieren del
transporte pasivo en que transportan en contra
de gradiente eléctrico y/o quimico, y necesitan de
la disipacién del gradiente idnico para obtener la
energia.

Funcionalmente, se clasifican en (Figura 2.9):

1. Sistemas de cotransporte: el soluto trans-
portado se mueve en la misma direccién
que el i6n sodio. Como ejemplos pode-
mos citar los sistemas de transporte de
azucares y de aminodcidos existentes en
el intestino delgado y tibulo proximal.

2. Sistemas de antitransporte o intercambio
(antiporters): el soluto se mueve en direc-
cién contraria al i6n. Por ejemplo, el
intercambiador Na'/H".

Todos estos mecanismos de transporte se dis-
tribuyen entre las regiones de la membrana celu-
lar, en la region apical y en la basolateral. La
polarizacién de las células se mantiene por la
presencia de uniones estrechas entre las células.

INTERCAMBIADOR

Figura 2.9. Transporte activo secundario.

Glucosa Na* -'

Aminodcido
COTRANSPORTADOR
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Estas uniones estrechas hacen también posible
que las proteinas transportadoras se sitien en
sus lugares respectivos sin que existan movi-
mientos de ellas entre ambos sitios de la mem-
brana. Esta disposicion es clave para el trans-
porte transcelular a través de las células
epiteliales.

Transporte de sustancias
toxicas en el tracto digestivo

Aunque la mayoria de téxicos se absorben en el
tracto digestivo mediante procesos de transpor-
te pasivo (especialmente por difusidon simple),
existen muchos otros que, o bien son demasiado
grandes para atravesar las membranas celulares
a través de los poros acuosos o son tan lip6fobos
que no pueden disolverse en los dominios lipi-
dicos de dichas membranas. Es en estos casos
donde entran en juego otros procesos de trans-
porte (transporte activo, difusién facilitada,
endocitosis) de los descritos anteriormente.

En los ultimos afios se han realizado avances
significativos en lo referente al transporte
mediado de xenobidticos, gracias a la caracteri-
zacion funcional y molecular de diferentes fami-
lias de proteinas transportadoras. La primera
familia de transportadores identificados se obtu-
vo a partir de células tumorales que desarrolla-
ban resistencias a diversos fairmacos anticance-
rosos, ya que utilizaban estos transportadores
para expulsarlos de su interior. Por ello se les
dio el nombre global de multidrug resistance
proteins (MDR) o glucoproteinas P (P-gp)
(Rozman y Klaassen, 2001). Otras familias rela-
cionadas con la anterior, aunque con diferencias
en cuanto a la especificidad de sustrato, son las
multidrug resistance-associated proteins (MRP)
y las proteinas de resistencia del cdncer de
mama (breast cancer resistance proteins,
BCRP). También podemos citar las familias
OATP (organic anion transporting polypeptide),
especialmente importante en el transporte hepa-
tico de xenobidticos; los transportadores de

aniones, OAT (organic anion transporter) y de
cationes, OCT (organic cation transporter); o
las familias de transportadores de nucleétidos
(nucleotide transporter, NT), metales divalentes
(divalent-metal ion transporter, DMT) y pépti-
dos de pequefio tamaio (oligopeptide transpor-
ter, PEPT).

De los transportadores mencionados ante-
riormente, las familias MDR, MRP y BCRP
constituyen sistemas de transporte activo prima-
rio, ya que obtienen la energia necesaria a partir
de la hidrolisis del ATP (Lautier et al., 1996;
Borst et al., 1999; Hooiveld et al., 2001). Por
otra parte, OATP, OAT, OCT y PEPT son todos
transportadores activos secundarios o terciarios,
puesto que obtienen energia a expensas del
intercambio o del cotransporte de iones intra o
extracelulares (Burckhardt y Wolff, 2000;
Dresser et al., 2001; Lee et al., 2001). Los trans-
portadores localizados hasta la fecha en el trac-
to digestivo humano se recogen en la Tabla 2.1.
Debido al continuo aumento en la identificacion
de los genes responsables de la sintesis de estos
transportadores, y que a menudo se les da varios
nombres diferentes segun el grupo investigador
responsable de dicha identificacion, el Comité
de Nomenclatura de Genes Humanos (Human
Gene Nomenclature Committee) ha realizado
una clasificacién estdndar, englobdndose las
proteinas transportadoras con nombres como
solute carrier superfamily (SLC) y ATP-binding
cassette transporters (ABC) (Mizuno et al.,
2003).

Hay que tener en cuenta que algunos trans-
portadores primarios que extraen sustrato de la
célula, como MDR1, MRP2 o BCRP, se encuen-
tran en la membrana apical de los enterocitos,
excretando los sustratos hacia el lumen intesti-
nal. Por lo tanto, estas proteinas transportadoras
constituirian un mecanismo limitador de la
absorcion neta de ciertos téxicos (Gotoh et al.,
2000; Hirohashi et al., 2000; Jonker et al.,
2000). De hecho, la secrecién activa de drogas
es un factor cuya importancia estd empezando a
ser reconocida a la hora de valorar la biodispo-
nibilidad oral de muchos farmacos (Wacher et
al., 2001; Zhang y Benet, 2001).
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Tabla 2.1.  Transportadores de xenobiéticos expresados en infestino e higado humanos.
Intestino Higado

Nombre (HGNC) Localizacién Nombre (HGNC) Localizacién

MDR1/P-gp (ABCB1) MA MDR1/P-gp (ABCB1) MC
MRP1 (ABCC1) MS

MRP2 (ABCC2) MA MRP2 (ABCC2) MC

MRP3 (ABCC3) MB MRP3 (ABCC3) MS

BCRP (ABCG2) MA BCRP (ABCG2) MC

PEPT1 (SLC15A1) MA

OATP-B (SLC21A9) SD OATP-B (SLC21A9) MS
OATP-C (SLC21A¢) MS

OATP-D (SLC21A11) D

OATP-E (SLC21A12) SD
OATP8 (SLC21A8) MS
OAT2 (SLC22A7) MS
OCT1 (SLC22A1) SD
OCT3 (SLC22A3) SD

DMT1 MA

HGNC, Human Gene Nomenclature Committee; MA, membrana apical; MB, membrana basolateral; MC, membrana canalicu-

lar; MS, membrana sinusoidal; SD, sin determinar.

La variedad de sustancias potencialmente
téxicas que pueden incorporarse a nuestro orga-
nismo junto con los alimentos es enorme.
Expondremos a continuacién algunos ejemplos
de coémo se lleva a cabo la absorcién de sustan-
cias toxicas en el tracto digestivo. Mucho queda
aln por investigar en este campo, por lo que
algunos de los mecanismos de transporte pro-
puestos son todavia hipdtesis que requieren ser
contrastadas.

1. Metales

La absorcidon de iones metdlicos por via oral,
afortunadamente, es muy selectiva y estd some-
tida a una elevada regulacién, lo cual reduce
notoriamente su potencial toxicidad (Powell et
al., 1999). Como regla general, los cationes
metalicos monovalentes atraviesan la mucosa
digestiva mds facilmente que los divalentes, y
estos a su vez mejor que los trivalentes (Arnich

et al., 2004); de hecho, el Fe’* se reduce a Fe**
en la mucosa como paso previo a su absorcion.
Todos los metales divalentes se transportan
desde el lumen hacia el interior celular a través
de proteinas de membrana apical (luminal)
como DMT1. En el caso del hierro, parece ser
que existe una interaccion entre DMT1 y protei-
nas intracelulares unidoras de metales en el cito-
sol, como la mobilferrina, almacendndose pos-
teriormente el hierro en forma del complejo
ferritina; finalmente, una proteina plasmaética,
la transferrina, se encarga de contactar con la
membrana basolateral, opuesta a la apical, para
secuestrar el hierro e incorporarlo al torrente cir-
culatorio.

El caso mds preocupante desde el punto de
vista toxicoldgico lo constituyen los metales
pesados, debido a su elevada afinidad por el sul-
furo de hidrégeno y a su capacidad para secues-
trar los grupos tiol (SH') presentes en ciertas
moléculas antioxidantes de nuestro organismo.
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El clasico trio de metales pesados estudiados en
toxicologia lo constituyen el plomo, cadmio y
mercurio, a los que normalmente se unen el
arsénico, estafio y aluminio (Boudene, 1990).

La absorcién intestinal de aluminio nunca
supera el 0,1% de la dosis ingerida, y estd suje-
ta a regulacién por parte de muchos factores
sistémicos y locales, como la formacién de
complejos y el pH géstrico; parece ser que la
concentraciéon luminal de fosfato disminuye
la absorcién de aluminio, mientras que la de
citrato la aumenta (Drueke, 2002). Por otro lado,
parece improbable que existan transportadores
especificos para metales altamente toxicos como
el plomo o el cadmio. Se asume, pues, que estos
metales deben compartir rutas disefiadas para
otros metales esenciales como el hierro, calcio o
zinc (Zalups y Ahmad, 2003), actuando como
moléculas competidoras; de hecho, recientes
estudios experimentales y epidemiolégicos
muestran que dietas pobres en hierro resultan en
una mayor absorcién de plomo y cadmio, sugi-
riéndose incluso una suplementacién de la dieta
con hierro para prevenir el envenenamiento con
estos metales (Bressler e al., 2004). También
cabe destacar el hecho de que la vitamina D,
ademads de su conocida importancia como sus-
tancia facilitadora de la absorcién intestinal de
calcio y fosforo, podria también aumentar la
absorcién de metales pesados como el plomo,
cadmio, aluminio o cobalto (Moon, 1994).

A modo de ejemplo, veamos con mas detalle
como se lleva a cabo la absorcién de cadmio
(Cd) en el tracto digestivo. La fuente principal
de exposicion a Cd en no fumadores la constitu-
ye la ingestién de comidas contaminadas. Asi,
los pescados, carnes —sobre todo higado y rifio-
nes—, patatas o cereales pueden contener canti-
dades relativamente elevadas de Cd, pudiéndose
absorber hasta un 8% de la dosis ingerida.
Ademas de su efecto citotdxico directo, media-
do fundamentalmente por su interaccion con tio-
les intracelulares de bajo peso molecular (como
el glutation, cisteina y metalotioneina), el Cd es
también un elemento potencialmente carcinége-
no, ya que tiene capacidad de activar protoonco-
genes.

Una de las hipétesis propuestas para el trans-
porte epitelial de Cd apunta, como sefialamos
anteriormente, a la utilizacién de proteinas de
membrana implicadas en el transporte de ele-
mentos esenciales. Otra hipdtesis mas reciente
afirma que, cuando el Cd forma conjugados con
los tioles de bajo peso molecular, estos servirian
como sustratos para los transportadores de ami-
nodcidos, oligopéptidos, aniones orgdnicos o
cationes organicos que hemos descrito anterior-
mente en este capitulo. De hecho, este es un
mecanismo propuesto también para la absorcion
de metilmercurio, que, uniéndose al grupo tiol
del aminodcido cisteina, utilizaria el transporta-
dor de metionina para atravesar la membrana
plasmética (Kerper et al., 1992) (Figura 2.10).
Finalmente, también se considera ultimamente
la posibilidad de que el Cd se una a proteinas
como la albimina o metalotioneina, que poste-
riormente serian incorporadas al interior celular
mediante endocitosis.

La absorcién intestinal de Cd ocurre princi-
palmente en el duodeno y parte inicial del yeyu-
no (Andersen et al., 1994). En la Figura 2.11 se
representan esquemadticamente los mecanismos
potenciales implicados en transporte apical y
basolateral de Cd en los enterocitos del intestino
delgado. Aunque, como hemos dicho, se desco-
nocen en la actualidad el (los) mecanismo(s)
especifico(s) de absorcion, hay cada vez una
mayor evidencia que apunta al papel clave del

lCOOH .............. CI:OOH
GHNE, CHNH,
CH, CH,
oH ;i
SCH, HgCH,
Transportador
Metionina Cys-MetHg
Citoplasma
Figura 2.10. Transporte de metilmercurio (MetHg).

La unién con el grupo tiol del aminodcido cisteina (Cys) forma
un compuesto de estructura andloga a la metionina, pudiendo
utilizar el transportador de esta en la membrana apical.
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Figura 2.11.

Transporte de cadmio (Cd) en enterocitos.
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Cd-MT, cadmio a metalotioneina; Cd-Prot, cadmio unido a proteinas; DMT, Divalentmetal ion transporter, ZTL, Zinc transporter

luminal; MTP, Metal transport protein.

transportador DMT1 en la entrada de Cd al ente-
rocito. La molécula DMT1 constituye un sistema
de transporte acoplado a protones cuya actividad
estd modulada por el potencial de membrana.
Como su nombre indica, es capaz de transportar
numerosos cationes divalentes, siendo el princi-
pal responsable de la absorcién del hierro no
unido a grupos hemo (Ferguson et al., 2001).
Sin embargo, la absorcién intestinal de Cd
no estd mediada exclusivamente por DMT]1.
Elisma y Jumarie (2001) han puesto de mani-
fiesto una via alternativa de entrada de Cd a tra-
vés de uno de los transportadores apicales de
Zinc, ZTL1, que ha sido recientemente localiza-
do en la membrana apical de los enterocitos
(Cragg et al., 2002). Por otra parte, se sabe que
cuando el Cd se encuentra unido a la metalotio-
neina (Cd-MT), este complejo puede atravesar
el epitelio intestinal intacto e incorporarse a la
circulacién portal entrando en los capilares san-
guineos de la lamina propia (Sugawara y
Sugawara, 1991). Para explicar este hecho, el
complejo Cd-MT debe cruzar la membrana api-
cal por via paracelular (esto es, a través de las

relativamente permeables uniones intercelulares
que delimitan los enterocitos adyacentes) y/o
mediante un proceso de endocitosis, para poste-
riormente ser transportado a través de la mem-
brana basolateral por exocitosis o ser liberado
después de inducir la muerte del enterocito
(véase Figura 2.11).

La incorporacién del Cd unido a oligopépti-
dos hacia el interior del enterocito también
podria ocurrir por endocitosis, aunque, debido
a la enorme cantidad de transportadores de
aminodcidos y péptidos de pequefio tamaifio
presentes en la membrana apical de los entero-
citos, es probable que estos también participen
en el transporte luminal del Cd unido al grupo
tiol de la cisteina o de pequefios péptidos que
contengan este aminodcido. Esta teoria se ve
reforzada por el conocimiento de que ciertos
transportadores de aminodcidos estdn implica-
dos en la reabsorcién renal de compuestos de
mercurio conjugado con cisteina (Zalups, 2000;
Cannon et al., 2001), y muchos de estos trans-
portadores se encuentran también en el epitelio
intestinal.



32 Toxicologia alimentaria

Finalmente, otra via propuesta de entrada de
Cd al enterocito, aunque atn no muy aceptada,
seria la utilizacion de canales i6nicos, especial-
mente canales de calcio (Ca). Felley-Bosco y
Diezi (1992) han puesto de manifiesto, en ratas
sometidas a dietas pobres en Ca, un aumento en
el transporte apical de Cd que podria estar
mediado por canales o transportadores de Ca.
También parece posible que la calbindina-D,
proteina unidora de Ca que se sintetiza en el
enterocito en respuesta a la 1,25-dihidroxi-vita-
mina D, pueda facilitar el transporte de Cd hacia
la membrana basolateral.

Muy poco se conoce del transporte basolate-
ral de Cd hacia los capilares sanguineos de la
ldmina propia. Un mecanismo sugerido es la uti-
lizacién de la proteina transportadora de hierro
MTP1 (metal transport protein), perteneciente a
la misma familia que DMT1 y que ha sido
recientemente localizada en la membrana baso-
lateral de los enterocitos en el ratén (Abboud y
Haile, 2000). Sin embargo, mucho queda atn
por investigar en esta drea, pues existen nume-
rosos ligandos intracelulares que se unen al Cd y
que podrian desempeiar un importante papel en
su salida del enterocito.

2. Sustancias naturales

Muchos alimentos habituales en nuestra dieta
contienen, ademds de nutrientes, proporciones
variables de sustancias sin valor nutritivo o
incluso téxicas para nuestro organismo. Entre
los potenciales téxicos naturales de los alimen-
tos se encuentran sustancias tan variadas como
alcaloides, xantinas, polifenoles, glucésidos,
aminodcidos téxicos o las lectinas. Por ello
resulta imposible generalizar un proceso de
transporte comun para todas y cada una de ellas,
aunque el proceso de difusién simple a través
de la membrana parece ser predominante, como
se ha puesto de manifiesto por ejemplo en la
piperina, alcaloide presente en los pimientos
(Khajuria et al., 1998).

Las lectinas son proteinas vegetales «fijado-
ras de azucares», es decir, tienen la propiedad de
unirse con elevada afinidad a diversos carbohi-

dratos. Especialmente importante es su unién a
las glucoproteinas de las membranas celulares,
puesto que este mecanismo les confiere, entre
otras, la capacidad de aglutinar los glébulos
rojos (de ahi que también se las conozca como
hemaglutininas). Una de las lectinas mds estu-
diadas, por su elevada capacidad de unién a la
membrana, es la aglutinina del germen de trigo
(Wheat germ agglutinin, WGA), empleada
actualmente en el desarrollo de mecanismos
selectivos para la absorcion y biodisponibilidad
de farmacos (Gabor et al., 2004). WGA no solo
se une a células andlogas a los enterocitos del
intestino delgado, sino que también se absorbe
en el intestino grueso uniéndose a la membrana
de los colonocitos (Wirth ef al., 1998).

Recientemente se ha puesto de manifiesto
la implicacion del receptor para el factor de cre-
cimiento epidérmico (epidermal growth factor
receptor, EGFR) en la unién de WGA a la pared
celular, por lo que su transporte puede atribuir-
se a una endocitosis mediada por receptor
(Lochner et al., 2003). Ademas de la cito-
adhesion, también existe evidencia de las propie-
dades citoinvasivas de WGA (Figura 2.12), lo
que en términos farmacoldgicos abre una via
para el disefio selectivo de drogas.

3. Micotoxinas

La contaminacién de los alimentos por hongos
es un fenémeno que viene sufriendo el hombre
ya desde la Edad Media, cuando el cornezuelo
del centeno (Claviceps purpurea) producia alu-
cinaciones mas o menos colectivas (el «fuego
de San Antonio») que podian desembocar en la
muerte. Hoy en dia se estima que existen mas de
100.000 especies de hongos, que producen una
gran variedad de toxinas (denominadas genéri-
camente micotoxinas) con diferentes efectos
nocivos en nuestro organismo (Tabla 2.2).
Hablaremos a modo de ejemplo de la absor-
cién de la ocratoxina A (OTA). Esta micotoxina,
producida por diversas especies de Penicillium 'y
Aspergillus, es un contaminante frecuente en ali-
mentos de origen animal y vegetal. Su estructu-
ra quimica contiene una mitad dihidroisocuma-
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Figura 2.12. Posible ruta de absorcién de lectinas mediada por receptor.

WGA, Wheat germ agglutinin; EGFR, Epidermal growth factor receptor.

Tabla 2.2.  Origen fingico y efectos de algunas micotoxinas.

| @-Tronscitosis @
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Micotoxina

Hongos responsables

Efectos toxicos

Aflatoxinas
Acido penicilico

Ocratoxina A

Patulina
Esterigmatocistina
Rubratoxina
Tricotecenos

Zearalenona

Aspergillus flavus
Aspergillus parasiticus

Penicillium puberulum
Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus
Aspergillus alutaceus

Penicillium verrucosum

Penicillivm patulum
Aspergillus giganteus

Aspergillus versicolor
Aspergillus nidulans

Penicillium rubrum
Penicillium purpurogenum

Trichothecium roseum
Fusarium divers

Fusarium graminearum

Cancerigeno, hepototéxico,
nefrotoxico, neurotéxico.

Citotéxico.

Teratégeno, hepatotéxico,
nefrotdxico, neurotdxico.

Citotéxico.

Cancerigeno.

Mutagénico, teratégeno.

Teratégeno, citotdxico,
irritante de mucosas.

Hepatotdxico, nefrotéxico, efectos

endocrinos.
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rinica que se une al grupo amino de un residuo
de fenilalanina (Figura 2.13). Por ello, su toxici-
dad es debida a la competicidn con este amino-
dcido, impidiendo la sintesis de proteinas, pro-
moviendo la peroxidacién lipidica e inhibiendo
la sintesis de ATP (Dirheimer, 1991).

La OTA se absorbe en el intestino delgado
incluso cuando sus niveles en plasma son supe-
riores a los del lumen intestinal. Una vez absor-
bida, se une casi en su totalidad a la albumina
plasmatica, lo que facilita la absorcion de nuevas
moléculas de OTA por difusién simple y ademas
retrasa su eliminacion urinaria (Hagelberg et al.,
1989). Recientemente, Berger et al. (2003) han
puesto de manifiesto, utilizando células de la
linea Caco-2 (andlogas a los enterocitos del
intestino delgado) que la OTA podria también
absorberse mediante transporte activo mediado
por la proteina MRP2. Otros sistemas de trans-
porte activo como los transportadores de ami-
nodcidos neutros, OATPs o MDR1 no parecen
estar implicados en la absorcion de OTA, como
sefialan los experimentos de inhibicion realiza-
dos. Una vez que la micotoxina alcanza el
torrente sanguineo, la rapida y practicamente
total unidn a la seroalbimina impide su secre-
cién de vuelta a través de la membrana basola-
teral hacia el lumen intestinal.

4. Nitratos, nitritos y nitrosaminas

Los nitratos (NO5’) son compuestos muy esta-
bles y su problema radica en el hecho de que
pueden reducirse en determinadas circunstan-
cias a nitritos (NO,’), iones muy reactivos y
dotados de numerosos efectos toxicos. Estos a
su vez pueden unirse a una amina para formar
las nitrosaminas, aunque afortunadamente la

COOH o OH
[

OCHZ— CH — NH— C -
3

Cl

Figura 2.13.  Estructura de la ocratoxina A.

reaccién de nitrosaminaciéon no es ni mucho
menos automdtica. Cabe sefialar que, aparte de
su ingestioén con los alimentos, los nitritos tam-
bién se pueden producir endégenamente como
consecuencia de la oxidacion del 6xido nitrico
(NO), sustancia vasodilatadora liberada en el
endotelio vascular.

Poco se conoce de la absorciéon de estos com-
puestos en el tracto digestivo. Parece ser que los
nitritos pueden absorberse por transporte activo,
compitiendo con el cloro (y, por tanto, pudiendo
provocar una deplecion de este elemento) en sis-
temas como el cotransportador Na*/K*/2 CI' y/o
el cotransportador Na'/Cl™ (Jensen, 2003). Por
su parte, la absorciéon de nitrosaminas parece
verse disminuida por el contenido en grasa de la
dieta, mientras que los carbohidratos y proteinas
no la afectan (Agrelo et al., 1978).

5. Pesticidas

Los pesticidas o plaguicidas constituyen un con-
junto muy complejo de compuestos utilizados
en agricultura para controlar organismos poten-
cialmente perjudiciales para las cosechas, como
se expondrd en un tema posterior. El problema
de estas sustancias, como es evidente, radica en
que si no son eliminados adecuadamente duran-
te el procesado de los alimentos pueden quedar
residuos que serdn incorporados a nuestro orga-
nismo, donde pueden ejercer sus efectos toxi-
cos. Veamos algunos aspectos de la absorcion
intestinal del clorpirifos (CPF), un pesticida
organotiofosfato de los mds utilizados en la
actualidad.

Aunque la permeabilidad intestinal del CPF
no ha sido determinada explicitamente en huma-
nos, las predicciones a partir de experimentos en
rata sugieren que este compuesto se absorberia
en su practica totalidad (Cook y Shenoy, 2003).
La absorcion tiene lugar, como casi siempre, por
un proceso combinado en el que el transporte
mediado parece ser evidente sobre todo en el
duodeno e ileon, mientras que en el yeyuno pre-
dominarian los mecanismos de difusién simple.
El transportador MDR1 se ha relacionado con la
absorcion intestinal, tanto del CPF como de su
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metabolito activo inhibidor de la enzima acetil-
colinesterasa, el clorpirifos oxén (CPO) (Bain et
al., 1997). Sin embargo, son necesarios experi-
mentos adicionales en células que expresen
transportadores especificos para dilucidar el(los)
sistema(s) implicado(s).

6. Hidrocarburos aromaticos
policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
del alquitrdn de hulla fueron las primeras sus-
tancias quimicas cuyas propiedades cancerigenas
fueron demostradas experimentalmente. A partir
de entonces, el benzopireno ha servido de molé-
cula modelo en el estudio de la carcinogénesis
quimica y se ha demostrado que su absorcién
intestinal se favorece altamente tras disolverse
con los lipidos de la dieta (Vetter et al., 1985).

Se han identificado varios centenares de
HAP en el medio ambiente. Una importante via
de entrada de estos compuestos al tracto digesti-
vo, especialmente en nifios, es el contacto de las
manos contaminadas con la boca, incorporando-
se de este modo los HAP del suelo. Pero ade-
mads, procesos como el ahumado o tratamiento
térmico severo de alimentos puede afiadir una
contaminacién suplementaria con HAP que en
algunos casos es determinante desde el punto de
vista toxicolégico. En cualquier caso, y debido a
propiedades fisicoquimicas como su aromatici-
dad, la absorcién de PAH parece estar influen-
ciada en gran medida por la emulsién con las
sales biliares, del mismo modo que ocurre con
los lipidos de la dieta (Van De Wiele et al.,
2004). Por lo tanto, proteinas de las superfami-
lias SLC y ABC podrian estar implicadas en el
transporte de estos compuestos, aunque los
datos existentes hasta la fecha no son conclu-
yentes.

7. Medicamentos de uso veterinario

Los medicamentos en animales de granja se uti-
lizan principalmente para curar o prevenir infec-
ciones (como los antibidticos) o para favorecer
su crecimiento (los anabolizantes, sustancias

que incrementan la sintesis proteica en la pro-
duccién de carne). Muchos anabolizantes son
hormonas esteroideas que se encuentran de
forma natural en nuestro organismo. Por lo que
respecta a los antibidticos, se utilizan muchos y
de naturaleza muy variada, por lo que evidente-
mente no podemos generalizar un mecanismo
de absorcion especifico. Asi, mientras que
pequeias moléculas hidrofilicas como la penici-
lina pueden absorberse por la via paracelular a
través de las uniones estrechas, otras mds lipofi-
licas como los macrélidos pueden atravesar la
membrana por difusién simple sin mayores pro-
blemas. Antibidticos de este grupo, como la cla-
ritromicina y eritromicina, se ha visto que pue-
den transportarse en contra de su gradiente de
concentraciéon (Goddard, 1998), por lo que
deben existir también procesos de transporte
activo; sin embargo, ain no se conocen los sis-
temas implicados al respecto.
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Introduccion

El tracto gastrointestinal (g.i.) y en particular el
intestino, hospeda a una extensa y diversa
microbiota, con mas de 10" bacterias por gramo
de contenido, por lo que no es de extrafiar que
esta poblacién tenga un impacto significativo en
la salud del hospedador. La microbiota interac-
tda con el hospedador tanto a nivel local (la
mucosa intestinal) como de forma sistémica, lo
que da lugar a un amplio rango de efectos inmu-
noldgicos, fisioldgicos y metabdlicos (Heavey y
Rowland, 2004). Desde el punto de vista del
hospedador, estos efectos tienen consecuencias
tanto positivas como negativas en lo que respec-
ta a la nutricion, infecciones, metabolismo de
xenobidticos, toxicidad de los compuestos inge-
ridos, mutagénesis y carcinogénesis.

Como ya se ha avanzado, la microbiota
intestinal muestra una intensa actividad meta-

bélica, lo que contribuye al metabolismo del
material ingerido. A menudo, las biotransfor-
maciones de la microbiota intestinal juegan un
papel importante en los efectos globales y en la
cinética de los xenobidticos en el organismo. Si
bien la actividad metabdlica microbiana tiene
en algunos casos un papel beneficioso al degra-
dar sustancias que de otra forma no se podrian
asimilar por nuestro organismo (Savage, 1986);
también, en otras ocasiones, los metabolitos
resultantes pueden resultar mds téxicos que los
compuestos originales, con actividad mutagé-
nica o carcinogénica para el ser humano. Los
microorganismos pueden afectar ademads al des-
tino de compuestos endégenos liberados al
lumen intestinal.

En este capitulo se revisan la funcion fisiolo-
gica, composicion, distribucién de la microbio-
ta intestinal y factores que la afectan, y se hace
hincapié en los efectos toxicos derivados de ella,
principalmente los resultantes de su extensa
actividad metabdlica.
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Microbiota intestinal

El ser humano esta colonizado por una numero-
sa y compleja comunidad de microorganismos,
de tal manera que se ha considerado que el ser
humano adulto estd constituido por un mayor
numero de células procariotas (90%) que euca-
riotas (10%) (Savage, 1977). De hecho, la masa
bacteriana constituye aproximadamente un ter-
cio del peso seco de las heces (Pelkonen y
Hénninen, 1986). El impacto que ejerce esta
comunidad de microorganismos en nuestra
fisiologia es mucho mads pronunciada en el
intestino, porque es en este 6érgano donde se
encuentran la mayoria de ellos.

Los recién nacidos poseen un tracto gas-
trointestinal estéril que pronto comienza a ser
colonizado por microorganismos, produciéndo-
se un aumento en la complejidad de la micro-
biota intestinal a lo largo del tiempo.

1. Composicion

El término microbiota intestinal normal hace
referencia a las especies de organismos que de
forma habitual se encuentran en individuos
sanos. Estudios recientes de ecologia microbia-
na desarrollados en este nicho ecolégico han
puesto de manifiesto una gran complejidad tanto
espacial como temporal.

La comunidad de microorganismos que
coloniza el tracto intestinal depende de diversos
factores, como son tanto el genotipo (Zoetendal
et al., 2001) y el desarrollo del individuo
(Hopkins et al., 2001; Favier et al., 2002) como
determinados factores ambientales tales como la
exposicion a farmacos (fundamentalmente anti-
bidticos) y la dieta (Sullivan et al., 2001).

La mayoria de los microorganismos que
forman parte de esta microbiota son miembros
del dominio Bacteria, aunque también se han
encontrado representantes del dominio Archaea
(Eckburg et al., 2003) y del dominio Eukarya.
Al menos 500 especies bacterianas colonizan
el intestino adulto, de las cuales 30-40 espe-

cies constituyen el 99% de la poblacién total
(Moore y Holdeman, 1974; Drasar y Barrow,
1985; Berg, 1996).

En la Tabla 3.1 se resumen los principales
grupos de bacterias que se han identificado en
muestras de heces humanas (Heavey vy
Rowland, 2004).

Debido a la inaccesibilidad del intestino del-
gado, la toma de muestras ha sido una tarea difi-
cil y esa es la razén por la que los estudios pio-
neros sobre la composicién de la microbiota
intestinal se realizaran en muestras fecales. El
estudio de la poblacién microbiana que consti-
tuye la microbiota humana se ha visto benefi-
ciado por la aplicacién de las nuevas técnicas
moleculares de ecologia microbiana (Tannock,
2001). La aplicacién de las mismas ha permiti-
do por una parte, el estudio e identificacion de la
poblacién microbiana que no se ha podido culti-
var con las técnicas convencionales debido a
que se desconocen sus exigencias nutritivas y
por otra parte, se han podido establecer perfiles
de esta comunidad, contribuyendo a una mejor
descripcion del complejo ecosistema del tracto
gastrointestinal. Entre estos métodos molecula-
res se encuentra la amplificacién de genes con-
servados entre los organismos como el gen que
codifica el ARNr 168, utilizando la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a
partir de muestras intestinales o bien de heces.

Tabla 3.1.  Bacterias presentes en heces humanas.

Grupo bacteriano Log (bacteria)/g heces

Anaerobios estrictos

Bacteroides 10-11
Bifidobacterias 10-11
Propionibacterias 9-10
Peptococos 9-10
Clostridios 6-9
Fusobacterias 5-10

Microaeréfilos
Lactobacilos 4-10

Anaerobios facultativos
Enterococos 7-8
Enterobacterias 7-9
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También se han utilizado distintas técnicas de
electroforesis en geles sometidos a condiciones
desnaturalizantes con la finalidad de determinar
y analizar la composicién de microorganismos
de la microbiota intestinal (Tannock, 2001). La
identificacién rdpida y fiable de los aislados
bacterianos estd asegurada debido a la aplica-
cién de técnicas automatizadas de secuenciacion
del ADN amplificado por la técnica de PCR.
Ademas, mediante la técnica de hibridacion in
situ (FISH) las especies bacterianas se pueden
detectar e identificar directamente en las mues-
tras bien intestinales o de heces utilizando son-
das de oligonucledtidos complementarias de
secuencias del ARNr 16S, marcadas con fluoro-
cromos (Welling et al., 1997).

Antes de la utilizacién de estas técnicas
moleculares al estudio de los grupos bacte-
rianos que constituyen la microbiota intestinal,
se publicaron diferentes trabajos de investiga-
cién demostrando que aproximadamente el
90% de las bacterias pertenecian al grupo de los
microorganismos anaerobios obligados, lo cual
parece logico en un ambiente carente de oxige-
no. Entre las especies numéricamente predomi-
nantes se citan al menos cinco especies de
Bacteroides, una de Fusobacterium, cuatro
de Eubacterium y una especie de Peptostrep-
tococcus (Sghir et al., 1999). En cuanto a las
especies bacterianas incluidas en el grupo de las
enterobacterias, tales como Escherichia coli,
estas representan menos del 0,1% de la pobla-
cién total de bacterias cultivables (Onderdonk,
1999).

También debemos destacar la alta prevalen-
cia de los géneros Lactobacillus y Bifidobac-
terium y asi, Mitsuoka (1992) describe las
siguientes especies del género Lactobacillus
como mds representativas de la microbiota: L.
crispatus, L. gasseri, L. salivarius y L. reuteri.
Otras especies como L. johnsonii, L. ruminis, L.
casei y L. brevis se detectaron de forma ocasio-
nal. En cuanto a las bifidobacterias, en adultos,
la especie predominante es Bifidobacterium lon-
gum, mientras que B. bifidum solo se detecta de
forma ocasional. Por el contrario, las especies
mads prevalentes en nifios son B. infantis y B.

breve, encontrandose solo en algunos casos B.
longum y B. bifidum.

Ademas, la utilizacion de las técnicas mole-
culares en el estudio de la microbiota intestinal
ha mostrado que las especies bacterianas domi-
nantes, desde el punto de vista numérico, en
muestras de heces humanas pertenecen a los
grupos Bacteroides y Clostridium coccoides-
Eubacterium rectale, representando aproximada-
mente el 50% de la comunidad bacteriana
(Franks et al., 1998; Sghir et al., 2000). Por otra
parte, andlisis comparativos de secuencias ampli-
ficadas del gen que codifica el ARNr 16S en
heces humanas han indicado que menos del 25%
de las especies identificadas corresponden con
especies bacterianas conocidas, sugiriendo por
tanto que nuestro conocimiento sobre la diversi-
dad de microorganismos que constituyen nuestra
microbiota intestinal es todavia muy limitado y
que son muchas las especies bacterianas por des-
cribir integrantes de la misma (Suau et al. 1999).

Marteau et al. (2001) han realizado un estudio
comparativo entre los grupos bacterianos que
predominan en la zona inicial del colon humano
y muestras de heces, que representan la micro-
biota presente en la zona distal del mismo. Estos
autores indican que utilizando tanto métodos cla-
sicos para el aislamiento de la poblacién cultiva-
ble como técnicas moleculares para la identifica-
cién de la poblacién de la microbiota no
cultivable, la microbiota presente en la zona ini-
cial del colon y en las heces difiere cuantitativa-
mente, encontrando que el nimero de anaerobios
estrictos, bifidobacteria, Bacteroides y miembros
del grupo de Clostridium coccoides y del sub-
grupo de Clostridium leptum era mas bajo en el
caso de la microbiota cecal. Zoetendal et al.,
(2002) han mostrado, utilizando técnicas mole-
culares que no implican cultivo previo de los
microorganismos, que la comunidad bacteriana
asociada a la mucosa del colon es diferente en
composicion con respecto a la encontrada en
muestras de heces. Ademds, andlisis taxondmi-
cos polifasicos de bacterias en heces han puesto
de manifiesto importantes diferencias en la com-
posicién de la microbiota en nifios de distintas
edades y adultos, indicando entre otras una
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mayor proporcion de bifidobacterias y clostridios
en nifios de corta edad (Hopkins et al., 2001).

En este complejo ecosistema deben existir
tanto microorganismos potencialmente patége-
nos como microorganismos beneficiosos para la
salud humana, de tal manera que es muy dificil
indicar aquellas especies que ejercen un papel
beneficioso y aquellas que deben ser eliminadas
por resultar perjudiciales para la salud humana.
El grupo de los denominados patégenos oportu-
nistas estd constituido por una serie de especies
tanto de bacterias como de hongos que en deter-
minadas circunstancias pueden dar lugar a
enfermedad en el hombre. Asi, la ausencia de la
microbiota normal cambia las condiciones
microambientales del intestino, y favorece el
establecimiento de estos microorganismos opor-
tunistas, que habitualmente no crecen en el trac-
to gastrointestinal porque no son capaces de
competir con la microbiota, debido a mecanis-
mos de exclusidon competitiva entre poblaciones
patégenas y no patégenas. El grupo de los paté-
genos oportunistas se encuentra en una propor-
cién muy baja en nuestra microbiota y son
varias las especies bacterianas incluidas en el
mismo, como Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Clostridium difficile, Bacteroides fra-
gilis, y entre los hongos la especie mas repre-
sentativa es Candida albicans. Debemos indicar
que incluso los Lactobacilos, que estdn inclui-
dos dentro de la categoria de bacterias beneficio-
sas en la microbiota intestinal, se han descrito
como causantes de bacteriemia, en casos excep-
cionales (Husni et al., 1997).

2. Distribuciéon

Ningtin fragmento del tracto gastrointestinal es
estéril. Se estima que una persona normal porta
alrededor de 10" bacterias en la boca, que son
constantemente deglutidas hacia el estémago.
En estado fisiolégico, el lumen del es6fago y el
estdmago estdn casi libres de bacterias. La aci-
dez normal del estdmago reduce enormemente
el nimero de microorganismos viables. No obs-
tante, las infecciones agudas del tracto g.i. se
encuentran entre las formas mas comunes de

infeccion en las poblaciones humanas (Pelkonen
y Hénninen, 1986). A valores de pH inferiores a
3, las bacterias capaces de vivir como comensa-
les en el intestino son rapidamente eliminadas,
por lo que las muestras de esta procedencia son
estériles. Sin embargo, durante la comida, los
dcidos gastricos son neutralizados, lo que per-
mite a las bacterias ingeridas con la comida
sobrevivir, al menos hasta que el valor del pH
descienda. Por tanto, en estas condiciones, la
microbiota gastrica puede ser considerada solo
transitoria. Pero, cuando la secrecion de acidos
gastricos estd disminuida, permitiendo al pH
permanecer por encima de 3, las bacterias pue-
den sobrevivir e incluso proliferar. La reduccion
de la secrecion de 4cidos géstricos (hipoclorhi-
dria) ocurre de forma natural con la edad, es
comun tras cirugia gdstrica y estd asociada con
determinadas enfermedades como la anemia
perniciosa y la hipogammaglobulinemia. La
microbiota géstrica de individuos con hipoclor-
hidria tiene significacidn toxicolégica, puesto
que aumenta la posibilidad de biotransforma-
cion de xenobidticos por las bacterias, particu-
larmente debido a que el tiempo de vaciado gés-
trico en estos pacientes puede aumentar por
encima de 5 horas. Se ha sugerido que el mayor
riesgo de cancer gastrico de los pacientes con
aclorhidria estd asociado a la mayor formacién
de compuestos N-nitroso por la microbiota gés-
trica (Heavey y Rowland, 2004).

Finalmente, la densidad de microorganismos
en la zona proximal y media del intestino delga-
do es relativamente baja pero se incrementa de
forma notable en la zona distal (aproximada-
mente 10° células/ml de contenido intestinal) y
en el colon (10"'-10"* células/g contenido intes-
tinal) (Savage, 1977).

Funcion fisiologica de la
microbiota intestinal

En un adulto saludable, la interaccion constante
entre las diversas especies bacterianas produce
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un ecosistema estable en el colon, que mantiene
la integridad del enterocito, modula los procesos
metabdlicos e inmunolégicos, y protege frente a
la colonizacién de patégenos invasivos (Levy,
2000).

La fermentacién de determinados alimentos
constituye uno de los principales papeles que
ejerce la microbiota en la nutricién. Los princi-
pales productos que se derivan de estas reaccio-
nes son H,, CO,, acido lactico, etanol, acidos
grasos de cadenas ramificadas, amonio, aminas,
fenoles e indoles (Macfarlane et al., 1986) y
acidos grasos de cadena corta (acetato, propio-
nato y butirato) (Wolin, 1994; Cummings y
Englyst, 1987) que son absorbidos y usados
como fuente de energia por el higado y otros
tejidos, incluyendo el epitelio del colon
(Heavey y Rowland, 2004). Los gases constitu-
yen productos ubicuos del metabolismo anaero-
bio de microorganismos (Durand et al. 1994;
Wolin y Miller, 1994), los acidos grasos de
cadena corta son productos finales del metabo-
lismo, fundamentalmente de carbohidratos,
mientras que los acidos grasos de cadena rami-
ficada se forman principalmente por la rotura
oxidativa de aminoacidos. Cuando el alimento
no-digerible estd constituido principalmente
por péptidos y proteinas, la fermentacion bacte-
riana produce fundamentalmente 4dcidos grasos
de cadena ramificada y metabolitos potencial-
mente toéxicos tales como amonio, aminas,
fenoles, tioles e indoles.

En el papel que desempefia la microbiota
intestinal en la nutricién, el metabolismo de lipi-
dos o de acidos grasos de cadena larga constitu-
ye el area mas desconocida (Macfarlane et al.,
1992). Los microorganismos del colon desem-
pefian un papel destacado en el metabolismo de
dcidos biliares primarios, participando de esta
forma en su reciclado enterohepatico, asi como
en el metabolismo del colesterol, produciendo
los caracteristicos esteroles neutros fecales
(Rafter y Branting, 1991; Van Munster y Nagen-
gast 1991). Asimismo, la microbiota normal
sintetiza y excreta vitaminas, que pueden ser
absorbidas como nutrientes por el hospedador
(Levy, 2000).

La microbiota normal también es parte inte-
grante de la morfologia del intestino. En anima-
les libres de bacterias la pared intestinal es mds
delgada, la superficie total de la mucosa es
mds pequefia y las vellosidades mas delgadas
que en animales microbiota normal (Pelkonen y
Hénninen, 1986).

Efectos toxicos de la
microbiota intestinal

1. Interferencia en la absorcién de
compuestos

En el sindrome del asa ciega se produce una
malabsorcién de nutrientes esenciales, particu-
larmente cobalamina, dcidos grasos, colecalcife-
rol y azicares, que da lugar a malnutricion.
Diversos signos especificos de deficiencias
nutricionales son evidentes en pacientes con este
sindrome. Asi, la anemia debida a una deficien-
cia de cobalamina es bastante comin y la osteo-
malacia es una complicacién ocasional por un
defecto en la absorcion de colecalciferol o bien
a una deficiencia de sales biliares.

El defecto en la absorcion de grasas, debido
en parte a la desconjugacion de las sales biliares
por las bacterias intestinales da lugar a esteato-
rrea. Esto ocurre en aproximadamente un tercio
de los pacientes con el sindrome del asa ciega.
El transporte de agua, sodio y potasio es interfe-
rido por la bilis desconjugada. Este hecho puede
explicar la presencia de diarrea en este sindro-
me, que ocurre mds frecuentemente que la estea-
torrea. A veces ocurre una malnutriciéon severa
en estos pacientes, lo que sugiere que la diges-
tién de proteinas o la absorcién de aminoacidos
esta también afectada (Concon, 1988).

2. Defectos en la estructura de la
mucosa

Cuando se comparan animales libres de micro-
organismos y animales normales, resulta evi-
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dente que, de alguna forma, la microbiota intes-
tinal influye en la estructura de la mucosa. Los
animales libres de microorganismos carecen de
las caracteristicas histolégicas usuales de la
mucosa g.i. encontradas en los animales norma-
les. Sin embargo, un marcado aumento de las
poblaciones bacterianas en el tracto g.i. de ani-
males normales causa cambios estructurales sig-
nificativos en la mucosa, por ejemplo, un alisa-
miento de la superficie e inflamacién. Mediante
microscopia electrénica se ponen de manifiesto
en estos casos mas lesiones (Concon, 1988).

3. Mutageénesis y carcinogénesis

Las bacterias se han asociado al cancer a través
de distintos mecanismos, como la induccion de
inflamacidn crénica tras una infeccién bacteria-
na y la produccién de metabolitos téxicos.
Pueden tener un efecto directo, uniéndose a
mutdgenos potenciales, y liberar toxinas que
pueden unirse a receptores especificos de la
superficie celular y afectar a las senales de
comunicacién intracelular. Existen evidencias
de distintas fuentes que apoyan la implicacion de
las bacterias en la etiologia del cancer y que se
presentan resumidas en la Tabla 3.2.

La microbiota también se relaciona con efec-
tos mutagénicos a través de los fecapentaenos,
mutigenos potentes que se encuentran en alta
concentracion en las heces de algunos indivi-
duos. Estos compuestos son producidos in vivo

Tabla 3.2.

por especies comunes de la microbiota del
colon, a partir de precursores de origen desco-
nocido.

El tipo de microbiota intestinal presente, lo
que depende de la dieta, como se verd mas ade-
lante, es un factor a tener en cuenta. Asi, en
poblaciones urbanas donde existe una mayor
incidencia de cdncer de colon debido a la bio-
transformacién de distintos nutrientes se obser-
va una dominancia de especies bacterianas del
género Bacteroides dentro de la microbiota
intestinal, frente a poblaciones rurales donde el
indice de esta enfermedad es muy bajo y en su
microbiota intestinal predominan las bacterias
lacticas (Moore y Moore, 1995).

4. Transformacion metabélica de
compuestos

Las propiedades toxicoldgicas de los compues-
tos pueden ser modificadas considerablemente
por la actividad metabdlica de los microorganis-
mos, directamente o en asociacion con el meta-
bolismo enddgeno del hospedador. La mayoria
de las reacciones llevadas a cabo por la micro-
biota intestinal son de naturaleza degradativa y
asi los productos resultantes tienen pesos mole-
culares mas pequefios. En el intestino delgado,
donde predomina un ambiente oxigenado, la
mayoria de las reacciones metabdlicas llevadas a
cabo por la microbiota son hidroliticas mientras
que en el intestino grueso, el metabolismo pre-

Evidencias de la implicacién de las bacterias intestinales en la etiologia del cancer.

Evidencia

Referencia

® Las heces humanas son mutagénicas y se han aislado de las mismas sustancias genotéxicas

de origen bacteriano.

® Las bacterias intestinales pueden producir, a partir de componentes de la dieta, sustancias con
actividad genotéxica, carcinégena y promotora de tumores.

e Las bacterias intestinales pueden activar procarcinégenos a agentes reactivos con el ADN.

e Ratas libres de microorganismos alimentadas con una dieta humana mostraron una menor

Venturi et al. 1997
Hambly et al. 1997

Heavey y Rowland, 2004
Rumney et al. 1993

cantidad de aductos de ADN en los tejidos en comparacién con ratas convencionales.

e Ratas libres de microorganismos expuestas al carcinégeno 1,2-dimetilhidrazina tienen menor

Reddy et al. 1975

incidencia de tumores de colon que ratas con una microbiota normal.
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dominante es el reductivo debido al ambiente
anaerobio.

Los microorganismos intestinales son capa-
ces de llevar a cabo distintos tipos de reacciones
entre las que se encuentran: hidrdlisis, descar-
boxilacién, desaminacion, desmetilacion, aper-
tura de anillos de compuestos heterociclicos,
reduccién, deshidroxilacion, aromatizacién y
deshalogenacion, entre otras.

A continuacién se exponen algunas de las
reacciones de biotransformacion principales rea-
lizadas por la microbiota intestinal sobre sustan-
cias de distinta naturaleza como productos ali-
mentarios, firmacos, compuestos endégenos, etc.

4.1. Hidrélisis

Glucésidos

Los mamiferos adultos carecen de -glucosida-
sa en la mucosa, por lo que su origen es micro-
biano. Especialmente Streptococcus faecalis
exhibe una gran actividad B-glucosidasa, aun-
que hay otros géneros que también la muestran
en menor intensidad (Pelkonen y Hénninen,
1986).

Muchas sustancias importantes desde el
punto de vista toxicoldgico estdn presentes de
forma natural en las plantas como glucésidos.
Generalmente, no se absorben facilmente y por
tanto son poco toxicos. Sin embargo, son hidro-
lizados por las bacterias intestinales a un aglu-
con (fraccién no glucidica) y el correspondiente
azucar. Este aglucén puede ser el responsable
de la toxicidad observada. Este es el caso, por
ejemplo, de la cicasina, un glucésido natural
presente en el fruto de la cyca responsable de los
efectos toxicos observados en los consumidores
de estos frutos. Los sintomas de la intoxicacién
varian desde hemorragias hasta paralisis. La ruta
de administraciéon de la cicasina es de gran
importancia, ya que la toxicidad se produce s6lo
cuando el compuesto se ingiere por via oral. La
sustancia responsable de los efectos toxicos es el
metilazoximetanol, el aglucéon liberado en la
hidr6lisis de la cicasina por las B-glucosidasas
bacterianas. El metilazoximetanol es absorbido

y puede ser posteriormente transformado en los
tejidos a metildiazonio, un agente alquilante
muy potente (Roland et al., 1993).

Los glucésidos cianogénicos muestran su
toxicidad tras su hidrélisis microbiana intestinal.
Asi, la amigdalina, el gentobidsido de benzal-
dehido cianohidrina se degrada a mandelonitrilo,
que se descompone a benzaldehido y acido cian-
hidrico (Figura 3.1). Reacciones similares se
pueden esperar de otros glucésidos cianogéni-
cos encontrados en otros productos alimenticios.

El alcaloide de la patata, la solanina, puede
reducir su toxicidad por la hidrélisis de la micro-
biota intestinal a solanidina, que es menos toxi-
ca y menos absorbible.

La reaccién de degradacioén inicial de los
glucésidos flavonoides por las bacterias intesti-
nales es mediante hidrdlisis. Asi, la hesperidina,
un ramnoglucésido encontrado en la uva, se
hidroliza primero a hesperitina y fenil-3-D-glu-
cosido. Posteriormente la degradacién micro-
biana conduce a fenol. El aglucén, hesperitina,
es mds liposoluble que el compuesto original.
Una situacién similar tiene lugar con la naringi-
na, también encontrada en la uva, y la rutina,
que estd presente en relativa gran cantidad en el
trigo y otras plantas.

Conjugados

Las sustancias absorbidas suelen conjugarse con
4cido glucurénico, glicina, taurina y otros com-
puestos. Estos conjugados pueden ser excretados
en la bilis y luego ser hidrolizados por los
microorganismos intestinales. Los compuestos
libres pueden ser posteriormente reabsorbidos
sufriendo circulacién enterohepdtica. De esta
forma, la toxicidad de un compuesto puede
aumentar, ya que la exposicion del organismo al
compuesto se ve prolongada (Rowland, 1988;
Chadwick et al., 1992).

Ejemplos de hidrélisis de glucurénidos por
las bacterias intestinales son el dietilestilbestrol
(DES) y el di-ter-butilhidroxibenzoato del BHT.
La circulacién enterohepatica de los aglucones
del DES-glucurénido y BHT-glucurénido ha
sido demostrada en ratas.
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CN
CH_O_06H10_O4_O_
Amigdalina

HNL: Hidroxinitrilo liasa

Biotransformacién de la amigdalina.

Figura 3.1.

Los fenoles de las plantas se excretan proba-
blemente como glucurénidos en la bilis. De
forma similar, estos glucurénidos estan sujetos a
hidrélisis intestinal microbiana previa a otro tipo
de degradacién microbiana. Asi, el glucurénido
del acido feridlico (acido 3-metoxi-r-hidroxi
cindmico) es hidrolizado por las bacterias intes-
tinales. El acido libre es luego reducido en el
doble enlace, desmetilado y deshidroxilado.
El producto final de estas reacciones, el acido
m-hidroxifenilpropidnico, es absorbido y excre-
tado en la orina.

La enzima B-glucuronidasa se encuentra en
muchas especies de bacterias intestinales, parti-
cularmente E. coli. El alto grado de actividad
B-glucuronidasa en el colon y el ciego se corre-
laciona bien con la alta densidad microbiana en
estas dreas del tracto g.i.

El 4cido hipdrico, un conjugado con glicina
del benzoato, también se hidroliza por las bacte-
rias intestinales, particularmente por especies
del género Enterococcus. L.os benzoatos produ-
cidos, al ionizarse a pH alcalino, pueden ser
pobremente absorbidos debido al ligero pH alca-
lino del colon donde tiene lugar una significati-
va hidro6lisis del 4cido hiptrico.

La N-hidroxifluorenilacetamida es un carci-
négeno destoxicado por enzimas hepéticas y eli-
minado por via biliar en forma de glucurénido.
Weisburger y colaboradores (1970) encontraron

CN
HOHC
B-glucosidasa
CeH1105 ©
Bacteriana
OHC /
2 CoH1206
HCN +

que la mayor parte del material excretado era
desconjugado en ratas convencionales, en con-
traposicion a lo que ocurria en ratas libres de
microorganismos. El mismo tipo de estudio
explica algunas de las acciones de la dimetilhi-
drazina (DMH), un carcinégeno usado para
inducir cédncer intestinal. Se descubrié que la
DMH era bioactivada en el higado a un deriva-
do carcinogénico muy potente, el azoximetano
(posteriormente transformado a metildiazonio).
El azoximetano es conjugado con glucurénico y
secretado en la bilis, llegando de esta forma a
las bacterias intestinales. Esto puede explicar
por qué su potencial carcinogénico es mucho
menor en ratas libres de microorganismos. Otras
moléculas que aparentemente siguen el mismo
tipo de biotransformacién son el 1-nitropireno,
el 3,2-dimetil-4-aminobifenil, el benzo[a]pire-
no, etc.

Los conjugados de la bilirrubina son hidro-
lizados por B-glucuronidasas bacterianas y los
pigmentos biliares sufren circulacién enterohe-
patica.

Los glucurénidos de los estrégenos sufren
una extensa recirculacién. La administracion de
ampicilina aumenta en gran medida la excrecién
fecal de conjugados de estrégenos debido a la
disminucién del metabolismo bacteriano. Un
efecto similar ocurre en el metabolismo de la
progesterona.
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En los dltimos afios se estdn reuniendo mu-
chas evidencias acerca del papel de las aminas
aromaticas heterociclicas (AAH), productos de
pirdlisis de los aminodcidos contenidos en pro-
ductos céarnicos y en el pescado, en la etiologia
del cancer de colon en humanos, jugando las bac-
terias un papel crucial en su activacién a inter-
mediarios reactivos con el ADN. El mecanismo
mads importante implicado es la rotura de los glu-
curénidos por las bacterias intestinales, aunque
hacen falta mds estudios al respecto ya que los
datos existentes hasta el momento son controver-
tidos (Knasmiiller ef al. 2001). No obstante, el
papel de la microbiota intestinal en su activacion
es un hecho demostrado (Kassie et al., 2001).

Esteres

Ejemplos de la hidrdlisis microbiana intestinal
de ésteres son el acido glicirretinico hemisucci-
nato, el metil galato, un antioxidante (Figura 3.2),
y el acido clorogénico, un éster de los 4cidos
cafeico y quinico. El dcido glicirretinico es lipo-
soluble y puede ser absorbido facilmente en el
tracto g.i. El regaliz contiene el glucurénido, el
acido glicirrizico.

El 4cido glicirrizico produce efectos simila-
res a la deoxicortisona, por lo que ingerido en
cantidad lo suficientemente alta puede producir
retencién de sales, hipertension y cardiomegalia.

El 4cido gédlico es suficientemente soluble
en lipidos, por lo que puede ser absorbido de
forma significativa en el colon. Al ser metilado

en los tejidos, puede competir por grupos meti-
lo esenciales. Se ha demostrado debilidad y otros
desérdenes neurolégicos en animales expuestos
a 4cido galico, compuesto que puede ser meta-
bolizado por las bacterias intestinales a deriva-
dos més téxicos.

Uno de los productos de la hidrélisis micro-
biana del acido clorogénico es el acido cafeico,
producto de degradacién que puede dar lugar a
sensibilizacién de tipo dermatitis (Concon,
1988).

Hidrélisis de sulfamatos

El ciclohexano sulfamato de sodio (ciclamato)
es un agente edulcorante. Las bacterias intesti-
nales lo degradan a ciclohexilamina y sulfato,
probablemente por hidrdlisis realizada por enzi-
mas sulfatasas (Figura 3.3). La ciclohexilamina
es mas lipofilica que el compuesto original y es
rapidamente absorbida y excretada en la orina
(Bethizy y Hayes, 1994). Ante la sospecha de su
posible carcinogenicidad y teratogenicidad,
demostrada en animales de experimentacion,
algunos paises como Estados Unidos, Japon e
Inglaterra lo prohibieron. Actualmente, el cicla-
mato estd autorizado en la Unién Europea, aun-
que en algunos alimentos en cantidad limitada, y
la Administracién para la Alimentacién y los
Medicamentos (FDA) americana esta revisando
una peticion para volver a aprobarlo.

Se requiere una considerable exposicidn pre-
via a ciclamato para descomponer el compuesto.

HO HO
HO COOCH; — HO COOH + CH3OH
HO HO
Metil galato Acido galico

Figura 3.2. Hidrélisis del metil galato.
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NHSO;Na———> <:>—NH2 + 50,72

Ciclamato sédico

Figura 3.3.  Hidrélisis del ciclamato.

Incluso entonces, estd comprobado que no todos
los humanos son capaces de descomponer
extensamente el compuesto a ciclohexilamina.
La mayoria de las ratas Wistar son capaces de
descomponer el edulcorante, sin embargo, el
conejo muestra un comportamiento similar a los
humanos. Las bacterias responsables parecen
ser del grupo Enterococos. Es de notar que la
ciclohexilamina estard menos ionizada en el
intestino y por tanto serd mds absorbible.

Hidrélisis de tiamina

Muchas especies de bacterias intestinales han
demostrado su capacidad para descomponer la
tiamina. Tres en particular fueron aisladas de
la materia fecal de un paciente con una deficien-
cia de tiamina persistente, en individuos sanos y
en pacientes hospitalizados. Los microorganis-
mos fueron Bacillus thiaminolyticus, Bacillus
aneurinolyticus 'y Clostridium thiaminolyticum.

HaC N NH,
\( A
N| :
7 Cc—N +  HSCH,CHCOOH
Ha
= NH,
HoC CH,CH,OH

Tiamina

Tiaminasa Il

Figura 3.4. Hidrélisis de tiamina.

Tiaminasa |

Ciclohexilamina

Las dos primeras especies son aerobios forma-
dores de esporas, y la Gltima es un anaerobio. B.
thiaminolyticus y C. thiaminolyticum producen
la enzima tiaminasa I, y B. aneurinolyticus tia-
minasa II. Estas dos enzimas difieren en su
modo de accién. La tiaminasa I promueve las
reacciones de intercambio con varios compues-
tos por el grupo tiazol, seguido de hidrdlisis.
Asi, anilina, cisteina, dcido nicotinico y otros
pueden ser intercambiados por el grupo tiazol.
La tiaminasa II cataliza la hidrdlisis directa del
enlace CH,-N- entre los grupos pirimidina y tia-
zol (Figura 3.4).

4.2. Descarboxilacién

La descarboxilacién intestinal microbiana de 4ci-
dos fenolicos puede dar lugar a productos de
mayor toxicidad que el compuesto original. Los
siguientes ejemplos (Figura 3.5) ilustran este
hecho:

N NH,
\|/ AN
| s
N
Z CHy—S——CH,CHCOOH+HN
NH,
H,C CH,CH,0H
N NH, S
X /
| +* N
N —_—
Z CH,OH
HaC CH,CH,0H
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COOH
[
HO OH HO OH
OH OH
Acido galico Pirogalol
CH,COOH CH,
OH OH

Acido p-hidroxifenilacético p-Hidroxitolueno

Figura 3.5. Ejemplos de descarboxilacién bateriana.

Es de notar que todos estos ejemplos tienen
el grupo para-hidroxi. A partir de estudios de
descarboxilacién con un gran nimero de 4dcidos
benzoicos fendélicos con microorganismos del
ciego de rata, se ha demostrado que el grupo
hidroxi en posicién «para» es necesario para que
lareaccion de descarboxilacion ocurra. Los pro-
ductos de la descarboxilacién son frecuente-
mente absorbidos y pueden ser detectados en la
orina. Es preocupante la formacién de vinilcate-
col por descarboxilacién microbiana intestinal
del acido cafeico, como se ha demostrado en
rata, ya que la carcinogenicidad de compuestos
vinilicos ha sido demostrada. Los productos
fendlicos son mds liposolubles, y més facilmen-
te absorbibles que los 4cidos fendlicos de ori-
gen. El pirogalol es més téxico que el dcido géli-
co. La toxicidad del fenol es bien conocida, pero
ademads hay que tener en cuenta su posible papel
como promotor de cancer (Concon, 1988).
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COOH

OH

OH
Acido p-hidroxibenzoico Fenol
HC=—CHCOOH HC=—CH,
%
OH OH
OH OH
Acido cafeico 4-Vinilcatecol

Una fuente de aminoéacidos (aas) en el colon
son las proteinas no digeridas y el detritus celu-
lar y microbiano, que son hidrolizados por pro-
teasas bacterianas para formar aminodcidos.
Esto, unido al escape de aas de la sangre al
lumen intestinal y los aas no absorbidos de la
digestién de las proteinas constituyen la fuente
de aas que sirve como sustrato para las reaccio-
nes de descarboxilacién y desaminacion bacte-
riana. Los productos de estas reacciones poseen
varios grados de toxicidad. Varios de estos pro-
ductos tienen actividad presora. Asi, la descar-
boxilacion de la tirosina, triptéfano, fenilalanina,
histidina, cisteina y lisina da lugar a tiramina,
triptamina, feniletilamina, histamina, cistamina
(aminoetil mercaptano) y cadaverina, respectiva-
mente. Las primeras tres aminas son compuestos
hipertensores; las dltimas tres son hipotensoras.

La descarboxilacién de la arginina por las
bacterias intestinales tiene lugar primero por eli-
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minacién de un grupo formamidina (HN=C-
NH,) para producir ornitina. La posterior descar-
boxilacion y desaminacion de los subsiguientes
derivados por las bacterias produce D’-pirrolina,
que es reducida a pirrolidina. Esta también puede
ser producida por la descarboxilacién de prolina
por las bacterias intestinales. De forma similar la
cadaverina procedente de la descarboxilacion de
la lisina sufre una reaccion de ciclacion para for-
mar piperidina.

La formacién de pirrolidina y piperidina por
las bacterias intestinales es quizd de mayor sig-
nificacion toxicoldgica que aquella de las dia-
minas, ya que la cantidad formada en este ulti-
mo caso no suele ser suficiente para producir
efectos toxicos significativos. En contraste, las
bacterias intestinales, por ejemplo E. coli, puede
promover la formacién de nitrosaminas a partir
de estas aminas secundarias ciclicas. La nitroso-
piperidina y nitrosopirrolidina son carcinégenos
relativamente potentes.

Piperidina y pirrolidina se excretan en la
orina en humanos en una tasa de 0,8 y 0,4
mg/dia. Estas cantidades variardn por supuesto
con la dieta y otros factores. Asi, estas dos ami-
nas puede que haya que considerarlas en la etio-

Descarboxilasa

logia del cancer g.i. y de vejiga, especialmente
en condiciones de alta ingesta de nitratos en la
dieta y el agua de bebida (Concon, 1988).

4.3. Desaminacion

Los productos de la descarboxilacién de aas
pueden sufrir posteriormente desaminacion, o
los aas pueden ser desaminados previamente a
su descarboxilacién. Por ejemplo la tirosina
puede sufrir la reaccién indicada en Figura 3.6.
De forma similar, la cisteina puede ser degra-
dada por ambas vias, produciendo etilmercapta-
no, que es degradado posteriormente a metil-
mercaptano y finalmente a H,S. El H,S es un
gas extremadamente toxico, produciendo la
muerte en unos pocos segundos cuando se inha-
la a concentraciones letales. Sin embargo, la
cantidad producida a partir de las proteinas rara-
mente alcanza niveles toxicos y no llega a pro-
ducir efectos toxicos significativos. El etilmer-
captano es téxico y puede producir efectos
narcoticos si el hombre lo inhala a una concen-
traciéon de 4 ppm. La DL50 de CH;-SH en el
ratén es 2,4 mg/kg, y la menor concentracion
letal por inhalacién en rata es de 1.000 ppm.

CH,COOH

NH>
CH,CHCOOH CH,CH,COOH
Desaminasa _
Oxidasa
OH COOH OH

Oxidasa Descarboxilasa

OH

Figura 3.6. Desaminacién de la tirosina.

© Descarboxilasa ©
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El triptéfano sigue una desaminacién bacte-
riana a 4cido indol propidnico, que posterior-
mente se degrada a dcido indolacético y final-
mente a escatol e indol, siendo estos dos ultimos
compuestos los que le dan el olor caracteristico
a las heces. El indol tiene una DL50 oral en rata
de 1g/kg. La DL50 i.v. para el perro es de 60
mg/kg. Se desarrollan tumores de vejiga en ratas
alimentadas con 2-acetilaminofluoreno en la
dieta con triptéfano (1,4 o 4,9%), indol (0,8 o
1,6%), o acido indol acético (1,0%). El 2-acetil-
aminofluoreno por si solo no los produce. El
indol es facilmente soluble en grasas y deberia
ser rdpidamente absorbido. La absorcién del
indol se pone de manifiesto por la presencia en
la orina de indoxil sulfato un producto de desto-
xicacién del indol.

En condiciones de enfermedad como hipoclor-
hidria, ictericia obstructiva y diarrea, puede ser
excretado una cantidad de indoxil sulfato relativa-
mente grande. Asi, este producto de destoxicacién
del indol es un indice de la absorcién de productos
de la putrefaccion por las bacterias intestinales.

En un estudio realizado en sistemas de culti-
vo semicontinuo, Harris et al. (1986) demostra-
ron la conversion de la 5-fluorocitosina (5-FC) a
5-fluorouracilo (5-FU) por la microbiota intesti-
nal humana. La 5-FC es una fluoropirimidina
usada principalmente en el tratamiento de la
micosis sistémica. Es desaminada a 5-FU por
los microorganismos intestinales, particular-
mente E. coli, que presenta una gran actividad
citosina desaminasa. Esta biotransformacion se
ha asociado con la toxicidad clinica de la 5-FC

N COOH N
= =
—_—
A A
0

H
Acido kinurénico Acido quinaldico

Figura 3.7.  Ejemplos de deshidroxilacién bacteriana.

que produce anemia, leucopenia y trombocito-
penia en aproximadamente un tercio de los
pacientes.

4.4. Deshidroxilacién

Algunas especies de bacterias anaerobias perte-
necientes a los géneros Bacteroides, Clostri-
dium, y Veillonella y la especie Streptococcus
faecalis, que habitan el tracto g.i. de los mami-
feros, son capaces de deshidroxilar el dcido coli-
co a 4cido desoxicélico.

Algunas cepas son incluso capaces de deshi-
droxilar en la posicién 12 al dcido célico, pro-
ducto de la desconjugacién de las sales biliares,
para producir 4cido quenodesoxicélico; la eli-
minacién de OH" en la posicién 12 por las bac-
terias intestinales produce 4cido litocdlico. El
acido desoxicélico ha demostrado que induce
sarcomas locales tras su inyeccidon subcutanea
en ratas o ratones.

Los metabolitos del triptéfano también se
deshidroxilan por las bacterias intestinales. Asi,
el acido kinurénico y xanturénico son deshidro-
xilados a acido quinaldico y dcido 8-hidroxiqui-
naldico (Figura 3.7).

El papel de las bacterias intestinales en pro-
mover la deshidroxilacién ha sido confirmada
por el uso de antibidticos para prevenir que esta
reaccién ocurra. Es interesante el hecho de que
tanto el dcido xanturénico como 8-hidroxiqui-
naldico se hayan considerado tumorigénicos,
induciendo tumores de vejiga en ratones, al
igual que otros metabolitos del tript6fano.

OH OH
COOH /N COOH é@/COOH
————
x x
OH

Acido xanturénico Acido 8-hidroxiquinaldico
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4.5. Desmetilacion

Algunos ejemplos de desmetilaciéon promovidos
por las bacterias intestinales ya se han visto en
relacién con otras reacciones. Tipos adicionales
de reacciones de desmetilacién inducidas por
bacterias intestinales son la O- y N-desmetila-
cién. Algunos compuestos degradados por O-
desmetilacion son los flavonoides y metoxideri-
vados de los acidos benzoico, fenilacético,
fenilpropidnico y cindmico. La O-desmetilacién
da lugar a la formacién de O-dihidroxifenoles,
que pueden tener efectos antitiamina.

Las bacterias intestinales también llevan a
cabo N-desmetilacién. La colina libre y los deri-
vados de la lecitina, tras su hidrélisis, pueden
ser N-desmetiladas para dar una dimetilamina
terciaria. La accion de fosfolipasas y fosfatasas
enterobacterianas en la lecitina produce colina,
que es degradada a trimetilamina por cepas de
Bacillus spp. y Clostridium spp. La N-desme-
tilacién de la trimetilamina tanto por E. coli,
Bacteroides fragilis, Bifidobacterium spp., y
tanto Clostridium spp. como por C. bifermetans
produce dimetilamina. Bacteroides, bifidobacte-
rias y clostridios asi como E. coli y S. faecalis
pueden promover la nitroxilacién de la dimetila-
mina a dimetilnitrosamina, pudiendo ser las
dimetilaminas significativas en la formacién de
nitrosaminas (Figura 3.8).

El metilmercurio es un ejemplo tipico de la
importancia de la micorbiota intestinal en pro-
cesos de destoxicacion. Roland et al, 1993
encontraron que la incubacion de metilmercurio

RCO—O O——OCR

CHy;CH—CH,0—P=—=0

Lecitina

(CH3),N—/—N=—=7=0O NO (CH3),NH

E. coliy ofras

- Dimetilamina
enterobacterias

Dimetilnitrosamina

Figura 3.8. Ejemplo de desmetilacién bacteriana.

o

OCH,CH,N*(CH3)3

N-demetilasa
bacteriana

organico con microbiota fecal humana o de rata
daba lugar a mercurio inorgdnico desmetilado.
El compuesto original es rapidamente absorbido
y entra en el ciclo enterohepético, mientras que
la molécula desmetilada lo hace escasamente y
por tanto es rdpidamente excretada en las heces.

4.6. Deshalogenacion

Un buen ejemplo de reaccién de deshalogena-
cidén llevada a cabo por bacterias intestinales es
la decloracién reductiva del DDT (Figura 3.9).

Aerobacter aerogenes y E. coli aisladas de
intestino de rata deshalogenan rapidamente el
DDT. A. erogenes, sin embargo, puede degradar
el DDT ademas a diversos metabolitos (Concon,
1988).

4.7. Reduccién

La hidrogenacién de 4cidos grasos insaturados y
otros dcidos insaturados, nitrocompuestos y gru-
pos azo es una forma de reduccién. La reduc-
cidén de los dcidos grasos insaturados linoleico y
linolénico tiene lugar en el intestino humano
(Figura 3.10).

Especies bacterianas intestinales comunes
como Clostridium perfringens, Streptococcus
faecalis, E. coli y otros, individualmente o en
cultivo mixto, hidrogenan los 4cidos linolénico
y oleico.

Las bacterias intestinales también hidroge-
nan al 4cido cafeico y a otros acidos fendlicos
insaturados.

o
Fosfolipasa | .
——» O—P——O——CHyCH;N"(CH3)3

Colina Fosfato

OH

Fosfatasa
N-demetilasa +
OH——CH,CH,N"(CHy)3

(CHa)sN bacteriana

Trimetilamina Colina
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DDT
Figura 3.9. Deshalogenacién del DDT.

Los nitrocompuestos son reducidos a las
correspondientes aminas por las bacterias intes-
tinales. Proteus vulgaris y E. coli reducen el clo-
ramfenicol y otros nitrocompuestos organicos a
las correspondientes arilaminas. Los nitrocom-
puestos aromaticos, 2,3,4,5-tetracloronitroben-
ceno, nitrobenceno, el dcido o-, m-, y p-nitro-
benzoico y sus amidas, m- y p-nitrofenol, y o-y
p-nitrotolueno pueden todos ellos ser reducidos
por las bacterias intestinales.

La microbiota intestinal es responsable de la
reduccién de la digoxina, dando lugar a metabo-
litos inactivos. Estos metabolitos pueden consti-
tuir al menos el 5% de la excrecién urinaria de
digoxina, pero el 10% de los pacientes puede
excretar mds de un 40% de digoxina de esta
forma. La reduccion de la molécula original es
inhibida en presencia de aire in vitro y de anti-
bidticos tanto in vitro como in vivo en humanos.
La administracion de tetraciclina o eritromicina
a pacientes que reducen en gran medida la digo-
xina aumenta las concentraciones séricas del
farmaco. Esto sugiere que un paciente con una
microbiota activa frente a la digoxina puede
sufrir efectos toxicos agudos cuando se le admi-
nistra un antibiético (Roland et al. 1993). Uno

e Yant

CHCl,
DDD

de los microorganismos identificados como res-
ponsables de la reducciéon de la digoxina es el
anaerobio Eubacterium lentum (Pelkonen y
Hénninen, 1986).

El metronidazol es otro ejemplo de la impor-
tancia de las reducciones bacterianas. Las enzi-
mas implicadas pertenecen al grupo de las nitro-
reductasas. Estas enzimas son responsables de la
reduccién de los nitrocompuestos dando lugar a
la liberacién de aminas a través de la produccién
de derivados nitroso o N-hidroxi reactivos. El
metronidazol se ha usado extensamente, princi-
palmente como farmaco antiparasitario y en el
tratamiento y la profilaxis de infecciones por
bacterias anaerobias. Se trata de un compuesto
mutagénico en bacterias, y que administrado en
grandes dosis aumenta la incidencia de tumores
en ratones. Goldman (1980) mostré que la
reduccién del metronidazol da lugar a la forma-
cién de una amplia variedad de metabolitos.
Entre ellos, dos han sido caracterizados por ser
los més estables: la acetamida, un carcinégeno
débil en roedores y el dcido N-(2-hidroxietil)
oxamico, ambos derivados del metabolismo
bacteriano, como se demostrd en experimentos
con animales gnobidticos (Koch et al., 1979).

CHy(CHy),CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH

Acido linoleico

CH3(CH,CH=—=CH)3CHx(CH,)sCOOH /

Acido linolénico

Figura 3.10. Ejemplos de reduccién microbiana.

CHa(CH,)1COOH
Acido estearico
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El herbicida trifluralin también se reduce a
su derivado monoaminado, que es posterior-
mente absorbido en el intestino de rata.

Las nitrosaminas estdn consideradas como
una de las principales causas de cancer en huma-
nos. Pueden ser formadas por la microbiota
intestinal, por reduccién de las bacterias de los
nitratos a nitritos en presencia de aminas secun-
darias, muchas de ellas de origen alimentario.
Las condiciones conducentes a un ambiente gas-
trico mds apropiado para el crecimiento bacte-
riano pueden favorecer la formacién de estos
compuestos. De hecho, algunos agentes bloque-
antes de H, usados para inhibir la secrecién de
acido gastrico, aumentan la reduccién de nitra-
tos y asi la liberacion de nitrosaminas, al igual,
que por otras razones lo hacen algunas enferme-
dades digestivas, reseccion géstrica, gastritis
atrofica, etc. (Roland et al., 1993).

Takeno y Sakai (1991) en un estudio realiza-
do en ratas, demostraron que el nitrazepam sufre
nitroreduccion por la microbiota, lo que puede
jugar un papel importante en la teratogenicidad
de este compuesto.

La azoreduccién por bacterias intestinales es
de interés, ya que los azocolorantes se han
empleado en la industria alimentaria. Entre
ellos, la tartrazina, el acido amarillo (4-aminoa-
zobenceno-3,4-sodio sulfonato), etc., pueden
sufrir la ruptura reductiva del azoenlace.

La especie S. faecalis ha sido implicada en
un numero de azoreducciones bacterianas. E.
coli, A. aerogenes y Bacillus proteus han sido
involucradas también en la azoreduccién de
colorantes solubles en grasas como el 1-fenila-

HO COOH

HO OH

. OH
Acido quinico

Figura 3.11.  Aromatizacién del acido quinico.

zo-2-naftol y el rojo metilo (dcido 4-dimetilami-
nobenceno-2’-carboxilico).

El farmaco sulfasalazina es otro ejemplo de
azoreduccion bacteriana, liberando la ruptura del
azoenlace sulfapirina y 5-aminosalicilato. La sul-
fapiridina, al no tener carga, es rdpidamente
absorbida y entra en la circulacion sistémica para
ser eliminada posteriormente por la orina, mien-
tras que el S-aminosalicilato, al ser muy polar al
pH del colon, permanece en el mismo para ser
eliminado a través de las heces. De hecho, la
molécula completa actia como transportadora
del 5-aminosalicilato, liberandolo en el colon,
donde ejerce su efecto terapéutico en el trata-
miento de la colitis ulcerosa (Goldman, 1982).
Por el contrario, la sulfapirina es la responsable
de los efectos adversos de la molécula original
como rash y alteraciones hematoldgicas.

Las bacterias sulfato reductoras que llevan a
cabo la reduccién de sulfatos y sulfitos a sulfuro
constituyen un grupo muy especializado de
microorganismos dentro de las bacterias Gram
negativas anaerobias que se encuentran colo-
nizando el intestino delgado de los humanos adul-
tos (Gibson et al., 1993). La actividad de estas
bacterias estd controlada fundamentalmente por
la disponibilidad de compuestos de azufre oxida-
dos, fundamentalmente SO, y SO;* que se
encuentran en algunos conservantes de alimentos,
y que por lo tanto, ingerimos. Existen varios estu-
dios que demuestran la toxicidad del sulfuro para
las células del epitelio del intestino, promoviendo
tanto la proliferacion celular como otros procesos
tipicos de colitis ulcerosas (Christl et al., 1996;
Pitcher y Cummings, 1996; Roediger et al., 1993).
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4.8. Aromatizacion

La aromatizacion llevada a cabo por las bacte-
rias intestinales se ilustra por la deshidroxila-
cién del 4cido quinico (Figura 3.11) o el 4cido
sikimico, produciendo 4cidos benzoico y vaini-
llinico.

4.9. Otras

Aunque la mayoria de las reacciones de bio-
transformacion llevadas a cabo por la microbio-
ta intestinal son de naturaleza reductiva, esta
también puede realizar oxidaciones. Asi, se ha
comprobado que microorganismos pertenecien-
tes a la microbiota normal humana son capaces
de oxidar el alcohol a acetaldehido mediante la
alcohol deshidrogenasa. El metabolito primario
del etanol, el acetaldehido es muy téxico, pro-
duciendo efectos mutagénicos y carcinogénicos,
ademads de otros efectos toxicos. Existe un alto
porcentaje de la poblacion asidtica que presenta
una deficiencia genética en la destoxicacién del
acetaldehido, por lo que el riesgo de cancer aso-
ciado al alcohol es particularmente alto entre
ellos (Mikko, 2003; Sanz 1995).

Otras sustancias que sufren metabolismo
oxidativo son los lignanos contenidos en pro-
ductos de nuestra dieta, dando lugar a deriva-
dos aromdticos hidroxilados (Niemeyer y
Metzler, 2002).

Factores que afectan a la
microbiota intestinal

La composicion y funcionalidad de la microbio-
ta intestinal se encuentra muy influenciada por
el tipo de alimentos que ingerimos, de esta
forma los compuestos azufrados estimulan el
metabolismo de las bacterias sulfato reductoras,
produciéndose metabolitos toxicos que son per-
judiciales para el hospedador. Por el contrario,
ciertos alimentos como los oligosacdridos esti-
mulan el crecimiento y metabolismo de las bifi-

dobacterias que causan efectos beneficiosos
para el hospedador. De la misma manera, los
clostridios también responden selectivamente a
componentes especificos de la dieta jugando un
papel importante. De ahi la importancia que ha
adquirido en los dltimos afios la incorporacién
de determinados alimentos denominados fun-
cionales a la dieta, puesto que pueden modular
significativamente la composicién de la micro-
biota intestinal, considerandose una estrategia
de importancia en el mantenimiento de la salud
humana (Saarela er al., 2002).

Los antibidticos tienen también una
influencia obvia sobre la microbiota g.i.
Modifican la composicién de la misma y como
resultado las reacciones de biotransformacién
mediadas por la microbiota cambian tanto
cuali como cuantitativamente (Pelkonen y
Hinninen, 1986).

Otros factores que afectan a la microbiota se
resumen a continuacion en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3.
del tracto g.i.

Factores que afectan a la microbiota

1. Factores dependientes del hospedador:
pH, secreciones como inmunoglobulinas, bilis, sales,
enzimas
motilidad, e.j. velocidad, peristaltismo
fisiologia, e.j. compartimentacion
células exfoliadas, mucinas, exudados del tejido
2. Factores dependientes de la microbiota:
adhesién
motilidad
flexibilidad nutricional
esporas, capsulas, enzimas, componentes
antimicrobianos
tiempo de generacién
3. Interacciones microbianas:
Sinergia:
cooperacién metabélica
factores de crecimiento y excrecién de vitaminas
cambios en pH, tensién de O,
Antagonismo/estimulacién:
écidos grasos de cadena corta, aminas
cambios de pH, tensién de O,
componentes antimicrobianos, sideréforos
requerimientos nutricionales

4. Dieta:
composicién, fibra no digerible, farmacos, efc.

(Holzapfel et al. 1998)
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Perspectivas futuras

En un momento de auge de la ecologia micro-
biana, si bien es de suma importancia conocer la
biodiversidad de microorganismos que integran
la microbiota intestinal, de mayor importancia
en el tema que nos ocupa es conocer las activi-
dades desarrolladas por cada microorganismo
dentro del ecosistema, ya que nos permitirad
determinar el papel que desempeiia esta micro-
biota en toxicologia alimentaria. Los animales
gnobidticos constituyen un modelo experi-
mental adecuado para determinar si los meta-
bolitos de un xenobidtico se forman en el trac-
to digestivo, o para clarificar el papel de los
microorganismos en la cinética de un com-
puesto en el organismo. Otros métodos que
han mostrado su eficacia en este campo son
los sistemas de cultivo semicontinuos (Manning
etal., 1987).

Un gran reto para el futuro serd estudiar
como los distintos microorganismos que inte-
gran esta comunidad interactdan tanto con otros
miembros de la microbiota como con las célu-
las de su hospedador. La aplicacion de técnicas
moleculares a estos estudios ayudara a los micro-
bidlogos a comprender el papel que los microor-
ganismos juegan en su ambiente natural y las
actividades que la microbiota intestinal lleva a
cabo in situ.

Por otra parte, gracias al desarrollo de la
gendmica en los Ultimos afios, otro importante
reto para el futuro serd determinar el genoma de
los microorganismos que forman parte de la
microbiota intestinal, conocido colectivamente
como microbioma (incluyendo otros nichos del
cuerpo humano). De hecho, ya se encuentran
disponibles algunos genomas completos de bac-
terias que forman parte de la microbiota intesti-
nal, lo cual permitira llevar a cabo estudios com-
plejos sobre la interaccién entre las bacterias y
el ser humano, tanto a nivel transcripcional como
anivel de proteinas (Natera et al. 2000). Ademas,
recientemente se han dilucidado importantes
aspectos relativos a la relacion simbidtica entre
la especie Bacteroides thetaiotaomicron y el ser

humano, y se ha descrito un complejo aparato
sensor del ambiente que permite a esta especie
bacteriana detectar y responder a distintas con-
diciones del nicho ecoldgico que habita, de tal
manera que se establece una relaciéon tanto con
el individuo como con otros géneros integrantes
de la microbiota (Xu et al., 2004).

Otro de los retos del futuro sera conocer los
distintos factores que determinan la composi-
cion de la microbiota intestinal; en este sentido
se deberd estudiar tanto la importancia de la
constitucién genética del hospedador humano
en la predisposicion a ser colonizado por deter-
minadas especies como el impacto que ejercen
los factores ambientales.

El conocimiento de todas estas facetas hara
que en el futuro, una de las herramientas mas
valiosas de la medicina terapéutica y preventiva
sea el control y la manipulacién de la microbio-
ta intestinal.
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Introduccion

Los alimentos pueden ser fuente de toxicos,
intrinsecos o contaminantes. En la mayoria de
los casos, los alimentos actiian como vehiculos
de los toxicos, que a menudo son contaminantes
presentes en el medio ambiente o resultado de
los procesos de elaboracion de los mismos.

La via dietética es la principal via de exposi-
cidn a toxicos/contaminantes para todas aquellas
personas que no estdn expuestas a los mismos
como consecuencia de su actividad laboral. La
importancia de dicha via depende de la cantidad
total de toxico ingerido y de la proporcién del
mismo disponible para el organismo, a esta tlti-
ma se le da el nombre de biodisponibilidad (BD),
que depende de la fuente dietética de proceden-
cia y del proceso de elaboracién aplicado al ali-
mento (Wienk et al., 1999; van het Hof et al.,
2000). Segun sea su BD, la ingesta de un téxico
componente intrinseco o contaminante de un ali-
mento puede provocar efectos toxicos, mientras
que la misma cantidad de téxico procedente de
otro alimento es posible que no cause efecto

alguno. Por tanto, la estimacién del riesgo para la
salud derivado de la presencia de un téxico
(intrinseco o contaminante) en el alimento impli-
ca conocer su BD, que depende de la forma o
especie quimica del compuesto en el alimento y
de la presencia de otros componentes de la
matriz, que pueden ejercer efectos sobre su BD.

En resumen, la presencia de un t6xico en un
alimento, inclusive cuando su concentracion es
alta, no es indicadora en si misma de los efectos
adversos que potencialmente puede provocar,
pues estos dependerédn en parte de su BD.

Biodisponibilidad (Baker et al.
2003; Caussy et al. 2003)

La BD de un compuesto que llega al organismo
por via oral puede considerarse resultado de los
siguientes procesos:

1. Liberacion, en el tracto gastrointestinal,
del compuesto de la matriz en que se
encuentra.
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2. Transporte a través del epitelio intestinal
(transporte intestinal-absorcion).

3. Metabolizacion en la mucosa intestinal y
en el higado (metabolismo).

El primer requisito que debe de cumplir un
compuesto para ser biodisponible es que se libe-
re de la matriz alimentaria. Para ser absorbido
necesita ademads ser soluble en el tracto gas-
trointestinal. A la fraccion soluble se la califica
de bioaccesible.

La BD propiamente dicha es la fraccion de
compuesto ingerido que llega a la circulacién
sistémica y se encuentra disponible para ejercer
su accion y efecto en el organismo receptor.

Los componentes téxicos de los alimentos
sobre los que se han realizado estudios de BD
son los contaminantes y entre ellos, los minera-
les, probablemente porque son también los
nutrientes cuya BD ha sido objeto de mayor
atencion. Son, asimismo, numerosos los estudios
relativos a la disponibilidad desde los suelos y
las aguas de los minerales implicados en la con-
taminacion tréfica. Por todo ello este capitulo de
BD de toxicos en los alimentos se dedica a los
minerales y en especial a los metales pesados.

Minerales

En numerosos estudios de toxicidad de metales
pesados se comprueba la falta de correlacién
entre la exposicion a un determinado elemento y
el riesgo para la salud, lo que se atribuye en gran
parte a la BD del elemento. Por ello, para eva-
luar el riesgo derivado de la exposicién a un
determinado elemento es imprescindible cono-
cer cudl es la fracciéon del mismo, que se
encuentra en forma potencial o realmente dispo-
nible, para ser captada por el organismo y por
consiguiente capaz de ejercer efectos adversos
(Baker et al., 2003).

En la Tabla 4.1, que incluye elementos esen-
ciales como hierro o cobre y cromo, junto a ele-
mentos toxicos como arsénico, cadmio, mercu-
rio y plomo, se indica la importancia relativa de

Tabla 4.1.  Importancia relativa de la exposicién, a
través del agua o via dietética, a minerales
(adaptado de Caussy et al. 2003).

Agua Biota/alimentos

As  Muy importante
Hg Muy importante
Metilacién en los
sedimentos
Fe Importante
Oxido en tuberias
Sn  Importancia escasa

Importante

Muy importante

MeHg biomagnificacion en
pescado

Importancia escasa

Importancia escasa
Pesticidas orgdnicos
TBT (tributil-Sn) en pescado
Importancia media
Cerdmica esmaltada

y vidrio/ cristal
Pimentén
Trigo (El Cairo)

Importancia escasa

Pb  Importante
Tuberias y soldaduras

Cr  Importancia escasa

la exposicién a elementos minerales via dietéti-
ca o através del agua (adaptado de Caussy et al.,
2003). En la mayoria de los casos el principal
riesgo de la exposicion va ligado a la exposicion
laboral o medio ambiental, aunque en otros,
como el As, los principales episodios de intoxi-
caci6n han sido provocados por su presencia en
el agua.

Factores que influyen en la BD
y toxicidad de los minerales

En los elementos minerales se diferencia entre
bioaccesibilidad (BA), también llamada BD
externa, y la BD interna. La BA depende en gran
medida de la capacidad de los minerales de ser
solubilizados y liberados al medio (aguas, suelos
y alimentos). Mientras que la BD (BD interna)
indica la capacidad de los minerales para ser
absorbidos y alcanzar el 6rgano diana, donde
ejercen sus efectos beneficiosos o téxicos.

Una vez se ha liberado el elemento del ali-
mento que lo contiene en el tracto gastrointesti-
nal, solo se absorbe una fraccién del mismo, eli-
mindndose el resto por las heces. La cantidad
absorbida depende, en parte, de la capacidad
intrinseca de absorcion del 6rgano, y en parte de
factores externos, principalmente dietéticos. En
la Figura 4.1 se muestran los factores que pue-
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Figura 4.1.  Importancia relativa de la
exposicion, a través del agua o via
dietética, a minerales (adaptado de
Caussy et al. 2003.

den influir en la BD. El porcentaje de absorcién
varia en funcién del propio elemento, su forma
quimica (estado de oxidacién, compuestos orga-
nicos o inorgéanicos) y de la presencia de otros
componentes en el tracto gastrointestinal que
pueden afectar a su solubilidad. Asi, por ejem-
plo, el Hg en forma elemental se absorbe en
menos de un 1%, mientras que en forma de
metil mercurio (MeHg) la absorcion es proxima
al 100%.

La especie quimica en que el elemento se
encuentra en el alimento es un importante factor
en la BD y toxicidad de los minerales, que si
bien se sabe desde hace décadas, solo desde
hace relativamente pocos afios se dispone de téc-
nicas adecuadas para la especiacion mineral. El
conocimiento de las especies quimicas presentes
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Regulacion celular de la mucosa
Microflora intestinal

Cantidad absorbida

Estado de desarrollo

< Estado nutricional
Estado de salud
Mecanismos de adaptacién

CANTIDAD UTILIZADA

en los alimentos permite estimar la forma en que
los factores abidticos (dureza, pH, temperatura y
estado de oxidacién) y bidticos (metilacién bac-
teriana, biomagnificacién en la cadena alimen-
taria) pueden afectar a los cambios entre formas
quimicas y a la captacion de las distintas espe-
cies minerales.

El estado nutricional del receptor y otros
componentes de la dieta, en especial los aniones
y los cationes, también tienen un papel en la
absorcion mineral. Son frecuentes las interac-
ciones entre elementos, al competir los cationes
por los mismos transportadores. Asi por ejem-
plo, ingestas dietéticas adecuadas de Fe y Zn
inhiben la absorcién de Cd.

A continuacién se describen aspectos relati-
vos a la toxicidad, presencia en los alimentos y
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BD de algunos elementos que pueden estar pre-
sentes en los alimentos y en ocasiones provocar
efectos toxicos.

1. Aluminio (Al)

El Al puede provocar intoxicaciones: a) croni-
cas, por ingestas dietéticas de Al (consecuencia
de una contaminacién ambiental continuada)
que exceden la capacidad de adaptacién del
organismo humano; b) agudas, de origen iatro-
génico, en pacientes tratados con dosis altas de
medicamentos (antidcidos o antidiarreicos) que
lo contienen (Berthon, 2002).

La asociacién, estadisticamente significati-
va observada entre la ingesta de agua con bajos
y relativamente bajos contenidos de silice y Al,
respectivamente, y la demencia senil tipo
Alzheimer (intoxicacién crénica) es objeto de
especial interés. Se ha sefialado la posibilidad
de que el Al actie como inductor ambiental del
Alzheimer al detectarse pequefias cantidades
de Al, probablemente acumuladas a lo largo de
décadas, en cerebros de personas que padecian
dicha enfermedad (Gauthier et al., 2000).

Biodisponibilidad

La absorcion media del Al es baja (1%), aunque
la variabilidad es alta (0,001 - 24%), y disminu-
ye al aumentar la exposicion. Pero, la baja
absorcion del Al no es garantia absoluta de segu-
ridad en exposiciones a largo plazo. En enfer-
mos de Alzheimer (Taylor et al., 1992) y en per-
sonas con sindrome de Down (Moore et al.,
1997) se ha sefialado un incremento significati-
vo en la absorcion de Al.

Los componentes de los alimentos forman
complejos o precipitan, rdpidamente, al Al del
agua de bebida, por lo que, excepto cuando la
capacidad de fijacién se satura, queda muy poco
AI(III) libre, pero su BD es muy alta al facilitar
su elevada hidratacidn el paso a través del epite-
lio intestinal via paracelular. El Al puede tam-
bién utilizar las vias usadas por los elementos
esenciales a los que sustituye o con los que se
combina.

Se creia que el Al no era disponible, pues a
pesar de disolverse por accién del HCI géstrico,
precipitaba al llegar al duodeno, pero se com-
probd que al igual que los elementos esenciales,
que precipitan a pH neutro y se absorben gracias
a las interacciones con ligandos del fluido intes-
tinal, el Al puede unirse a los mismos, permane-
cer soluble durante el trénsito intestinal y absor-
berse en todos los tramos del mismo (duodeno,
yeyuno e ileon) (Powell y Thompson, 1993). En
pacientes tratados con AI(OH); la acidez de la
parte superior del tracto intestinal libera Al(III)
i6nico soluble y favorece la absorcién del Al
(Kaehny et al., 1997). En presencia de citrato,
que forma un complejo neutro con el Al en el
intervalo de pH de 1 a 4, predomina el papel
ligante del 4cido citrico, y las maximas concen-
traciones séricas de Al, alcanzadas a las 4 h de
su administracion, indican su absorcion en intes-
tino delgado (Weberg y Berstad, 1986). El citra-
to actda, principalmente, en el intestino delgado
proximal formando complejos con los iones
enddgenos de Ca (II) libre, que cubren las mem-
branas basolaterales de las células intestinales,
facilitando la absorcién paracelular del Al (III)
(Froment et al., 1989). Por lo que, el citrato
componente habitual de la dieta aumenta la
permeabilidad de la mucosa proximal al Al
favoreciendo su absorciéon (Whitehead et al.,
1997). Otros 4cidos orgédnicos, componentes
usuales de la dieta como ascorbato, gluconato,
lactato, malato, oxalato, succinato y tartrato,
mantienen soluble el Al a valores de pH proxi-
mos a 8 y facilitan su absorcion (Partridge et
al., 1989). Por el contrario, los fosfatos y la sili-
ce (oligémeros solubles), forman compuestos
poco solubles con el Al e impiden su absorcién
(Juddaohsingh et al., 2000).

La fraccion de Al que llega a la circulacién
sistémica y no se elimina por orina, principal via
de excrecidn, se acumula rapidamente en tejidos
a los que se fija fuertemente. De ahi que la
concentracion plasmadtica de Al solo refleje una
exposicion reciente y no sea un buen indicador
del contenido corporal de Al (Boyce et al., 1987).

El Al puede llegar al cerebro, al igual que el
Fe, por un mecanismo dependiente de la trans-



ferrina y alterar la funcién de la barrera hemato-
cefélica. En las células del cerebro hay recepto-
res con una elevada afinidad por la transferrina,
sea cual sea el elemento que esta transporte. Asi
el Al puede interferir en la homeostasis del Fe y
alterar los procesos celulares que dependen del
mismo en el sistema nervioso central. En el
cerebro de fallecidos que padecian la enferme-
dad de Alzheimer se han encontrado contenidos
de Al en la ferritina, seis veces mayores a los del
grupo control (Berthon, 1996).

Fuentes e ingesta dietética

La BD relativa del Al de los alimentos y bebidas
es muy variable, al igual que las ingestas de los
adultos (Delves et al., 1993). La absorcion del
Al dietético se estima del 0,15%, aunque depen-
de, segtin ya se ha sefialado, de la presencia de
otros componentes de la dieta.

La ingesta dietética media de Al se estima en
unos pocos mg/dia: 3,1 en los Paises Bajos, 3,4
en el Reino Unido, 3,5 en Japén y entre 7y 9 en
los EE UU. El mayor valor de los EE UU se atri-
buye a los aditivos alimentarios (Flaten, 2002).

El té es uno de los escasos vegetales que acu-
mulan Al; su contenido en las infusiones oscila
entre 1 y 6 mg/L. En su mayor parte, el Al se
encuentra unido a compuestos organicos, proba-
blemente a polifenoles, pues el peso molecular
estd comprendido entre 4.000 y 8.500 Da, aunque
se han detectado compuestos de mayor tamafio
(> 10.000 Da). No parece que la BD del Al del té
sea superior a la del procedente de otros compo-
nentes de la dieta (Flaten, 2002).

Debido a su estabilidad frente a la hidrdlisis
y tratarse, al parecer, de un neurotéxico poco
frecuente, merece especial atencion el maltolato
de Al (Corain et al., 1996). Se ha identificado
maltol en el té verde, que puede contener otros
complejos organicos de Al con propiedades
similares al maltolato, y suficientemente esta-
bles para ser absorbidos y acumularse en el cere-
bro y el tejido 6seo (van Ginkel, 1993).

La contribucién de la cerveza a la ingesta de
Al se ha estimado en 0,07 mg de Al/dia, frente a
los 0,2 mg/dia que proporcionaria el agua de
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bebida, de lo que se desprende que en relacién al
Al, el consumo de cerveza no conlleva para sus
consumidores un riesgo mayor que el de agua
potable (Sharpe y Williams, 1995).

La cesion de Al por los utensilios de cocina
ha sido motivo de preocupacion, estimindose la
BD del Al de las cafeteras en un 60% (Erba et al.,
1995).

2. Arsénico (As)

Los alimentos pueden contener As en forma inor-
ganica (As-i) u organica (As-0). Los compuestos
inorgdnicos de As, As (IIT) y As(V), se absorben
mads y son mas téxicos que los compuestos orga-
noarsenicales. El As-i puede bioacumularse en
los organismos marinos, donde se biotransforma
a arsenobetaina.

Las principales vias de exposicion al As para
los seres humanos son el aire, el agua, los ali-
mentos y el suelo.

La Agencia Internacional de Investigacion
del Cancer (IARC) incluye al As-i en el grupo
de compuestos carcinogénicos para el ser huma-
no (Tsuda et al., 1992). Por su parte, la OMS a
partir de los contenidos de As-i del agua de
bebida, establece una ingesta semanal tolerable
provisional de 15 pg/semana/kg peso corporal
(WHO 1989).

Los productos de origen marino, pescados,
moluscos y crusticeos y algas comestibles son
los alimentos mads ricos en As. Su ingesta depen-
de, en gran parte, de la presencia de alimentos de
origen marino en la dieta, que pueden contener
As-i (As Iy V), y As-o, en forma de arsenobe-
taina (AB), especies metiladas (monometil-
MMA, dimetil- DMA, trimetil-amina TMA),
arsenocolina (AC), i6n tetrametilarsenioso
(TMA"), arsenoaziicares y arsenolipidos, siendo
baja la toxicidad de estos ultimos (Suiier et al.,
2002).

Biodisponibilidad

La BD del As dietético depende, al igual que la
de otros elementos, del tipo de matriz donde se
encuentra (el As del suelo es mucho menos bio-
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disponible que el del agua), la especie quimica
presente, estado de oxidacion, reactividad, solu-
bilidad, capacidad para formar complejos orga-
nometdlicos e interaccién con factores indivi-
duales.

La matriz influye en gran medida en la BD
del As, se dispone de mds informacién acerca de
la BD del As-i del agua y otras matrices medio
ambientales, que sobre el As procedente de los
alimentos. Encuestas alimentarias realizadas en
los EE UU indican que en la dieta del 21 al 40%
del As es As-i (Yost et al., 1998); siendo las prin-
cipales fuentes el arroz crudo, el zumo de uva 'y
las espinacas cocidas (Schoof et al., 1999). Los
cultivos vegetales pueden acumular As, por cap-
tacidn a través de la raiz o por deposicion aérea
en las hojas del vegetal, pero no se dispone de
informacién sobre su BD (Caussy, 2003).

Tras su absorcién los compuestos de As son
metilados a formas menos toxicas, tales como
MMA y DMA, que se excretan por orina (Tice
etal., 1997).

La etapa clave en el control de la absorcién
oral de As seria su disolucién al pH écido del
estomago (Oomen et al., 2002). En estudios in
vitro se pone de manifiesto la influencia del pH
gastrointestinal en la bioaccesibilidad del As,
este es entre un 10 y un 30% mas soluble al pH
gastrico que al intestinal. Las especies solubles
de As-i se absorben rdpidamente en el tracto
gastrointestinal del ser humano y de la mayoria
de los animales de laboratorio, y puesto que se
absorbe la mayor parte del As ingerido, los con-
tenidos de As en orina serdn buenos indicadores
de su absorcién por via oral (Ruby ef al., 1999).

En relacion a la BD del As de los alimentos,
se ha estimado, mediante ensayos in vitro, la BD
del As de algas comestibles (Enteromorpha sp.,
Porphyra sp. e Hizikia fusiforme), con conteni-
dos de As que oscilan entre 2,9 y 99,4 ug As /g,
correspondiendo el mayor valor a H. Fusiforme.
El 50% del As de esta ultima es inorgénico,
superando los médximos permitidos para este
tipo de productos en Australia y Nueva Zelanda
(1 png/g) y también en Francia y los EE UU (3
lg/g). La ingesta de solo 3 g de algas al dia, pro-
porcionaria una cantidad de As-i similar a la

ingesta semanal tolerable provisional (15 pg As-
i/dia/kg peso corporal). En las algas el porcenta-
je de As-i con respecto al total (55%) es muy
superior al del resto de alimentos de origen
marino (maximo 11% de As-i) y similar al de los
vegetales en los que practicamente todo el As
es inorgdnico. El tratamiento térmico durante
la coccién reduce el contenido de As (As-iy As-
total) de las algas, que a pesar de ello superan los
maximos legales antes mencionados. La BA del
As-total y del As-i de las tres algas estudiadas es
alta (> 60%) (Laparra et al., 2003).

La presencia de otros elementos afecta a la
BD del As, asi la ingesta de Zn aumenta la con-
centracion de metalotioneinas que favorecen la
destoxicacion del As. Una elevada ingesta de As
en relacion a la de Se, favorece la competencia
entre ambos elementos, de manera que el As sus-
tituye al Se en las enzimas Se-dependientes,
como por ejemplo la glutation-peroxidasa, y la
inactiva, por lo que la deficiencia de Se aumenta
la toxicidad del As (Roychowdhury et al., 2003).

El estado nutricional también influye en el
riesgo de exposicion al As. Diversos estudios
indican que los aportes de vitamina C y de
metionina reducen la toxicidad del As, y la defi-
ciencia de vitamina A la incrementa. Dietas ricas
en proteinas o hidratos de carbono o incluso
ricas en grasa aumentan el efecto téxico
(Roychowdhury et al., 2003).

Contenido en los alimentos
e ingesta dietética

La informacién disponible sobre contenidos de
As en los alimentos y las especies presentes es
relativamente escasa. Segln ya se ha indicado,
los alimentos de origen marino constituyen la
principal fuente dietética de As, elemento que se
encuentra en distintas formas quimicas que difie-
ren en su toxicidad. Por otra parte, las especies
quimicas de As presentes varfan en funcion de la
especie animal considerada. Asi por ejemplo, el
pescado blanco es mds rico en As que el azul,
pero este tiene un mayor contenido de As-i, lo
que se atribuye a la mayor riqueza en el pescado
azul de aminas bidgenas y otras aminas (andlo-



gas de las especies organoarsenicales), que des-
viarian al As-i de la destoxicaciéon por metila-
cion, favoreciendo la acumulacion de este
(Muioz et al., 2000). Los crustidceos y moluscos
son mas ricos en As-i que los pescados (blanco
y azul), y los menores contenidos de As-t y As-i
corresponden a las conservas o salazones de
pescado.

La arsenobetaina es el compuesto organo-
arsenical mayoritario de los productos de la
pesca. En el pescado blanco representa mds del
70% del As, le sigue la DMA (= 23% As) y un
menor porcentaje (< 4% As-t) del resto de espe-
cies arsenicales (AC, MMA y TMA") (Sufier et
al., 2002).

Las algas marinas son componentes tradicio-
nales de la dieta de los paises asidticos, mientras
que en los paises occidentales se utilizan mayo-
ritariamente como ingredientes por la industria
alimentaria, aunque en los udltimos afios se ha
incrementado el consumo de ciertas algas por
su contenido en fibra, minerales y proteinas,
junto a un bajo contenido lipidico (Mabeau y
Fleurence, 1993), aunque segun ya se ha men-
cionado, las algas pueden contribuir al aporte de
As, con un elevado porcentaje de As-i (Laparra
etal.,2003).

En condiciones normales, los alimentos de
origen marino constituyen la principal fuente
dietética de As, pero los cereales y otros vegeta-
les procedentes de 4reas contaminadas por As,
pueden contribuir de forma significativa a su
aporte dietético. Como sucede en la region pre-
andina de Chile, donde debido a la riqueza en As
de sus suelos y acuiferos, los contenidos de As
de los vegetales alli cultivados son altos. Dicho
As es mayoritariamente As-i, lo que indica una
baja tasa de metilacién del As-i procedente del
suelo, a diferencia de lo que ocurre en los ali-
mentos de origen marino, en los que predomi-
nan las especies organoarsenicales. La presencia
de As-i en los vegetales es motivo de preocupa-
cién en poblaciones con dietas ricas en ellos y
que ademas puede que utilicen aguas contami-
nadas para cocinar (Mufioz ef al., 2002).

En un estudio realizado en los EE UU se
pone de manifiesto que los cereales, y en con-
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creto el arroz (73,7 ng As-i/g) son una buena
fuente de As (Schoff et al., 1999). Ello tiene
especial importancia en los paises cuyo alimen-
to bésico es el arroz y este procede de zonas de
cultivo contaminadas por As, como ocurre por
ejemplo, en dreas de la India, donde se han
detectado contenidos medios de 123 ng As/g
arroz) (Das et al., 2004). A ello debe sumarse el
As del agua utilizada en su coccién de manera
que el arroz listo para su consumo puede alcan-
zar los 300 ng de As/g arroz, valores hallados en
arroz procedente de Bangladesh, y muy superio-
res a los determinados en el Japén (40 ng/g)
(Bae et al., 2002).

En Espaiia, la ingesta dietética de As del Pais
Vasco (1990-1995) se estim6 en 297 pg/dia
(Jaloén et al., 1997), valor alto que se atribuye al
consumo de pescado, y del mismo orden que el
estimado en Japén (280 pg/dia), en cuya dieta
también es abundante el pescado (Tsuda et al.,
1995).

En los paises en cuya dieta el pescado tiene
escasa contribucion las ingestas estimadas de As
son mucho menores. Asi, se sefialan valores de
16,7-11-48,5 nug en Canadd, 7-62 ug en los
EE UU, 89 ug en Inglaterra, 12 ug en Bélgica,
27 ug en Australia, 55 pug en Nueva Zelanda
(Roychowdhury et al., 2003). Mientras que los
valores obtenidos en una zona contaminada por
As (Bengala Occidental, India) y con una dieta a
base de arroz con vegetales son mucho mads
altos, 600-880 y 351-432 ug de As/ dia, en adul-
tos y nifios, respectivamente. En este caso el As
procede del agua utilizada para beber y cocinar
(70% del total de As), y del arroz (90% del As
aportado por los alimentos) (Roychowdhury et
al., 2002, 2003). Valores similares se han sefia-
lado en Deganga Block, también de Bengala
Occidental (Chowdhury et al., 2001) cuyos sue-
los y aguas son también ricos en As, del que mds
del 50% es inorgéanico, lo que implica un eleva-
do riesgo.

3. Cadmio (Cd)

La relacion establecida en Japon en los afios 70,
entre la enfermedad itai-itai y una ingesta eleva-
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da de Cd procedente del arroz y del agua de
bebida despierta el interés por dicho elemento.
El sindrome se caracteriza por lesiones en el
tibulo renal proximal, pérdida mineral de la
masa 6sea con fracturas multiples, enteropatia y
anemia. Resultaron afectadas mujeres japonesas
posmenopausicas multiparas, que durante el
periodo de exposiciéon al Cd tuvieron bajas
ingestas de calcio, hierro, proteinas, grasa y vita-
mina D (McLaughlin et al., 1999).

En los tejidos el Cd estd unido a la metalo-
tioneina, proteina de bajo peso molecular, situa-
da en la fraccién subcelular y cuya sintesis es
inducida por el elemento. El Cd tiene una vida
media excepcionalmente larga (10-30 afios en el
rifién humano) y cuando su concentracion en el
cortex renal llega a 200 mg/kg, provoca lesio-
nes tubulares con importantes pérdidas de Cd
por orina, que van acompafadas de calcio, glu-
cosa, aminodcidos y proteinas de pequefio
tamafio. A largo plazo, ingestas dietéticas
medias de Cd de 0,200 mg /dia pueden dar lugar
a concentraciones criticas en el cortex renal. Se
carece de pruebas de la existencia de un meca-
nismo homeostatico que limite la absorcién de
Cd cuando las ingestas son altas. (Spivey Fox,
1988).

El comité de expertos de aditivos alimenta-
rios de la FAO/ OMS (2003) mantiene la inges-
ta semanal tolerable provisional (PTWI) estable-
cida para el Cd en 7 g por kg de peso corporal
(JECFA, 2003).

Presencia y especies quimicas
en los alimentos

Al igual que en el resto de elementos minerales,
esenciales o toxicos, la dietética es la principal
via de exposicién para la poblacién no expuesta
profesionalmente, y puede proporcionar un 70%
del Cd que llega al organismo (Groten et al.,
1994).

Los contenidos de Cd en el agua son muy
bajos, por lo que su contribucién a la ingesta
dietética diaria es escasa (Groten ef al., 1994).
Los alimentos mds ricos en Cd son las visceras
(rifién, higado), asi como los mariscos y crus-

tdceos (ostras, mejillones, cangrejos), y algu-
nas especies de setas, con contenidos del orden
de mg/kg. A pesar de sus bajos contenidos de
Cd, los alimentos de origen vegetal constitu-
yen, por su elevado consumo, una de las prin-
cipales fuentes dietéticas de Cd (Spivey Fox,
1988, Groten et al., 1994, McLaughlin et al.,
1999).

En las dreas contaminadas los contenidos de
Cd de los cereales y las carnes pueden ser muy
superiores a los usuales y provocar intoxicacio-
nes como la mencionada enfermedad itai-itai
(Groten et al., 1994).

En los tejidos animales, la mayor parte del
Cd esté ligado a la denominada Zn-tioneina o
metalotioneina, proteina de bajo peso molecular
(6.000 a 7.000), rica en cisteina (30%), con un
elevado contenido de metales (5-10% p/p) y
cuya sintesis es inducida por distintos elementos
(Spivey Fox, 1988; Jonnalagadda y Prasada
Rao, 1993; Groten et al., 1994).

Se sabe poco sobre la forma en que el Cd se
encuentra en los vegetales. En parte, forma com-
plejos con los dcidos organicos, las metalotione-
inas y las denominadas fitoquelatinas, péptidos
formados por unidades y-glutamilcisteina con
una carboxiglicina terminal (poly (y-EC) Gs).
Fitoquelatinas y metalotioneinas tienen estruc-
turas distintas, pero funciones similares pues
forman complejos Cd-cisteina, muy estables,
inducibles por metales y por la sintesis de gluta-
tion o de sus precursores g-glutamilcisteina
(Groten et al., 1994).

En las ostras el Cd estd unido a proteinas de
elevado peso molecular, distintas a la metalotio-
neina, siendo baja su BD, si se tiene en cuenta
que en fallecidos consumidores de ostras la con-
centracién de Cd en el rifién es baja (Jonnala-
gadda y Prasada Rao, 1993).

Biodisponibilidad

La BD del Cd dietético depende, al igual que la
de otros elementos minerales, de la forma o
especie quimica presente en la dieta, de la com-
posicion de esta y del estado nutricional del
receptor.



El Cd se absorbe poco por via dietética (4-
8%), menos que por via respiratoria (15-40%),
excepto en los nifios (hasta el 37%) (Groten et
al., 1994; Eklund et al., 2003). La mayoria de
estudios de absorcion y de toxocinética se han
hecho con sales inorganicas de Cd, obteniéndose
retenciones de Cd en seres humanos comprendi-
das entre el 3 y el 7% (Groten et al., 1994).

En un estudio reciente (Eklund et al., 2003)
se evalu6 la BA y la BD del Cd de alimentos
infantiles mediante una digestién gastrointes-
tinal en la que se simularan las condiciones del
nifio (mayor pH y menor concentracién de
enzimas digestivos que en el adulto), que pro-
vocan menor degradacion de las proteinas y
liberacion y captacion de Cd por células Caco-
2. En las condiciones correspondientes a los
nifios se liberé mayor cantidad de Cd en la fase
intestinal que en la géstrica, al revés de lo que
ocurre en los adultos. La captacién y el trans-
porte de Cd por las células Caco-2 indica dife-
rencias estadisticamente significativas entre los
distintos alimentos. Y no se encontrd correla-
cién alguna entre la solubilidad (BA) y la BD
del Cd estimada mediante la captacion por célu-
las Caco-2.

El Cd se transporta, mayoritariamente, via
plasmética unido a albimina y metalotioneina
(CdMT). A corto plazo se almacena en higado y
rifién (en especial en la zona cortical), 6rganos
que contienen alrededor del 40-80% del Cd cor-
poral. En el ser humano los maximos contenidos
renales de Cd se alcanzan a los 40-50 afios, sien-
do los del cortex renal de 10 a 30 veces superio-
res a los del higado, cuyo contenido de Cd dis-
minuye a partir de los 30 afios. El rifién es el
6rgano mas afectado por exposiciones dietéticas
prolongadas al Cd, se acumula mis Cd cuando
esta en forma de CdAMT que cuando se trata de
sales inorgdnicas. Las enzimas proteoliticas no
modifican a la CdMT ni a sus fragmentos pre-
sentes en la dieta, pueden atravesar la mucosa
intestinal y mostrar la misma capacidad, que el
Cd administrado via intravenosa, para acumu-
larse en el rifién (Groten et al., 1994).

Cuando las exposiciones al Cd son altas (>10
mg/kg) se detectan diferencias en el metabolis-
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mo, entre el Cd organico y el inorganico, que
dependen de la dosis, pero cuando la ingesta es
baja, el Cd se libera del complejo CAMT, se
absorbe en la mucosa intestinal y sigue la misma
ruta que el inorgdnico (Groten et al., 1994).

Tras exposiciones orales prolongadas, no se
observan diferencias entre la nefrotoxicidad pro-
vocada por Cd inorganico y por CAMT, lo que
sumado a un metabolismo pricticamente simi-
lar, indica que la CAMT dietética y el CdCl,
administrado por via oral o intravenosa, tendran
una toxicidad similar, por lo que los valores
obtenidos en la exposicién de roedores a bajas
dosis de CdCl, serdn aplicables a la estimacion
del riesgo derivado de la ingesta de CdMT
(Groten et al., 1994).

En los alimentos de origen vegetal se desco-
noce hasta qué punto el metabolismo de las Cd-
fitoquelatinas es similar al de la CAMT (Spivey
Fox, 1988; Groten et al., 1994).

Factores que influyen en la BD (Spivey Fox,
1988; Jonnalagadda y Prasafa Rao, 1993;
Groten et al., 1994, McLaughlin et al., 1999).
Las diferencias en la absorcién de Cd, de huma-
nos y roedores se atribuyen principalmente a
diferencias en la composicién de la dieta.

A pesar de que los estudios relativos al efec-
to de los nutrientes en la absorcién y metabolis-
mo de ingestas bajas de Cd, similares a las habi-
tuales, son escasos, se considera que aportes
nutricionales deficitarios y superiores a los
requerimientos potenciarian y ejercerian un
efecto protector, respectivamente, sobre los
efectos adversos del Cd. Son varios los elemen-
tos (Ca, P, Mn, Mg, Fe, Zn, Cu, Se) que en las
ultimas décadas se ha sefialado interfieren en el
metabolismo del Cd. Este competiria con Ca, Fe
y Zn por transportadores especificos. Asi, dietas
deficitarias en Ca aumentan la retencion de Cd,
hecho de especial importancia por el posible
papel del Cd en el desarrollo de la osteomalacia,
caracteristica de la intoxicacion por Cd (enfer-
medad itai-itai).

Cd y Zn son antagonistas mutuos, la absor-
cién de Cd aumenta cuando el aporte dietético de
Zn es bajo. Y el contenido de este en el cortex
renal aumenta con la concentracion de Cd, lo que
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puede explicarse por un incremento en la sintesis
de metalotioneina que fija ambos metales.

La absorcién de Cd es mayor (24%) y mds
rapida en los seres humanos con deficiencia de
Fe, que en aquellos cuyo estado es satisfactorio
(1%). Los suplementos dietéticos de Fe protegen
frente a la acumulacion e intoxicacién por Cd, al
disminuir la absorcién del Cd inorgénico libera-
do de la CdMT, sin afectar al de CAMT intacta.

En la Tabla 4.2 se muestran las interacciones
entre el Cd y elementos minerales esenciales
(McLaughlin et al., 1999).

Aportes proteicos elevados favorecen los
efectos adversos asociados a la exposicién al Cd
al aumentar su BD (Groten et al., 1994).
Mientras que la fraccién insoluble (lignina y
celulosa) de la fibra dietética forma complejos
con el Cd, estables e insolubles al pH de la
digestion gastrica (Eklund et al., 2003).

Un estado nutricional adecuado protege fren-
te a los efectos adversos del Cd; se ha visto que
familias japonesas cuya dieta contiene arroz rico
en Cd y pobre en Zn, desarrollan el sindrome de
Fanconi (proteinuria del tdbulo renal proximal
provocada por el Cd), mientras que consumido-
res de ostras contaminadas (5 mg Cd/ kg) de
Nueva Zelanda no muestran dicho sindrome. La
principal diferencia entre ambas poblaciones
son los mayores aportes dietéticos de Ca, Fe y
Zn en Nueva Zelanda (Jonnalagadda y Prasada
Rao, 1993).

De lo mencionado se concluye que en la acu-
mulacién del Cd influye més la magnitud del

Tabla 4.2. Interacciones entre el Cd y elementos
esenciales (McLaughlin et al. 1999).
Elemento Normal® Deficiencia® Exceso®
Calcio + + 3
Cobre + + +
Hierro + + +(Fe2+)
Selenio + + +
Cinc + + +

Metabolismo y/o funcién del elemento afectado por el Cd
La deficiencia del nutriente aumenta la toxicidad del Cd
El exceso del nutriente disminuye la toxicidad del Cd

a
b
c
4 Ausencia de efecto

aporte que su forma quimica (organica o inorgéa-
nica) por lo que se aconseja evitar un consumo
medio/alto de productos de origen animal o
mariscos ricos en Cd.

Ademads, el estado nutricional y la ingesta de
nutrientes a largo y corto plazo, respectivamen-
te, pueden tener una importante influencia en la
absorcion y retencién de Cd. Deficiencias de
elementos esenciales (Ca, Fe, Zn y Cu) favore-
cen la absorcién del Cd a las concentraciones
dietéticas habituales. Cabe sefialar, que algunas
de las fuentes dietéticas de Cd, también lo son de
uno o mds de los elementos esenciales, que afec-
tan a su absorcion.

4. Mercurio (Hg)

Las propiedades fisicas del Hg (liquido a tem-
peratura ambiente y 13,5 veces mds denso que el
agua) hacen que sus aplicaciones industriales
sean multiples y también las emisiones a la
atmosfera. El Hg es, ademds, uno de los conta-
minantes ambientales téxicos que experimentan
una mayor bioconcentraciéon en la cadena ali-
mentaria, constituye un motivo de preocupacion
para la salud publica, y muchos organismos,
nacionales e internacionales, consideran necesa-
rio controlar sus emisiones (Gochfeld, 2003).

El Hg estd ampliamente distribuido en los
alimentos, pero su forma mas toxica el metil-
mercurio (MeHg) se sintetiza principalmente en
los sedimentos acudticos, a partir del Hg® o de
especies inorgdnicas de Hg (Hg-i), que pueden
ser metiladas por microorganismos, y solo se
encuentra en cantidades significativas en pesca-
dos y otros alimentos de origen marino, que
constituyen la principal fuente dietética de Hg
(> 85% del Hg) (Caussy et al., 2003).

En otros alimentos, el Hg es mayoritaria-
mente inorgdnico (Hg-i), formas quimicas
mucho menos téxicas que el MeHg, cuya toxici-
dad para el sistema nervioso y en especial para
el cerebro en desarrollo es muy alta. En un estu-
dio de cohortes en nifios de las Islas Feroe, el
grado de exposicién prenatal a MeHg, proce-
dente de la carne de ballena consumida por sus
madres, se correlaciona con trastornos neuro-



psicoldgicos (deterioro de las funciones motoras
y también de las areas del lenguaje y la memo-
ria) (Grandjean et al., 1997).

En 1960 se reconoce por primera vez al MeHg
como agente causal de una intoxicacién en la
bahia de Minamata (Japén). Los peces de dicha
bahia acumularon MeHg, procedente de los ver-
tidos de Hg de una planta quimica a las aguas de
la bahia. Los elevados aportes dietéticos de
MeHg provocaron graves trastornos neurolégicos
en los adultos, pero la manifestaciéon mas drama-
tica fue la pardlisis cerebral grave, ceguera y pro-
fundo retraso mental (enfermedad congénita de
Minamata) que presentaban al nacer los hijos de
mujeres expuestas al MeHg, (Gochfeld, 2003).

En la actualidad se dispone de datos que
indicarfan un aumento del riesgo de morbilidad
y mortalidad cardiovascular ligado al incremen-
to a la exposicién a MeHg (JEFCA, 2003).

Basdndose en los resultados de dos estudios
epidemiolégicos sobre la relacion entre la exposi-
cién al Hg de la mujer gestante y las alteraciones
en el desarrollo neuronal de los nifios, la JECFA
(2003) establece una ingesta semanal tolerable
provisional de MeHg de 1,6 ug/kg de peso cor-
poral. Por su parte, el National Research Council
(NRC) de los EE UU propone una ingesta maxi-
ma de 0,7 ug de Hg/kg de peso corporal y la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los
EE UU una dosis de referencia de 0,1 pg de Hg/
kg/dia para el MeHg, que estima suficiente para
proteger al mas sensible de los 6rganos diana
durante el desarrollo neurolégico fetal.

Ingestas dietéticas y presencia
en los alimentos

El Hg" y el Hg-i, procedentes de las actividades
antropogénicas llegan a las aguas y se depositan
en los sedimentos. Parte del Hg reacciona para
formar HgS insoluble, y parte es biometilado
por accién de las bacterias a MeHg, forma de
Hg biodisponible y cuya presencia se amplifica
en la cadena alimentaria, de manera que los
peces de los niveles altos de la cadena tréfica
tienen contenidos de Hg 10° veces superiores a
los del agua donde viven.
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Para la mayoria de la poblacién el pescado es
la dnica fuente dietética significativa de exposi-
cién al MeHg (75-95% del Hg del pescado).
Una ingesta alta de pescado (incluso de especies
con bajos contenidos de Hg) puede provocar una
acumulacién de MeHg, en un grado capaz de
provocar trastornos, y si se trata de mujeres
embarazadas, la cesion al feto de cantidades de
MeHg suficientes para provocar una alteracién
en el desarrollo del sistema nervioso (Gochfeld,
2003).

Las ingestas dietéticas de Hg dependerén del
consumo de pescado y variardn en funcién del
pais y de su dieta. En la mayoria de paises, las
ingestas medias de Hg son inferiores a la inges-
ta semanal tolerable provisional, aunque pueden
superar el mdximo propuesto por los EE UU.

Es posible, que la ingesta dietética de Hg se
haya sobreestimado en aquellos casos en que los
contenidos de MeHg en el pescado son bajos.
No obstante, en algunas poblaciones europeas
es frecuente el consumo de peces grandes depre-
dadores (por ejemplo, pez espada y atin) con
elevados contenidos de MeHg. El riesgo es alto
para las mujeres embarazadas, pues incluso
bajos niveles de exposicion al MeHg pueden
provocar efectos toxicos, lo que aconseja redu-
cir al minimo el consumo de pescado que pueda
contenerlo. No se ha encontrado correlacion
alguna entre el contenido de Hg y el tamafio y
peso del pescado.

Biodisponibilidad

La toxicidad del Hg depende de la especie qui-
mica, que también influye en la absorcién. El
Hg® es muy voldtil y su vapor se absorbe facil-
mente por via respiratoria (50-100%) y muy
poco por via dérmica o gastrointestinal. Las
sales inorgdnicas de Hg (Hg I y Hg II) difieren
en sus propiedades y capacidad de ser absorbi-
das. La mayoria de los compuestos organicos de
Hg se absorben facilmente via respiratoria y gas-
trointestinal, la absorcién es practicamente del
100% en forma de MeHg, en cuyo caso el tinico
factor que la afecta es la eficiencia con que el ali-
mento se digiere. MeHg y dimetil mercurio
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(DMeHg) son las especies quimicas mds toxicas,
a lo que debe afiadirse su elevada BD y la facili-
dad de bioconcentracion en la cadena alimenta-
ria. En la absorcién también influyen la edad, la
frecuencia de las comidas y la presencia de otros
componentes de la dieta (Gochfeld, 2003).

Una vez en el torrente circulatorio, el Hg se
encuentra implicado en procesos complejos que
incluyen uniones y reacciones redox, extra e intra-
celulares, asi como procesos de metilacién y
demetilacién, que en su conjunto determinan la
cantidad de Hg que se intercambia entre la sangre
y los distintos 6rganos, incluyendo el cerebro (bio-
disponibilidad interna). El MeHg tiene una semi-
vida bioldgica de 1,5 a 2 meses (Gochfeld, 2003).

Los resultados de distintos estudios de toxi-
cocinética del MeHg (Carrier et al., 2001; Smith
et al., 1994; Young et al., 2001), sugieren que
los elevados contenidos de Hg-i en orina y su
estrecha relacién con el contenido de MeHg en
sangre indicarfan una demetilacion parcial de
los compuestos metilados de Hg, aumentando la
concentraciéon de Hg-i en el rifién y, por tanto,
en orina. Algunos estudios relacionan ligeros
cambios en las funciones de coordinacién y
motoras de los adultos con niveles relativamen-
te bajos de Hg-1 (Echeverria ef al., 1998) y Hg-o
(Dolbec et al., 2000; Lebel et al., 1998).

En un estudio, sobre los posibles efectos neu-
rotoxicos asociados a absorciones relativamente
bajas del Hg procedente del pescado, en dos
grupos de adultos, uno de ellos formado por
consumidores habituales de attin (> 1 pug de Hg/
g) y otro control, se obtienen contenidos de Hg
en orina, mayores en el primer grupo (media,
6,5 Lg/g creatinina, intervalo 1,8-21,5) que en el
control (media 1,5, intervalo 0,5-5,3) y una
correlacion significativa entre el consumo sema-
nal de pescado y los contenidos de Hg en sangre
y en orina (Carta et al., 2003).

5. Plomo (Pb)

El Pb de las partes aéreas de los vegetales pro-
cede principalmente de la contaminacion de los
mismos por el polvo y aerosoles de la atmésfera
(McLaughlin et al., 1999).

Al igual que en la mayor parte de los mine-
rales la via dietética es la principal de exposi-
cion del ser humano al Pb. Su absorcion en el
tracto gastrointestinal varia con la edad (los
adultos absorben entre el 7y el 15% del Pb de la
dieta y los lactantes y nifios entre el 40 y el
53%), la dieta y el estado nutricional individual,
y depende de la forma quimica y el tamaiio de
particula cuando se trata de Pb° (http:plomo).

En la BD del Pb por via oral son importantes
los procesos que controlan la velocidad de diso-
lucioén, ya que la BA depende de la solubilidad
durante el limitado periodo de tiempo de trinsi-
to en el tracto gastrointestinal. La relacién area/
volumen es mayor en las particulas de pequefio
tamafio que en las grandes, y ello favorece su
solubilidad, BA y BD (Ruby et al., 1999).

Al pH 4cido del estémago los compuestos
de Pb que se forman en medio dcido (por ejem-
plo, sulfato de plomo) tienden a ser mas estables
y menos bioaccesibles, que los formados en
medio alcalino (por ejemplo, carbonato u 6xido
de plomo) menos estables y mds bioaccesibles
(Ruby et al., 1999).

En la revision bibliografica realizada solo se
ha encontrado un trabajo sobre la BD del Pb de
los alimentos, en concreto de vinos, en el que se
indica que practicamente todo el Pb de los dige-
ridos gastricos de los vinos se encuentra en
forma soluble y por lo tanto potencialmente asi-
milable, siendo muy escasa la influencia de la
especie quimica presente. El tipo de vino influ-
ye en la solubilidad intestinal del Pb, blancos
(93-94%), verdes (74-77%) y tintos (36-39%) y
también en su dializabilidad, menor en los vinos
verdes y tintos que en los blancos, lo que se atri-
buye a los taninos condensados del vino tinto,
que explicarian las diferencias de solubilidad y
dializabilidad del Pb de los distintos tipos de
vino (Azenha y Vasconcelos, 2000).

6. Selenio (Se)

La presencia de Se en la estructura de la gluta-
tion peroxidasa hace que se considere un ele-
mento esencial para seres humanos y animales.
El Se desempeiia un importante papel en la fun-



cién antioxidante citosdlica, pues la glutatién
peroxidasa protege a las membranas celulares
frente a la peroxidacion lipidica (Kim, 2000) y
sus funciones bioldgicas estdn mediadas por al
menos 13 selenoproteinas que contienen Se en
forma de selenocisteina (Daniels, 1996). Entre
ellas cabe mencionar la iodotironina 5’-deiodi-
nasa tipo 1, que interacciona con el iodo en la
prevencion de alteraciones en el metabolismo
hormonal. Estados deficitarios en Se se asocian
a alteraciones en la defensa antioxidante, regu-
lacion redox y produccién de energia, debido a
la expresién sub6ptima de uno o varios de las
enzimas selenodependientes. Es probable que
estas alteraciones no provoquen signos cldsicos
de deficiencia, pero contribuyen al deterioro de
la salud por estrés oxidativo, de origen ambien-
tal o fisiolégico e infecciones. Paralelamente,
ingestas de Se superiores a las necesarias para la
expresion de la enzima Se-cisteina, parecen dis-
minuir el riesgo de incidencia de cancer.

En varias partes del mundo, las ingestas esti-
madas de Se son inferiores a las ingestas minimas
recomendadas y es probable que un estatus defici-
tario de Se contribuya a la morbilidad y mortali-
dad por infecciones y enfermedades crénicas; al
tiempo que un aumento de su ingesta de Se podria
reducir la incidencia de cancer (Combs, 2001).

Pero el Se también puede ser responsable de
intoxicaciones (selenosis) en seres humanos y
animales. En algunas regiones de Australia se
han descrito intoxicaciones por Se en ganado
alimentado con especies vegetales que lo acu-
mulan (Tinnggi, 2003).

Para la poblacién en general, la principal via
de exposicién a Se es la dietética seguida del
agua y el aire. Los contenidos de Se de los sue-
los, vegetales y animales varfan en funcién del
area geografica de referencia e influyen en el
estado nutricional en Se de la poblacién (Waso-
wicz et al., 2003).

Biodisponibilidad
La toxicidad y la BD del Se dependen de su

forma quimica. En general, los compuestos
organicos de Se son més biodisponibles y menos
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téxicos que las formas inorgdnicas (selenitos y
selenatos) (Tinnggi, 2003).

El Se puede encontrarse en 4 estados de oxi-
dacion: Se° elemental, seleniuro (-2), selenito
(IV) y selenato (VI). En el agua predomina el Se
inorgdnico (selenito y selenato) y en los vegeta-
les los compuestos orgédnicos de Se (Se-metioni-
nay Se-cisteina). En suelos ricos en Se las aguas
también lo son (Barceloux, 1999).

La BD de los selenitos y selenatos es alta.
Los vegetales absorben preferentemente selena-
tos y los transforman en compuestos orgénicos.
Por su parte, los organismos acudticos (por ejem-
plo bivalvos) pueden acumular y magnificar el
Se en la cadena alimentaria (Barceloux, 1999).

La mayoria de los estudios sobre la absor-
cion del Se en el tracto gastrointestinal indican
que, en condiciones normales, dicho elemento
se absorbe razonablemente bien de fuentes orga-
nicas e inorganicas de interés desde el punto de
vista nutricional (suplementos o componentes
habituales de la dieta), por lo que la absorcién
no se considera un factor limitante para la BD
del Se (Wolfram, 2000).

El selenato se transporta a través de la mem-
brana del borde en cepillo de las células del
intestino delgado por dos mecanismos diferen-
tes. Mientras que la captacion del Se del seleni-
to se produce por simple difusién o mediante un
transportador, tras una reaccidn espontinea del
selenito con los tioles presentes en el lumen,
ejemplo: glutation, o cisteina. Los Se-aminoéci-
dos (Se-metionina, o Se-cisteina) se absorben
por el mismo mecanismo que los correspon-
dientes aminoécidos azufrados (metionina y cis-
teina) (Wolfram, 2000).

En la leche de mujer el Se forma parte de
compuestos orgdnicos, pero su contenido puede
modificarse tanto con suplementos organicos
como inorgdnicos de Se. Se utilizan selenitos y
selenatos, que no se detectan en la leche debido a
que en la gldndula mamaria existen mecanismos
reguladores de la sintesis y secrecion de seleno-
compuestos a través de la lactacion. El calostro es
mads rico en Se que la leche madura. En ambos el
Se es componente especifico de selenoproteinas
y selenoaminodcidos (glutation-peroxidasa>
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selenocistamina> selenocistina > selenometio-
nina) bien tolerados por los lactantes, inclusive
en elevadas cantidades. (Dorea, 2002).

El estudio de 1a BD del Se procedente de pes-
cado, selenato o levadura de cerveza, mediante
is6topos estables permite concluir que, si bien en
el ser humano, el Se del pescado y del selenato
tienen una absorcion aparente similar, la reten-
cién del primero es significativamente mayor
que la del segundo. Por su parte, el Se de la leva-
dura de cerveza se absorbe y retiene mucho
menos que los dos antes mencionados. La eleva-
da BD del Se del pescado, que no parece afectar-
se por el cocinado, hace que este sea una buena
fuente dietética del elemento (Fox et al., 2004).

Conclusiones

La revision realizada pone de manifiesto que a
pesar de su interés, los estudios sobre biodispo-
nibilidad de componentes t6xicos de los alimen-
tos son todavia escasos y corresponden basica-
mente a los elementos minerales. En relacion a
estos son relativamente abundantes los estudios
sobre su presencia y BD en suelos y aguas, pero
menos en alimentos. La importancia de la forma
quimica en que se encuentre el toxico sobre su
BD y toxicidad despierta el interés por los estu-
dios de especiacién, para los que en la actuali-
dad se dispone de técnicas que pueden ser ttiles
y cuya aplicacién permitird avanzar en dicho
campo. Por otra parte, se pone de manifiesto la
importancia de la matriz en la BD de los téxicos,
factor que a menudo no se tiene en cuenta en la
evaluacion de la toxicidad.
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EVALUACION DE LA TOXICIDAD
DE ADITIVOS Y CONTAMINANTES
PRESENTES EN ALIMENTOS

Antonio Pla, Antonio Herndndez, Fernando Gil

Introduccion. Metodologia para la «evaluacion de la toxicidad». Criterios o

parametros de toxicidad. Bibliografia.

l. Introducciéon

La seguridad alimentaria es una de las grandes
preocupaciones de la sociedad actual. Las enfer-
medades transmitidas por los alimentos siguen
constituyendo uno de los grandes problemas de
salud puablica. Aunque histéricamente las gran-
des tragedias toxicotdxicas han estado asociadas
al consumo de alimentos contaminados, las ulti-
mas décadas del siglo XX y los primeros afios
del siglo xx1 se han caracterizado por la apari-
cién de nuevos problemas relacionados con los
alimentos, lo que ha colocado a la seguridad ali-
mentaria en el centro de atencién de la socie-
dad, los gobiernos y las organizaciones interna-
cionales.

Reflejo de esta preocupacion es el Libro
Blanco sobre la Seguridad Alimentaria presenta-
do por la Comisién Europea (1999) que enume-
ra los principios y acciones que deben caracteri-
zar la politica sobre seguridad alimentaria en
Europa en los préximos afios. Los principios
contenidos en el Libro Blanco de la Seguridad

Alimentaria se refieren a la inocuidad de los pro-
ductos alimenticios basada en una consideracion
integral de la cadena alimentaria: el analisis de
los riesgos alimentarios, bajo la triple considera-
cién de la evaluacién, gestiébn y comunicacion
de riesgos, como herramienta mas adecuada para
promover los mayores niveles de confianza.
Ademas, recientemente se ha creado la Autori-
dad Europea de Seguridad Alimentaria y se ha
incorporado el sistema cientifico de anélisis de
riesgo (Reglamento 178/2002 del Parlamento
Europeo y del Consejo de 28 de enero de 2002).

A nivel nacional la respuesta a esta estrate-
gia para garantizar la inocuidad de los alimen-
tos estd representada por la creacién de la
Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria
(Ley 11/2001 de 5 de julio, BOE del 6/07/2001)
cuyo estatuto ha sido aprobado recientemente
por el RD 709/2002 de 19 de julio (BOE del
26/07/2002).

Las exigencias actuales de seguridad en
todos los campos obligan a evaluar los niveles
de riesgo que para el hombre y el medio ambien-
te puede presentar un determinado producto. En
el campo de la «seguridad de los alimentos» el
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hombre es el centro de interés y, aunque tradi-
cionalmente ese tipo de informacién procedia
de los datos obtenidos en intoxicaciones acci-
dentales, en la actualidad la evaluacién de la
toxicidad y el riesgo se hace a partir de los datos
obtenidos en la experimentacion in vivo (anima-
les de laboratorio) e in vitro (Glomot, 1990).

La «evaluacién de la toxicidad» (llamada
también «Toxicologia Experimental») tiene
como objeto determinar el grado y tipo de toxi-
cidad (aguda, crénica, accién irritante, neuro-
toxicidad...) de una determinada sustancia
siguiendo unos protocolos estandarizados, gene-
ralmente para cumplir unos requisitos legales
para su registro, comercializacién y utilizacién
posterior.

Las metodologias propuestas para tal fin son
muy numerosas y en general corresponden a
«protocolos de estudio» con la mayoria de los
factores estandarizados, de acuerdo con las pro-
puestas de organismos internacionales o nacio-
nales (OECD, 2003; ECB, 2004). La mayoria
de estas reglamentaciones exigen, o al menos
sugieren, que los estudios se realicen en labora-
torios experimentados, con locales suficiente-
mente grandes, material adecuado y personal
experimentado donde se sigan las «Buenas
Practicas de Laboratorio» (normas GLP, Good
Laboratory Practices).

En un sentido amplio, la contaminacién de los
alimentos puede ser debida a agentes bioldgicos,
quimicos o fisicos. Sin embargo, desde el punto
de vista de la toxicologia alimentaria la contami-
nacion se circunscribe a la presencia de sustan-
cias quimicas (potencialmente téxicas) en los ali-
mentos y que pueden ser responsables de efectos
agudos, crénicos o cancerigenos en el consumi-
dor (Miller, 1991; Koeman, 1996). De acuerdo
con ese planteamiento, los contaminantes ali-
mentarios serian: «Todos aquellos compuestos o
sustancias quimicas que pueden estar presentes
en la cadena alimentaria y que pueden ser poten-
cialmente peligrosos para la salud». El origen de
estos contaminantes es muy variado (Figura 5.1):

o Sustancias utilizadas en produccion ani-
mal, como es el caso de hormonas, antibidticos,

1) Produccién animal (ejemplo: hormonas).

2) Produccién agroalimentaria (ejemplo: pesticidas).
3) Contaminacién ambiental (ejemplo: metales).

4) Contaminacién natural (ejemplo: téxicos naturales).

5) Transformacién de los alimentos (ejemplo: procesos
quimicos de conservacién).

CAUSAS

CONTAMINACION EFECTOS
—Agudos

ALIMENTARIA ) ~Crénicos

Presencia de sustancias
toxicas

—Cancerigenos

Figura 5.1.  Causas de la contaminacién alimentaria.

etc., que pueden aparecer finalmente en los pro-
ductos destinados al consumo en cantidades
suficientes para suponer un peligro para la salud.

 Sustancias utilizadas en produccion agri-
cola. El caso mds representativo es el de los pla-
guicidas que, si bien constituyen una exigencia
actual en las técnicas agricolas, implican un ries-
go para la salud, cuando los residuos presentes
en productos vegetales previamente tratados
superan ciertos niveles de seguridad.

o Contaminacion natural. En la Naturaleza
existen muchas sustancias de carédcter toxico que
pueden estar presentes en los alimentos y son
capaces de producir efectos perjudiciales para la
salud. En algunos casos sus efectos toxicos son
consecuencia de alcanzar concentraciones ele-
vadas respecto a las que normalmente existen en
dichos alimentos.

* Transformacion de los alimentos. El proce-
so de elaboracién, conservacion y embalaje de
los alimentos constituye una fuente importante de
generacion de sustancias toxicas que permanecen
en el alimento y pueden originar efectos nocivos
en el consumidor. Es este un tema de gran actua-
lidad en la contaminacién alimentaria, que inclu-
ye los aditivos, colorantes, edulcorantes, hidro-
carburos arométicos policiclicos, acrilamida, etc.

» Contaminacion ambiental. Representa uno
de los grandes problemas actuales en la conta-
minacién alimentaria. La contaminacién del
aire, suelo y aguas continentales y marinas es,
sobre todo, una consecuencia de la actividad
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humana (industrial, agricola, doméstica) que,
indirectamente, permite la incorporacion de los
contaminantes a plantas y animales que por si
mismos o a través de sus productos derivados
pueden provocar efectos perjudiciales para la
salud del consumidor (Figura 5.2).

Resulta evidente que la probabilidad de que
haya sustancias toxicas presentes en los alimen-
tos es muy alta. Por otra parte, cualquier sustan-
cia en cantidades suficientemente elevadas
puede producir algin efecto adverso.

La evaluacién de la seguridad requiere la
identificacion de los efectos téxicos potenciales,
asi como disponer de informacién toxicoldgica
adecuada para determinar los niveles de toxico
que pueden considerarse seguros para el consu-
midor. Por ello, se hace necesario disponer de
metodologias adecuadas para valorar la toxici-
dad de los distintos contaminantes en los ali-
mentos y establecer las condiciones de exposi-
cién para disminuir al maximo el peligro/riesgo
para todos los grupos de consumidores.

Aunque los aditivos alimentarios constituyen
uno de los principales problemas en toxicologia
alimentaria y sobre ellos se han hecho la mayo-
ria de los estudios toxicoldgicos, otros muchos
téxicos (véase Figura 5.1) requieren una evalua-
cién toxicoldgica, ya que pueden estar presentes
en los alimentos por causas diferentes y muchos
de ellos poseen una considerable toxicidad.

ALIMENTOS

Plantas, Animales
y productos ddos.

T HOMBRE
Contam.

Contam.
Figura 5.2. Contaminacién alimentaria de origen

ambiental.

Metodologia para la
«evaluacion de la toxicidad»

Como se ha dicho anteriormente, la evaluacion
de la toxicidad se hace de acuerdo con metodo-
logias estandarizadas, propuestas por Comités
de expertos internacionales (OMS, 1958; OMS,
1987; OCDE, 2003 (www.oecd.org/document),
European Chemicals Bureau, 2004 (http://ecb.
jre.it/testing-methods). En este apartado se pre-
sentan los principios generales y el fundamento
de los principales métodos utilizados en el
campo de la seguridad alimentaria.

1. Principios generales de los ensayos
de toxicidad

Los ensayos de toxicidad en animales se apoyan
en dos principios fundamentales (Eaton y
Klaassen, 1996).

1.°) Los efectos que el téxico produce en
animales de experimentacion son extrapolables
a humanos. Sobre la base de «dosis por unidad
de superficie corporal», los efectos toxicos en
humanos se sitdan en el mismo rango que los
animales de laboratorio. Sobre la base del «peso
corporal», los humanos son generalmente mas
vulnerables que los animales de experimenta-
cion (por un factor corrector de 10). Teniendo en
cuenta estas diferencias cuantitativas se pueden
calcular dosis relativamente seguras en huma-
nos utilizando factores apropiados.

2.°) La exposicion de animales de experi-
mentacion a dosis altas de agentes toxicos es un
método valido para descubrir posibles riesgos
en humanos. Este principio se basa en las curvas
dosis-respuesta. El disefio de modelos experi-
mentales requiere un pequeilo nimero de ani-
males en comparacién con el tamafio de la
poblacién expuesta al riesgo. Para obtener resul-
tados estadisticamente validos en grupos peque-
fios de animales es necesario administrar dosis
relativamente altas, de manera que el efecto apa-
rezca con una frecuencia tal que sea suficiente
para ser detectado.
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Ast, por ejemplo, si la incidencia de un efec-
to toxico importante, como es el cancer, es de un
0,01%, representaria 4.000 casos sobre un total
de 40.000.000 de personas en Espaiia, incidencia
que es inaceptablemente alta. Para detectar el
mismo porcentaje sobre animales de experimen-
tacion serian necesarios como minimo 10.000
animales, lo que resulta imposible en la préctica.
De ahi que no haya mas remedio que administrar
dosis grandes de la sustancia toxica a pequefios
grupos de animales y luego utilizar «principios
toxicoldgicos vélidos» para extrapolar los resul-
tados y estimar el riesgo de las dosis bajas.

2. Variables generales en la evaluacién
toxicolégica

El disefio experimental es un aspecto clave en
los estudios de evaluacién de la toxicidad (OMS,
1987; Glomot, 1990). A continuacion se comen-
tan algunos de los aspectos a considerar.

2.1. Propiedades fisicoquimicas de la
sustancia a estudiar

Esta informacién es imprescindible antes de ini-
ciar cualquier estudio toxicolégico. Permite
definir las condiciones de manipulacién y alma-
cenamiento de dicha sustancia, los modelos
experimentales (via o modo de administracién),
explicar la aparicién de algunos fendmenos toxi-
cos y comprobar que la sustancia estudiada
tenga siempre las mismas caracteristicas.

2.2. Eleccién de las especies

A pesar de las similitudes de algunas especies
con el hombre, la extrapolacién es siempre difi-
cil. En general, ratén, rata, cobaya, conejo, perro
y mono son las especies mds utilizadas. La elec-
cién de una determinada especie depende de
varios factores: tipo de efecto téxico a estudiar,
disponibilidad en un determinado momento,
facilidad de manipulacién del animal, condicio-
nes de manutencién, farmacocinética y biodis-
ponibilidad del producto ensayado.

Asi, por ejemplo, para los estudios de admi-
nistracion por via oral, cutdnea o por inhalacion se
prefieren los roedores y especialmente la rata.
Para los estudios de toxicidad cutdnea se utilizan
el conejo o el cerdo. Para los estudios de toxicidad
crénica en especies no roedoras se usan perros o
primates. Para los estudios de carcinogénesis se
utilizan usualmente el ratén y la rata, etc.

2.3. Eleccién de los grupos

En general se utilizan tres grupos tratados y uno
control. Estos grupos se forman al azar a partir
de lotes de animales del mismo origen, de edad
y peso comparable y generalmente de ambos
sexos. En los estudios de larga duracién y de
carcinogénesis se acostumbran a utilizar dos
grupos control: un control negativo al que no se
le administra nada o solo el vehiculo de admi-
nistracién del téxico, y un control positivo que
recibe una sustancia de referencia.

2.4. Eleccién de la via
de administracién

En el campo de la seguridad de los alimentos
normalmente se utiliza la via oral. El producto
puede administrarse mediante una sonda esofé-
gica o estomacal (estudios cortos) o mezclando
el toxico con la comida o bebida (estudios de
larga duracion).

2.5. Eleccién de las dosis

Siempre es muy dificil. Varia en funcién del
estudio a realizar. En estudios de toxicidad aguda
se usan dosis elevadas que produzcan intoxica-
ciones claras en los animales. En estudios de
toxicidad crénica suele emplearse una gama de
dosis que van desde dosis bajas, que correspon-
den a la utilizacién normal en el hombre, hasta
dosis elevadas que producen efectos toxicos en
la especie escogida.

2.6. Duracién del tratamiento

Es muy variable, dependiendo del tipo de estu-
dio a realizar. Generalmente los estudios se
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realizan de forma secuencial: empiezan por
experimentos cortos (dias-semanas), luego de
3-6 meses y en casos especiales podemos tener
estudios de 12 meses a 2 afos, € incluso mas
en los roedores.

2.7. Andlisis estadistico de los datos

En cada ensayo los resultados obtenidos se
someten a un andlisis estadistico para determi-
nar si la distribucién de las respuestas en los gru-
pos tratados difiere de las obtenidas en el grupo
control. Existen numerosos métodos estadisti-
cos para el andlisis de resultados (OMS, 1987).

3. Tipos de ensayos utilizados

En la evaluacién toxicoldgica se utilizan tests
in vivo e in vitro, sobre los que conviene hacer
tres observaciones generales (Glomot, 1990;
Miller, 1991):

1. Los tests in vivo no son suficientes por si
mismos para establecer la toxicidad de
una sustancia. Deberdn estudiarse tam-
bién otros aspectos farmaco-toxicol6gi-
COS.

2. Los tests in vivo no permiten estudiar
todos los problemas. Deben completarse
con determinados ensayos in vitro, aun-
que solo como tests de screening (ya que
no podemos admitir que un alimento que
tenga un efecto mutdgeno sea cancerige-
no cuando se consume regularmente).

3. Los experimentos realizados no se hacen
paralelamente sino de forma secuencial,
en funcién de una estrategia definida de
modo que en cualquier punto se puede
parar el estudio si se prevén riesgos exce-
sivos o bien reorientarlo en funcién de los
resultados obtenidos.

3.1. Ensayos de toxicidad aguda

Estos estudios, si estan correctamente disefiados
y ejecutados, identifican los compuestos extre-
madamente toxicos y proporcionan informacién

sobre: DLs, o CLs,, naturaleza de los efectos
téxicos y relacidon dosis-respuesta, riesgos por
exposicién a dosis elevadas del t6xico (acciden-
te, intento de suicidio, etc.) y las diferencias
entre especie y sexo. Cuando se ensayan varias
especies o0 ambos sexos se obtiene informacién
que puede ser 1til para predecir si la toxicidad es
mediada por la actividad hormonal o para esta-
blecer si una especie debe ser investigada més
exhaustivamente. Ademds, permiten ofrecer
recomendaciones sobre como llevar a cabo los
estudios toxicoldgicos de mds larga duracién
(Chan y Hayes, 1989; Glomot, 1990).

En ellos, se usan grupos homogéneos de ani-
males (raton, rata, conejo) que reciben dosis cre-
cientes del toxico. La via de administracién es,
fundamentalmente, oral. Para determinar la
«dosis maxima tolerada» se suelen emplear cone-
jo, perro o primates. Los animales se observan
durante 14 dias. A los animales que mueren
durante el estudio o son sacrificados al final se les
hace la autopsia. Durante el ensayo se anotan los
sintomas de intoxicacioén, mortalidad, lesiones
de los 6rganos (autopsia) y toda la informacién se
clasifica por dosis y sexo. Por una férmula mate-
matica se calcula la dosis que provoca la muerte
del 50% de los animales. El valor estadistico
DLs, debe ir siempre acompaiiado de unos limi-
tes de confianza, indicando el error estimado del
valor obtenido. También se puede calcular la
dosis letal minima y la dosis maxima tolerada.

Aunque estos ensayos aportan informacién
valiosa, tienen varias limitaciones. Asi, por ejem-
plo, no indican los posibles efectos que aparece-
rian después de una administracion reiterada del
toxico. Por otra parte, la DLy es una variable
aleatoria que puede calcularse por métodos esta-
disticos, sin necesidad de utilizar un numero
excesivo de animales (Chan y Hayes, 1989).

Una descripcion detallada de los métodos
actualmente recomendados podemos encontrar-
laen OECD Guidelines for testing of chemicals:
métodos TG-420, TG-423, TG-425 (OECD,
2003) y en Methods for the determination of
toxicity and other health effects del European
Chemicals Bureau: métodos B.1-B.5 (ECB,
2004).
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3.2. Ensayos de toxicidad subaguda/
subcrénica

Proporcionan informacién sobre: efectos toxi-
cos principales y relaciones dosis-respuesta,
o6rganos diana implicados, reversibilidad o
irreversibilidad de los efectos precisando si son
acumulativos o retardados, las dosis para los
estudios de mas largo plazo, que es uno de los
principales objetivos de estos ensayos (Mos-
berg, 1989; Glomot, 1990; OMS, 2000a).

Estos ensayos se realizan segin normas
internacionales (OECD, 2003: métodos TG-
407, TG-408, TG-409; ECB, 2004: métodos
B.26, B.27). En general consisten en la admi-
nistracion regular o frecuente de varias dosis o
concentraciones de la sustancia estudiada.
Usualmente se incluyen tres niveles de dosis:
una dosis alta que produzca toxicidad, una dosis
baja que no produzca toxicidad y una dosis
intermedia que permita calcular la relacion
dosis-respuesta. Las especies animales utiliza-
das son ratas, ratones (roedores); perro y mono
(no roedores). La duracion del estudio es de 14
dias a 3 meses. Cldsicamente se clasifican en
subagudos (hasta 4 semanas) y subcrénicos (de
4 semanas a 3 meses). Durante el estudio los
animales se someten a observacion clinica (esta-
do general, comportamiento, etc.) y se hace una
evaluacién del crecimiento ponderal, consumo
de agua y alimentos. Se toman muestras perio-
dicamente para realizar exdmenes hematol6gi-
cos y bioquimicos en sangre, orina y heces. A
los animales que mueren o son sacrificados al
final se les realiza la autopsia (peso y estudio
histopatolégico de los érganos extraidos).

Por andlisis comparativo de los resultados
obtenidos se pueden establecer las relaciones
dosis/efecto, la dosis sin efecto (NOEL) y el
NOAEL.

3.3. Ensayos de toxicidad crénica

Estos estudios tratan de detectar los efectos toxicos
que requieren un largo tiempo de latencia o que
son acumulativos. Por ello son los tinicos experi-
mentos que permiten evidenciar determinadas

afecciones cardiacas o renales en los animales
estudiados, de aparicion a menudo ligada a la
edad. Proporcionan informacién sobre el tipo y
naturaleza de los efectos toxicos (funciones dafa-
das, 6rganos diana), dosis sin efecto téxico (dosis
umbral), dosis con efectos toxicos, tiempo de apa-
ricion de los efectos toxicos (en funcién de la dosis
o de la concentracion), reversibilidad eventual de
los efectos observados (Stevens y Gallo, 1989;
Glomot, 1990). Los protocolos previstos para los
ensayos de este tipo no permiten obtener informa-
cién sobre el posible efecto cancerigeno (OCDE,
2003: método 452; ECB, 2004: método B.30).

En estos ensayos se administra el téxico de
manera reiterada a grupos de mamiferos (roedo-
res o no roedores) en dosis variables. En general
se utilizan 3 grupos tratados y 1 control (20-35/
grupo/sexo, en roedores y 4-10/grupo/sexo, en no
roedores). Las dosis se eligen en funcién de los
resultados obtenidos en los experimentos de corta
duracién y generalmente se utiliza la via oral.

Un determinado ndmero de animales de
todos los grupos, o algunos de ellos, se sacrifi-
can durante el experimento para descubrir el
momento de aparicion de las lesiones histopato-
l6gicas y analizar su evolucioén en el tiempo.

El conjunto de los resultados se somete a un
exhaustivo estudio estadistico y se determina un
nivel de dosis sin efecto observado (NOAEL) que
sirve de base para la fijacion de la DDA, de los
limites de tolerancia de las sustancias en los ali-
mentos y en el agua de bebida, o los valores limi-
te de exposicion.

3.4. Estudios de la funcién reproductora

Hay dos métodos para evaluarla: a) el método
fraccionado, que estudia sucesivamente las tres
etapas: fertilidad, teratogénesis y periodo peri y
postnatal; y b) método global del conjunto del
proceso de la reproduccién (Zenick y Clegg,
1989; Manson y Kang, 1989, Glomot, 1990).

Estudio fraccionado por etapas

Estudio de la fertilidad. Permite determinar si el
tratamiento de machos y/o hembras puede pro-
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vocar la esterilidad o malformaciones en la des-
cendencia por afectacion de los gametos mascu-
lino y/o femenino.

Estudios de teratogénesis. Tienen por finali-
dad poner en evidencia: embriotoxicidad que
puede implicar la muerte del embrion, fetotoxi-
cidad, un efecto teratogénico que se manifiesta
por lesiones estructurales (malformaciones) o
funcionales. El t6xico se administra en el pri-
mer tercio de la gestacion. Este estudio necesita
un minimo de 20 ratas gestantes y 12 conejas
gestantes por grupo o dosis.

Estudio peri y posnatal. Su finalidad es la
determinacién de posibles perturbaciones en
el crecimiento del feto, el parto, la lactancia y el
desarrollo del recién nacido. El téxico se admi-
nistra durante el ultimo tercio de la gestacién
hasta el final de la lactancia. Permite también
poner en evidencia efectos sobre el comporta-
miento (tests del recién nacido, estudio de refle-
jos, movimientos espontaneos, desarrollo de
estatura, etc.) Se necesita igual nimero de ani-
males que en el caso anterior.

Método global (estudio
multigeneracional)

La sustancia se administra a la generacién
parental (Fy) antes del acoplamiento, durante un
ciclo completo de la espermatogénesis en los
machos y durante un periodo de maduracién del
oocito en las hembras. El tratamiento continda
sin interrupcién durante el acoplamiento, gesta-
cidn, parto y lactancia. La primera generacién
(F,) se trata desde el destete hasta el destete de
la generacién siguiente (F,) y, si es necesario,
hasta el destete de la siguiente (F;). Se eviden-
cian asi los efectos potenciales sobre la fertili-
dad sucesiva de varias generaciones asi como la
transmision eventual de una anomalia de una
generacion a otra. Este estudio necesita 144 ani-
males (48 machos y 96 hembras) para obtener
20 hembras gestantes por grupo como minimo.
Los protocolos actualmente aceptados para
estos estudios son TG-414, TG-415, TG-416,
TG-421 (OECD, 2003) y B.31, B.34, B.35
(ECB, 2004).

3.5. Estudios de carcinogénesis

Tienen como objetivo evidenciar el proceso por
el cual las células se dividen a una frecuencia
mucho mayor que la normal. Estos estudios se
clasifican en dos categorias: los estudios a corto
plazo (tests de mutagénesis), que son los tests
de screening y los estudios a largo término
(Glomot, 1990; Robens y Piegorch, 1989).

Estudios a largo término (OCDE, 2003:
TG-451,; ECB, 2004: B.32)

Los ensayos de carcinogénesis como medio de
predecir el riesgo en el hombre se basan en las
siguientes hipdtesis (Pitot y Dragan, 1996).

a) Los mecanismos de formacién de tumo-
res en el hombre son los mismos que en
los animales.

b) Existe una relacion dosis-efecto en la
aparicién de tumores en el hombre y en
los animales.

c¢) Elperiodo de latencia para la aparicién de
tumores estd en relacién con la longevi-
dad (el periodo de latencia para el humo
del tabaco es de 20 afios en el hombre y
de 2 afios en la rata).

d) Los aspectos cualitativos y cuantitativos
de las caracteristicas toxicocinéticas del
téxico son comparables en el hombre y
en los animales.

e) El hombre y los animales poseen funcio-
nes fisiolégicas semejantes.

El téxico se administra por via oral (varias
dosis escogidas a partir de los estudios de toxi-
cidad crénica) durante la mayor parte de la vida
del animal (minimo de 18 meses para ratén y
hamster y 24 meses para la rata). El nidmero de
animales utilizado es de 100 por grupo (50
machos y 50 hembras) y se recomienda estudiar
al menos dos especies animales, debido a las
diferencias genéticas en la susceptibilidad al
céncer. Durante la duracién del estudio se hace
un seguimiento, mediante exdmenes clinicos
regulares, para detectar la apariciéon de masas
palpables. Los animales que mueren durante el
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estudio y los que se sacrifican al final se some-
ten a un exhaustivo examen anatomopatolégico
(para detectar hipertrofias, hiperplasias o tumo-
res). No obstante, la extrapolacion de los resul-
tados al hombre es dificil.

Ensayos a corto término (Tests de
mutagenicidad)

Su finalidad es determinar la capacidad de un
compuesto quimico para producir alteraciones en
el material genético. Estas alteraciones del ADN
se traducen en efectos genotéxicos (que pueden
transmitirse o no a las generaciones posteriores,
segin afecten a las lineas germinales o a células
somadticas) (Brusick, 1989; Eaton y Klaassen,
1996). Los efectos genotdxicos pueden dar lugar
a otros fendmenos toxicos y procesos patologi-
cos en los que exista algun tipo de control gené-
tico, entre los que cabe destacar la carcinogéne-
sis, teratogénesis, esterilidad o semiesterilidad y
ciertas enfermedades cardiovasculares. No obs-
tante, el fin primordial de los estudios de muta-
génesis es la prediccion del potencial cancerige-
no de un compuesto quimico. Existen tests in
vitro e in vivo. Un efecto mutdgeno in vitro no
significa necesariamente un efecto cancerigeno
en el hombre, si bien se considera que un muté-
geno es un cancerigeno en potencia. De ahi la
importancia de los tests de mutagénesis in vivo,
ya que representan una mejor aproximacion a
la realidad. Algunos de los mads utilizados se
describen brevemente a continuacion (Brusick,
1989; Derache, 1990a).

1. Test de mutagénesis en bacterias (OECD,
2003: TG-471, TG-472; ECB, 2004: B13/B14).
Intentan detectar una mutacion tardia, una muta-
cién temprana y un efecto relacionado con una
deficiencia en la reparacion del ADN. Son rela-
tivamente sencillos. Necesitan, sin embargo, la
adicién de preparaciones microsomales (rata)
para metabolizar el procarcinégeno o promuta-
geno a un derivado reactivo.

Los test de mutacion tardia se desarrollan
sobre todo en Escherichia coli'y Salmonella typhi-
murium. Se utiliza, por ejemplo, una cepa mutan-

te con una alteracion en el gen que determina la
sintesis de triptéfano, de manera que la cepa no
crece en un medio desprovisto de triptéfano. Un
mutdgeno, en algunos casos produce una rever-
sién, reapareciendo el triplete que codifica la gli-
cina y que permite asf la sintesis del triptéfano.

En el «Test de Ames» (Salmonella typhimu-
rium) se utiliza la mutante (his’) incapaz de sin-
tetizar histidina. Bajo la accién de un mutageno
se obtiene la cepa revertiente (his"), capaz de
sintetizar dicho aminodcido y, por lo tanto,
de crecer en un medio desprovisto de histidina.

2. Tests con hongos (OECD, 2003: TG-480,
TG-481; ECB, 2004: B.15, B.16). En Sacha-
romyces cerevisiae las mutaciones pueden darse
en dos locus: ade 1 6 ade 2, formandose colonias
mutantes pigmentadas de rojo. Las colonias nor-
males (blancas) no requieren adenina, siendo
capaces de sintetizarla. Las colonias mutantes
son facilmente detectables por su coloracién. En
el experimento afiadimos un agente mutageno y
cancerigeno, por ejemplo, benzantraceno, al
medio de cultivo con células de S. cerevisiae y
fracciones microsomales. Tras 18 horas de incu-
bacién se calcula el niimero de colonias super-
vivientes y la frecuencia de colonias mutantes
rojas.

3. Tests con células de mamifero en cultivo.
El material es relativamente fécil de cultivar y
tenemos la ventaja de trabajar con material
genético humano. El material mas recomen-
dable es probablemente un cultivo de linfocitos.
Estas células pueden ser estimuladas in vitro por
distintas sustancias, especialmente las fitohema-
glutininas extraidas de las judias. Al ser estimu-
ladas tendremos sucesivas mitosis durante las
cuales se pueden detectar las aberraciones cro-
mosdémicas debidas a agentes mutdgenos.

a) Modificaciones estructurales de los cro-
mosomas (OECD, 2003: TG-473; ECB, 2004:
B.10, B.19). Los cromosomas pueden observar-
se bien cuando estdn condensados en la meta-
fase, a nivel de la placa ecuatorial antes de la
separacion de las cromadtidas hacia los polos
celulares. Para poder observar un gran nimero
de células en metafase debemos bloquear la
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divisién en este punto. La colchicina inhibe
la formacion del huso mitético, los cromosomas
se dispersan por el citoplasma y pueden obser-
varse individualmente. También podemos ob-
servar en la fase siguiente (anafase) los puentes
de separacion de las cromadtidas o los fragmen-
tos de cromatidas no unidos al huso, dispersos
alrededor del nticleo de las células hijas.

b) Mutaciones génicas en células en cultivo
(OECD, 2003: TG-476; ECB, 2004: B.17). En
estos experimentos se utilizan frecuentemente las
mutaciones reversibles, mas especificas que
las mutaciones tempranas. Un caso concreto es la
mutacién TK™ — TK" (actividad timidina quina-
sa). Las células deficientes en timidina quinasa
(TK") no pueden integrar ni la timidina ni la
bromodesoxiuridina (BrdU), pero conservan
la propiedad de sintesis «de novo». La célula nor-
mal (TK") si podra incorporar la timidina y la base
con bromo (esta dltima actuard como agente
citotoxico, impidiendo el crecimiento de la célula).

De ese modo, las células mutantes podran cre-
cer en presencia del andlogo BrdU, mientras que
las células normales no. El efecto toxico se tradu-
cird en una diferencia de velocidad de crecimien-
to del cultivo y, mediante el recuento del nimero
de células supervivientes se calculara la frecuen-
cia de la mutacién. Cuando anadimos un anidlogo
antimetabdlico (metotrexate, antagonista del
dcido folico que bloquea la sintesis de novo tras
un cierto tiempo) y un derivado mutdgeno, la
mutacién permite la supervivencia de las células.

4. Tests con animales in vivo. En los tests
in vitro podemos averiguar el caracter mutageno
de una sustancia, pero el efecto mutdgeno real de
este derivado en el hombre es mucho mas alea-
torio, de ahi el valor de los tests in vivo.

a) Andlisis del cariotipo en la metafase
(OECD, 2003: TG-475; ECB, 2004: B.11). Los
animales se tratan con la sustancia y después de
un intervalo de tiempo se examinan al micros-
copio los cromosomas de un tejido en divisién
activa en la anafase (afiadiendo colchicina). Las
células mas empleadas en la rata son los linfoci-
tos circulantes o las células de la médula dsea
(fémur).

b) El test del microniicleo (OECD, 2003:
TG-474; ECB, 2004: B.12). El microntcleo es
un resto de cromatina (fragmento de cromosoma
después de la anafase) adherida al nidcleo prin-
cipal o, en algunos casos, a los nicleos de las
células hijas. El eritrocito se adapta especial-
mente a este estudio, ya que después de la ulti-
ma maduracioén el niicleo desaparece y el micro-
nicleo queda bien visible en el citoplasma. El
test consiste en analizar el nimero de eritrocitos
policromaticos en la médula 6sea después de la
administracién de un determinado producto.

¢) El test de la dominancia letal (OECD,
2003: TG-478; ECB, 2004: B.22). Los efectos
de la dominancia letal consisten en la muerte del
embrién o del feto. Son la traduccién de una
alteracion de los cromosomas, aunque no nos da
informacién del lugar preciso de la mutacion.
Generalmente se trata el macho y después se
acopla con una hembra. Posteriormente se obser-
va el nimero de fetos muertos por hembra y se
compara con una pareja normal. Para ser «signi-
ficativa», la proporcion de fetos muertos debe
ser como minimo el doble que la de los anima-
les no tratados.

d) Los tests «spot» en el ratén (OECD,
2003: TG-484; ECB,2004: B.24). Los embrio-
nes se someten durante su desarrollo a un deri-
vado supuestamente mutidgeno. Las células
diana son las melanoblastos y los genes afecta-
dos los que controlan la pigmentacién del pela-
je. La mutacidn se traducird en una mancha o
cambio de color en la piel.

e) La translocacién en el raton (alteracion en
el nimero de cromosomas o en su tamafio)
(OECD, 2003: TG-485; ECB, 2004: B.25). En
la translocacién una parte del cromosoma se une
a otro. La hembra puede perder un cromosoma
X transformandose en X0. Esto se traducird en
una fertilidad menor o incluso nula. Las hem-
bras X0 se identifican por presentar solo 39 cro-
mosomas en las células en mitosis de la médula
6sea. También podemos observar un cromoso-
ma anormalmente largo, que nos indicard una
translocacién importante.

f) Los tests en Drosophila (OECD, 2003:
TG-477; ECB, 2004: B.20). El test de recesivi-
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dad letal ligada al sexo utiliza machos que pose-
en un cromosoma X identificable por llevar un
marcador dominante (Muller-5). Al acoplar
machos expuestos a té6xicos mutdgenos con
hembras normales, todas las hijas de la primera
generacidn llevaran el cromosoma X modifica-
do. Si estas se acoplan con sus hermanos obten-
dremos machos con el cromosoma X afectado
en la 2." generacion y de color amarillo, salvo
que se haya producido la mutacién, en cuyo caso
mueren. El test consiste en determinar el nime-
ro de machos supervivientes (genotipo salvaje)
en esta ultima generacién. Es un test de aplica-
cion facil. Si el test con Drosophila es positivo
podemos considerar con seguridad a la sustancia
como mutigena, mientras que con el test de
Ames no siempre puede detectarse. Un problema
de este test es su excesiva duracién (4 semanas).

En conclusion, los tests in vitro e in vivo a
corto término que se proponen para detectar y
prever la potencialidad cancerigena de un deri-
vado a partir de un efecto mutageno estan justi-
ficados por dos factores: tiempo y coste. Un test
a corto plazo puede durar algunos dias (bacte-
rias, levaduras) o unas semanas (roedores, dro-
sophila) y el coste es muy inferior al de un ensa-
yo a largo plazo en un animal.

Una critica que se puede hacer a los ensayos
in vitro es la dificultad para su extrapolacién a
humanos. Las causas del cancer son multiples y
la mutagénesis, aun siendo importante, no es la
unica. Por otro lado, un derivado mutdgeno a
corto plazo no debe determinar necesariamente
un cancer a largo plazo. Los ensayos primarios
de mutagénesis (con bacterias, levaduras y célu-
las en cultivo) deben interpretarse con prudencia
en caso de ser positivos. Los tests con animales,
roedores o Drosophila son mucho mas fiables y
de mds ayuda para el «arbol de decision».
Nunca se dard luz verde a un aditivo que deter-
mine en Drosophila un carécter letal, aunque sea
recesivo.

Los ensayos de mutagénesis poseen la venta-
ja de permitir tomar una decisién en relacién
con los productos alimentarios sin tener que ini-
ciar ensayos de toxicidad mas costosos.

Criterios o parametros de
toxicidad

Para referirnos a la toxicidad de una sustancia o
comparar entre si dos téxicos necesitamos utili-
zar ciertos criterios o pardmetros de toxicidad
que nos den una indicacion de la peligrosidad de
dichos téxicos sobre los humanos o cualquier
otro organismo. Podemos distinguir tres tipos
de parametros o criterios de toxicidad: indices de
toxicidad, limites tolerables de exposicion y
concentraciones maximas permisibles. Los indi-
ces de toxicidad se determinan en el proceso de
«evaluacion toxicolégica» y a partir de ellos se
deriva el resto de pardmetros de toxicidad.

1. indices de toxicidad

Son una medida cuantitativa de la toxicidad de
una sustancia determinada experimentalmente
en animales de laboratorio. Habria que distin-
guir entre indices de toxicidad aguda e indices
de toxicidad para dosis repetidas (toxicidad sub-
crénica y crénica).

1.1. indices de toxicidad aguda

El mds empleado es la DEs, (Dosis efectiva 50)
que expresa la cantidad de sustancia, en mg/kg,
que en determinadas condiciones experimenta-
les (muy precisas) produce efectos en el 50% de
una especie animal determinada. Cuando el
efecto buscado es la muerte se habla de DL,
(Dosis letal media). Otros indices de toxicidad
aguda son la CEsy, CLsy, Clso (Concentracién
inhibidora), que hacen referencia a la via inhala-
toria o a otro tipo de ensayos, que en principio
no tienen interés en toxicologia alimentaria.

La DEs, y DLsj se calculan mediante méto-
dos graficos o matematicos (estadisticos), a par-
tir de las curvas dosis-respuesta (Chan y Hayes,
1989). De forma similar pueden obtenerse los
valores de DE;, DEy DEy, etc. Hay que desta-
car el hecho de que los valores de toxicidad se
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refieren exclusivamente a la via de entrada (oral,
dérmica o respiratoria) y a la especie para la que
se han determinado.

Aunque en los tltimos tiempos se ha puesto
en entredicho la validez y utilidad de la DLy,
este pardmetro ha sido cldsicamente utilizado
como criterio de toxicidad a efectos comparati-
vos entre distintos téxicos. De hecho, la DLsj es
un criterio utilizado por la Unién Europea para
la clasificacién y etiquetado de productos qui-
micos como muy téxicos, téxicos o peligrosos
(Directiva 2001/59/CE, Tabla 5.1).

1.2. indices de toxicidad para dosis
repetidas

En el caso de dosis repetidas el pardmetro utili-
zado es el NOEL (No observed effect level) o
«Dosis sin efecto» que podriamos definir como
la dosis maxima diaria (expresada en mg/kg/dia)
que no produce efectos observables en el ani-
mal considerado (Hallenbeck, 1993, OMS,
1994). Normalmente se considera una exposi-
cién cronica (3 meses - 2 afios).

Actualmente se prefiere usar el NOAEL (No
observed adverse effect level) o «Dosis sin efec-
to adverso observable» que hace hincapié en el
hecho de que no produzca efectos que puedan
considerarse adversos. Otros indices son el
LOEL y LOAEL (Lowest observed effect level
y Lowest observed adverse effect level). El
LOAEL se define como la dosis mds baja capaz
de producir efectos adversos. Estos mismos para-
metros se pueden determinar para las concentra-
ciones ambientales de téxico (por ejemplo,
NOAEC, LOAEC, etc.) y de igual manera que en
los indices de toxicidad aguda los valores obte-
nidos dependen de la especie y las condiciones

experimentales utilizadas en el estudio, asi como
de la via de entrada del téxico. Evidentemente
para cada «efecto» considerado tendremos unos
valores de NOAEL, LOAEL, etc.

El NOAEL es sin duda alguna el parametro
toxicolégico mds importante ya que sobre €l se
apoya el célculo de los limites tolerables de
exposicion y las concentraciones maximas per-
misibles. Es por ello que conviene hacer algunas
consideraciones sobre el concepto y el cdlculo
del mismo (Yanes, 2002).

Es importante hacer una observacion sobre el
calculo del NOAEL. El NOAEL debe ser, por
definicion, una de las dosis experimentales pro-
badas. Es decir, que a diferencia de la DL, aqui
no podemos hacer una extrapolacién a partir de
una serie de datos. El NOAEL/LOAEL debe ser
una de las dosis usadas en el estudio. En la prac-
tica se determina utilizando una serie de con-
centraciones decrecientes y se elige aquella que
«no produce efectos adversos observables». A
veces por mucho que bajemos la dosis siempre
obtenemos un efecto adverso, siendo imposible
establecer un NOAEL. En esos casos la dosis
mads baja que produce un efecto adverso se toma
como LOAEL. Por lo tanto, el valor del NOAEL
o LOAEL es un valor observado que depende
del protocolo y del disefio de la investigacion.
Entre los factores «estudio-dependientes» que
pueden influir en la magnitud del valor observa-
do podemos citar la especie, el sexo, la edad, la
resistencia y el estado de desarrollo de los ani-
males estudiados, el tamaio del grupo, la sensi-
bilidad de los métodos utilizados para medir la
respuesta y la seleccion de los niveles de dosis,
ya que con frecuencia estan muy espaciadas, de
manera que el valor observado del NOAEL
puede ser, en algunos casos, considerablemente

Tabla 5.1.  Clasificacién de las sustancias quimicas de acuerdo don la DLso
CLASIFICACION DLso Especie/Via de administracién
Muy téxico < 25 mg/kg de peso Rata/Oral
Téxico 25-200 mg/kg de peso Rata/Oral
Peligroso 200-2000 mg/kg de peso Rata/Oral
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Tabla 5.2.  Resultados de un estudio de 90 dias en rata (ejemplo de célculo de NOAEL/LOAEL)
GRUPO Dosis (mg/ kg/dia) dm:ante el Resultados
periodo de estudio

Grupo control 0 No se observan efectos adversos.

Grupo tratado (1) 1 No hay diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo (1) y el grupo control.

Grupo tratado (2) 5 No hay diferencias significativas entre el grupo (2) y el grupo
control.

Grupo tratado (3) 25 Se observan efectos adversos con diferencias significativas

respecto al grupo control.

menor que el verdadero «nivel de efecto no
adverso» (OMS, 1994).

A continuacién se muestra un ejemplo de
calculo de NOAEL/LOAEL (Tabla 5.2). En ese
estudio de 90 dias sobre el efecto de un téxico
en ratas, se han encontrado los resultados que se
indican en la tabla, y se asume que el disefio y
ejecucion del estudio experimental han sido
correctos.

De los datos mostrados en la tabla se dedu-
ce que el NOAEL para este estudio es de 5
mg/kg/dia, ya que esta es la mayor dosis usada
en el ensayo en la que no aparecen efectos esta-
disticamente diferentes respecto a los contro-
les. El LOAEL para este estudio seria 25
mg/kg/dia, al ser la menor dosis que produce
un efecto adverso con diferencias estadistica-
mente significativas respecto a los controles. En
este ejemplo podemos ver como esta metodolo-
gia puede dar lugar a errores en la estimacién
del NOAEL debido al espaciamiento de las

dosis. En efecto, con los resultados expuestos el
NOAEL es de 5 mg/kg/dia y la siguiente dosis
empleada en el estudio es de 25 mg/kg/dia.
Como no disponemos de los datos para dosis
intermedias (10, 15 y 20 mg/kg/dia) es posible
que el verdadero NOAEL fuese mayor de 5 mg/
kg/dia. El mismo error, podria argumentarse
respecto al LOAEL.

Otra situacién que se puede plantear se
muestra con los datos de la Tabla 5.3. En esta
todas las dosis empleadas en el estudio originan
efectos adversos que presentan diferencias esta-
disticamente significativas respecto al grupo
control. En consecuencia, en este supuesto no se
puede establecer un NOAEL y el LOAEL seria
de 1 mg/kg/dia (la dosis mds baja que produce
efectos adversos observables).

Otro aspecto digno de discutir es el propio
concepto de NOAEL. Cladsicamente se ha consi-
derado como un indice de toxicidad de «dosis
repetidas», por lo que en principio solo podria

Tabla 5.3.  Resultados de un estudio de 90 dias en rata (ejemplo de célculo de LOAEL)
GRUPO Dosis (mg/ kg/dia) dun:ante el Resultados
periodo de estudio

Grupo control 0 No se observan efectos adversos.

Grupo tratado (1) 1 Se observan efectos adversos con diferencias significativas
respecto al grupo control.

Grupo tratado (2) 5 Se observan efectos adversos con diferencias significativas
pecto al grupo control.

Grupo tratado (3) 25 Se observan efectos adversos con diferencias significativas

respecto al grupo control.
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derivarse de estudios subcrénicos o crénicos
(= 90 dias). En la propia definicién se habla de
mg/kg/dia lo que implica la administracion dia-
ria del téxico durante un periodo de tiempo
determinado.

Sin embargo, también encontramos en la
bibliografia reciente numerosas referencias a
NOAEL agudo y NOAEL subagudo que, en
principio, estarian en contra de lo expresado
en la definicion. No obstante, parece razonable
ya que en exposiciones agudas y/o subagudas
puede ser interesante conocer la dosis que no
produce efecto adverso observable. En definiti-
va, se trataria de una «dosis sin efecto» que
habria que incluir dentro de los indices de toxi-
cidad aguda. La diferencia respecto a otros indi-
ces de toxicidad aguda, como se ha dicho antes,
estarfa en la metodologia para el cdlculo del
indice correspondiente. En consecuencia, seria
mds correcto cuando se habla de «indices de
toxicidad de dosis repetidas» hacer referencia a
NOAEL subcrénico/crénico y dentro de los
«indices de toxicidad aguda» considerar el
NOAEL agudo.

La existencia de NOAEL para distintas con-
diciones de exposiciéon (aguda, subaguda, sub-
crénica, crénica) es importante, como se vera en
el apartado siguiente, para la derivacién de limi-
tes tolerables de exposicién en las distintas
situaciones en que puede verse implicado el
consumidor.

De hecho, en la actualidad, la mayoria de las
agencias y organismos reguladores adoptan una
definicion de NOAEL mas general: «La mayor
concentraciéon o cantidad de una sustancia,
determinada experimentalmente o por observa-
cién, que no produce efectos adversos observa-
bles en el organismo diana bajo unas condicio-
nes de exposicion definidas» (OMS, 1994).

2. Limites tolerables
de exposicion

El limite tolerable de exposicion, representa la
dosis (expresada en mg/kg/dia) de un producto
que puede ingresar en el organismo diariamente,

durante toda la vida, sin que resulte perjudicial
para la salud.

A partir de los valores experimentales de
NOEL (NOAEL) y LOEL (LOAEL) se puede
hacer una estimacion de los limites de exposi-
cion tolerables, en cualquier medio, para huma-
nos (OMS, 1987, 1994, 1999). Hay que tener en
cuenta que la presencia de sustancias toxicas
en alimentos, agua y aire es practicamente ine-
vitable. Por ello y de acuerdo con los indices de
toxicidad, es necesario fijar unos limites que
garanticen la salud de los humanos y/o otros
organismos vivos. Constituyen asi la base para
hacer una evaluacién del riesgo de las sustancias
téxicas.

Estos limites tolerables (permisibles) de
exposicion son distintos en las diferentes ramas
de la toxicologia (industrial, alimentaria, etc.) y
también varfan en su nomenclatura segun el
organismo internacional que los fija (EPA,
FDA, etc.).

Asi, por ejemplo, en toxicologia alimentaria
el criterio basico es la DDA (Dosis Diaria
Admisible) conocida también como IDA (In-
gesta Diaria Admisible) (OMS, 1987; Derache,
1990).

La DDA es utilizada por la OMS para los
pesticidas y aditivos. Se define como «la dosis
de un producto que puede ser ingerida diaria-
mente por un individuo durante toda su vida sin
riesgo apreciable para su salud». Se expresa en
mg/kg/dia.

La DDA se fija a partir de ensayos experi-
mentales con animales sobre la toxicidad aguda
y crénica (investigando eventuales efectos
mutigenos, teratdgenos y cancerigenos). Se
considera el efecto mds sensible en la especie
animal mds sensible. Se determina la cantidad
mdéxima que dicha especie animal puede ingerir
diariamente, durante el tiempo de la experien-
cia, sin efecto nocivo (NOAEL croénico). Para
extrapolar al hombre (que se considera la espe-
cie mas sensible y vulnerable) se divide la dosis
establecida para el animal por 10 y, para incluir
las variaciones individuales y los casos especia-
les (embarazadas, nifios, ancianos,...) se divide
de nuevo por 10. En definitiva y, de forma gene-
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Para cada:
Via de exFosicién
Tipo de efecto

NOAEL — Periodo de exposicion
\ Efecto més sensible

Especie mds sensible

,—> DDA=NOAEL
10x 10

Figura 5.3. Célculo de la dosis diaria admisible (DDA)).

ral, la DDA es la centésima parte del NOAEL
(expresada en mg/kg de peso y dia) (Figura 5.3).
Se usa, por lo tanto un factor de seguridad o
incertidumbre para englobar diferencias inter e
intraespecificas.

En caso de no existir datos concluyentes
sobre los estudios de toxicidad se pueden usar
factores mas altos. Asi, por ejemplo, el LOAEL
se usa cuando no existe un valor de NOAEL,
aunque en tal caso se usa un factor de seguridad
adicional al hacer los célculos (= 10). Hay que
tener en cuenta que la DDA asume un consumo
durante toda la vida, por lo que para el célculo
hay que usar el NOAEL «crénico». Si, por
ejemplo, el NOAEL se ha obtenido en un estu-
dio subcrénico (por ejemplo, 90 dias) hay que
aplicar otro factor adicional de 10 (= 10).

En el ejemplo de la Tabla 5.2, la DDA se
obtendria dividiendo el valor del NOAEL (5
mg/kg/dia) por 1.000 (10 por las diferencias inte-
respecificas, 10 por las diferencias intraespecifi-
cas y un factor adicional de 10 por tratarse de un
estudio subcrénico). Asi DDA = 5/1.000 = 0,005
mg/kg/dia. Si consideramos los datos de la Tabla
5.3, donde no se ha podido establecer un
NOAEL, la DDA se obtendria dividiendo por
10.000 el valor del LOAEL (100 por las diferen-
cias intra e interespecificas, 10 por tratarse de un
estudio subcrénico y otro factor adicional de 10
por utilizar el LOAEL). En este ejemplo (Tabla
5.3) la DDA = 1/10.000 = 0,0001 mg/kg/dia.

Por su parte la OMS utiliza la TDI (Tolerable
Daily Intake o «Ingesta Diaria Tolerable»)

(OMS, 1987) para los contaminantes en general
tanto en alimentos como en el agua de consumo.
Estos valores pueden ser definitivos o provisio-
nales en funcién de los conocimientos cientifi-
cos sobre el téxico en cuestion existiendo a su
vez dos modalidades: PMTDI (Provisional
Maximum Tolerable Daily Intake o «Ingesta
Maixima Diaria Tolerable Provisional») para con-
taminantes no acumulativos y PTWI (Provisional
Tolerable Weekly Intake o «Ingesta Semanal
Tolerable Provisional») para téxicos acumulati-
vos como es el caso de los metales pesados.

Otros limites tolerables de exposicion equi-
valentes a la DDA son la RfD (Dosis de refe-
rencia) que emplea la EPA (Environmental
Protection Agency, USA) para contaminantes en
general (Pefa et al., 2000) y los MRL (Minimal
Risk Level o Nivel de Riesgo Minimo) que utili-
za la ATSDR (Agency for Toxic Substances and
Disease Register, USA) (ATSDR, 1992). Tanto
las TDI como las RfD y MRL se calculan de
acuerdo con los principios generales indicados
en la DDA y se expresan en mg/kg de peso/dia.

Todo lo dicho con anterioridad es valido para
los toxicos no cancerigenos. Los agentes cance-
rigenos representan un caso especial, en el que
no se pueden aplicar los mismos criterios a la
hora de establecer valores de referencia (limites
tolerables de exposicién y concentraciones
maximas permisibles). En primer lugar hay que
distinguir los cancerigenos «no genotéxicos» y
los «genotéxicos». A los primeros, aquellos que
no afectan al material genético, se puede aplicar
todo lo dicho para los agentes no cancerigenos,
es decir, la DDA como nivel de seguridad para
el consumidor. Sin embargo, en los cancerige-
nos genotoxicos, llamados asi por actuar direc-
tamente sobre el material genético, se considera
que no hay dosis libre de riesgo y por lo tanto
cualquier dosis, por minima que sea, puede tener
consecuencias a largo plazo sobre la salud del
consumidor (tolerancia cero). Resulta evidente
que la inica manera de salvaguardar la salud del
consumidor seria evitando la presencia de estos
contaminantes en los alimentos, situaciéon que,
en la mayoria de los casos, resulta totalmente
imposible.
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En la préctica, la evaluacion de los agentes
cancerigenos (Pefia et al., 2000) se hace de
acuerdo con el «peso de la evidencia» que impli-
ca su calificacién como cancerigeno segun las
clasificaciones de organismos internacionales
como la Agencia Internacional para la Inves-
tigacion del Cancer (IARC) u otras como la EPA
(Agencia Americana de Proteccién Ambiental),
NTP (Programa Nacional de Toxicologia de
USA), etc. Ademads se utilizan dos pardmetros:
el «Factor de pendiente de cancer» (Cancer
Slope Factor, CSF) y la «Unidad de Riesgo de
Cancer» (UR, Unit Risk) (Kolluru, 1998).

El factor de pendiente de cdncer (CSF,
Cancer Slope Factor) es un indice de toxicidad
que relaciona la dosis con la respuesta genotoxi-
ca (Pefa et al., 2000). Corresponde al riesgo por
unidad de dosis (expresada en mg/kg/dia). Se
calcula a partir de la curva dosis—respuesta
representando en ordenadas la probabilidad de
que se produzca cancer y en abscisas la dosis
suministrada (dosis diaria vitalicia) (Figura 5.4).
Debido a que los datos experimentales normal-
mente se encuentran en rangos de dosis de una
magnitud muy superior a los que puede estar
expuesto el hombre en condiciones normales, es
necesario extrapolar los resultados observados
hacia la regién de dosis cercanas a cero (usando
diferentes modelos matematicos). La pendiente
de la regidn linearizada de esta curva es el CSF
y sus unidades son (mg/kg/dia) .

Como, en el caso de los cancerigenos se
admite que no existe dosis libre de riesgo, la
ordenada en el origen es 0, con lo que la ecua-
cién de la recta se simplifica (y = b - x), donde
«b» representa el CSF, «y» la probabilidad de
cancer y «x» la dosis de exposicién vitalicia.
Los CSF de muchos téxicos han sido calculados
por la EPA y pueden obtenerse en los perfiles
toxicoldgicos de la ATSDR (www.atsdr.cdc.gov/
toxpro2.html; www.epa.gov). De esta forma, el
«factor de pendiente de cdncer» permite:

a) Asumiendo un riesgo determinado (ej. un
exceso de riesgo de cancer de 1/100.000),
establecer las dosis diarias vitalicias
(limite tolerable de exposicién) de un

V4
OQ%
o‘é 0

oS /
Probabilidad de que S
se produzco cdncer é(l«O y =@+®.®
Exceso de ri SA '
(rceso deriesgo | 571 C5F (mg/Kg/dia)”

Dosis diaria vitalicia x

mg/Kg/dia (70 afios)

Figura 5.4. Cdlculo del factor de pendiente de céncer
(CSF).

cancerigeno que producirian ese incre-
mento de riesgo de cancer en los consu-
midores y a partir de las cuales se puede
también hacer una estimacion de las con-
centraciones «permisibles» de cancerige-
nos en el agua y los alimentos.

b) Conociendo la dosis de exposiciéon (mg/
kg/dia) a un cancerigeno hacer una esti-
macién del riesgo de padecer cancer.

Asi por ejemplo, para el arsénico, la EPA ha
estimado que la ingestién de por vida de 1 pg/
kg/dia (alrededor de 50-100 pg/dia en un adulto)
se asocia con un riesgo de cancer de piel de
aproximadamente el 0,1% (1/1.000). Esta dosis
es equivalente a consumir agua potable durante
toda la vida con una concentracién de arsénico
de 25-50 pg/L. La CMP para el arsénico en agua
potable ha sido de 50 ug/L (BOE 20/09/1990)
hasta finales del 2003 (en la actualidad la CMP
ha sido rebajada a 10 ug/L). Puesto que hay una
considerable incertidumbre en el proceso de
evaluacién del riesgo de cancer, las estimacio-
nes cuantitativas como el ejemplo anterior son
intencionadamente muy conservadoras. Por
ello, el riesgo real en la ingestion de las cantida-
des indicadas en el ejemplo seria probablemen-
te menor de lo estimado, pero nunca mayor.

La unidad de riesgo de cdncer, URC (UR,
Unit Risk) se define como «el riesgo incremental
de cancer por la ingestion de 1 ug/L o 1 pg/kg de
téxico en el alimento durante toda la vida. En
este caso se trata del riesgo por unidad de con-
centraciéon del contaminante en el alimento
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(ug/kg o ug/L). Asi, por ejemplo, si la URC para
el arsénico en agua es de 5 x 107 (ug/L)", esto
indica, aproximadamente, cinco casos de incre-
mento de cancer por 100.000 en la poblacién
expuesta a 1 pug/L de arsénico en el agua duran-
te toda su vida.

De esta forma, la probabilidad (riesgo) de
cancer vendra dada por la siguiente expresion:

Riesgo de cancer = Concentracion de toxico
x URC

Y, si fijamos el riesgo, podemos calcular la
CMP para ese toxico en el alimento.

En definitiva también en el caso de los cance-
rigenos existe una metodologia que permite, fijan-
do un nivel de riesgo aceptable, establecer los
limites tolerables de exposicién y las concentra-
ciones maximas permisibles en agua y alimentos.

3. Concentraciones maximas
permisibles

La concentracién maxima permisible (CMP) es
la concentracién maxima de un téxico (expresa-
da en mg/kg o mg/L) que se permite en un medio
determinado (alimento, agua) (ATSDR, 1992).
Como en casos anteriores, reciben distintos nom-
bres en funcién del organismo que los establece
y la rama de la toxicologia, considerada. En el
caso del agua se conocen como «Valores Guia»
(OMS, 1996) y en el caso de pesticidas o resi-
duos de medicamentos veterinarios como «Limi-
tes Maximos Residuales» (LRM) (Mestres,
1990). Por su parte, la ATSDR, utiliza las Guias
de Evaluaciéon Medioambientales (EMEG, para
no cancerigenos y CREG, para cancerigenos)
como expresion de las concentraciones maximas
permisibles (ATSDR, 1992).

A partir de los valores de la DDA (o cual-
quiera de los otros parametros equivalentes) se
pueden establecer las Concentraciones Maximas
Permisibles (CMP) en un alimento o bebida, que
se expresan como mg/kg de producto fresco o
por litro de producto liquido. Estos valores se
calculan a partir de la DDA teniendo en cuenta

Lim. Tolerable expos.

CMP - (mg/kg/dia) X Peso (kg)
mg/l__(qguq) Tasa de ingestion (L/dia, kg/dia, m3/dia)

mg/kg
(c?imento)

Peso corporal: 70 kg (adulto) y
10 kg (nifio)

Consumo: 1L/dia (nifio); 2L/dia (adulto)

Figura 5.5. Cdlculo de las concentraciones méaximas
permisibles.

el peso medio de una persona, la cantidad media
ingerida por dia y la contribucién de ese pro-
ducto al total de la dieta.

En la Figura 5.5 se muestra la expresion para
el cdlculo de las CMP, considerando un peso
de 70 kg para el adulto y 10 kg para un nifio
(ATSDR, 1992).

Para el célculo de las concentraciones maxi-
mas permisibles es necesario conocer el consu-

Tabla 5.4. Consumos medios por persona y dia.

PRODUCTO Gramos/dia
Cereales 208
Arroz 9
Patatas y féculas 230-250
Citricos 50
Frutos y bayas 150
Verduras 325
VEGETALES (en su conjunto) 240
TOTAL CARNES 295
Msculo 300
Higado 100
Rifién 50
Grasa 50
Total leche y productos lécteos 343
Huevos 100
TOTAL PESCADOS Y CRUSTACEOS 48
Consumo medio en diversos paises:

Suecia 56

EE UU 18
Japén 88
Francia 48
Leche 1,5 L/dia
AGUA 1,5-2 L/dia

Datos procedentes de OECD, UE y OMS (Adaptado de Mestres,
1990).



Evaluacién de la toxicidad de aditivos y confaminantes presentes en alimentos 93

Evaluacia
toxicologica ————> NOAEL
mg/kg/dia
Factor correccién
l 10x 10
CMP = DDA
mg/kg/dia  fes0 s mg/kg/dia

/

«Valores de referencia»

VALOR%?\l REALES
AGUA/ALIMENTOS

Figura 5.6. Valores de referencia para el andlisis de
riesgo.

mo diario del alimento en cuestién o de la bebida
considerada. Estos datos se pueden obtener de las
encuestas de consumo que se realizan en los dife-
rentes paises. A modo de ejemplo, en la Tabla 5.4
se muestran los datos de consumo medio para dis-
tintos alimentos en la Unién Europea (Mestres,
1990). Para el agua se considera un consumo de 2
L/dia para un adulto (ATSDR, 1992).

Los limites tolerables de exposicion y las
concentraciones maximas permisibles son los
valores de referencia que constituyen la herra-
mienta basica para la evaluacién del riesgo,
como se esquematiza en la Figura 5.6.
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La seguridad alimentaria

La preocupacion actual por los problemas ali-
mentarios se confirma con la publicacion por la
Comision de las Comunidades Europeas del
Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria (UE,
2000). La politica de seguridad alimentaria en
Europa se basa en una aproximacién global,
integrada del analisis del riesgo a través de la
cadena alimentaria, es decir, «desde la granja
hasta la mesa».

El andlisis del riesgo tiene tres componentes
principales: evaluacién del riesgo (revision cien-
tifica y andlisis de la informacidn), gestion del
riesgo (regulacién y control) y comunicacién del
riesgo (Smith, 2002; Repetto et al. 2004a). La
evaluacién del riesgo comprende la identifica-

cion del peligro, la caracterizacion del peligro,
la evaluacion de la exposicion y la caracteriza-
cibn del riesgo.

Segtin el Codex General Estandar para Conta-
minantes y Téxicos en Alimentos, para poder
evaluar los niveles maximos de contaminantes
en los alimentos es necesaria informacion al
menos sobre los siguientes aspectos: identifi-
cacion de la sustancia, metabolismo en humanos
y animales, toxicocinética y toxicodindmica,
informacién sobre toxicidad aguda y a largo
plazo en animales y humanos, incluyendo datos
epidemioldgicos, y conclusiones de expertos
toxicoldgicos, con referencias, incluyendo infor-
macion sobre grupos vulnerables de poblacién o
animales.

Hasta ahora la mayoria de los datos toxicold-
gicos para la evaluacién del riesgo se obtienen
en estudios en animales, suplementados con
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investigaciones in vitro para ayudar en la inter-
pretacidon mecanicista de los resultados.

Los estudios in vivo pretenden identificar el
principal efecto toxico y el nivel de exposicion
que no provoca efectos adversos (NOAEL). La
ingesta diaria admisible (IDA) se calcula divi-
diendo el NOAEL por unos factores de incerti-
dumbre que tratan de compensar la incertidum-
bre de la extrapolacién de los resultados desde
los animales al hombre, y la variabilidad inte-
rindividual entre humanos. La IDA representa
la cantidad de un compuesto que puede ingerir-
se diariamente durante toda la vida sin riesgo
apreciable para la salud.

En esta estrategia es preciso que las dosis
ensayadas en los animales sean mucho mayores
que los niveles esperados de exposicion en
humanos. Ello se realiza afiadiendo el compues-
to al alimento del animal, por ejemplo para los
aditivos alimentarios (Smith, 2002). Sin embar-
go, es técnicamente imposible usar dosis altas
para macroconstituyentes de la dieta, ya que se
producirian efectos téxicos por alteraciones
nutricionales (Munro et al. 1996).

Para la FDA ha sido necesario revisar el pro-
cedimiento de evaluacion de la seguridad ali-
mentaria, ya que los avances en la tecnologia y
nutricién han provocado la introduccién de nue-
vos alimentos y sustancias que no encajan en el
modelo tradicional (Raiten, 1999). Ademas de la
alta exposicion prevista para estos materiales,
que complica los ensayos de evaluacién de ali-
mentos completos en animales, la identificacién
y aplicacion de factores de seguridad es més
compleja, ya que no se pueden ensayar dosis
mucho mads altas que la verdadera exposicion
prevista si es mayor del 0,1% en la dieta; la
complejidad en la composicién de los nuevos
productos dificulta su evaluacién; y el potencial
para producir efectos en humanos que no sean
reproducibles o detectables en animales compli-
ca atin mas la evaluacion.

Por ello deben combinarse las aproximacio-
nes existentes con nuevas alternativas. Para evi-
tar tener que recurrir a utilizar més estudios en
humanos, se presenta una gran oportunidad para
la aplicacion de sistemas in vitro. Los probables

avances cientificos permitirdn el desarrollo de
una nueva generacion de estrategias de métodos
in vitro de fundamento mecanicista para la
caracterizacion del peligro que puedan emplear-
se en la evaluacién del riesgo (Eisenbrand et al.
2002).

Recientemente han sido publicados por Glei
et al. (2003) dos ejemplos de la aplicacion de
procedimientos in vitro en la aplicacién en la
evaluacion inicial de alimentos funcionales.
Para ello, extractos acuosos de té verde y de
zanahorias negras fueron evaluados usando las
células de colon humano HT?29 clone 19A. Los
extractos redujeron la viabilidad y proliferacion
celulares y causaron alteraciones al ADN. Con
excepcion de la cianidina, ninguno de los com-
ponentes protegid las células frente a peréxido
de hidrégeno. Se demuestra la utilidad de proce-
dimientos in vitro para explorar los efectos cito-
toxicos y protectores.

Métodos alternativos

La evaluacion de la seguridad y eficacia de com-
puestos utilizados como aditivos alimentarios,
plaguicidas, medicamentos, cosméticos, o com-
puestos industriales ha supuesto una de las gran-
des areas de impulso de los métodos alternativos
al empleo de animales en experimentacién. Los
métodos utilizados en experimentacion, ensayo
y ensefianza estan en continuo progreso ya que
los investigadores estdn en permanente bisque-
da de posibles alternativas que mejoren la cali-
dad de su trabajo. Ello es debido, en parte, a la
l6gica evolucién de los conocimientos cientifi-
cos y de sus aplicaciones tecnolégicas, y en
parte, a consideraciones éticas, logisticas, eco-
némicas, sociopoliticas y legales. (Tabla 6.1).
Los tres principios basicos que identifican el
amplio concepto de métodos alternativos, tam-
bién conocidos por las letras iniciales, las «tres
erres», son: reemplazo de los procedimientos que
emplean animales por otros que no los precisen
como las técnicas in vitro, reduccion en el nime-



La aplicacién de procedimientos in vitro en la evaluacién toxicolégica alimentaria Q7

Tabla 6.1.  Metodos experimentales alternativos.

Evitar la repeticion innecesaria de experimentos
in vivo e in vitro:
Protocolos y estudios previos:
Disponibilidad de la informacién, intercambio.
Flexibilidad. Estrategias integradas.

. Modelos predictivos:

Cinética ambiental de compuestos quimicos.
Férmaco-toxicocinética (PB-PK).
Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR).

. Mejoras en el disefio de estudios animales:

Reduccién: nomero de animales usados.
Refinamiento: minimizacién del dolor y «distres»;
nuevos modelos.

. Uso de organismos inferiores no protegidos:

Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales
invertebrados.

. Vertebrados en etapas iniciales de desarrollo:

Peces, anfibios, reptiles, pajaros, mamiferos.

. Métodos in vitro :

Organos: bafos, perfusién, cultivo, cortes, érganos
reconstituidos.

Explantes, reagregados celulares, micromasas, cocultivos.

Cultivo primario de células dispersadas.

Lineas celulares/transgénesis.

Sistemas libres de células.

. Oftros:

Estudios en humanos: voluntarios, epidemiolégicos,
vigilancia.

Modelos en la ensefianza y formacién: modelos
mecdnicos, sistemas audiovisuales, y simulaciones por
ordenador y de realidad virtual.

ro de animales utilizados y refinamiento de los
métodos usados. Por ello, los métodos alterna-
tivos comprenden desde evitar la repeticién de
experimentos innecesarios con animales y la
mejora en su disefio para disminuir el estrés y
sufrimiento, los estudios en humanos, el empleo
de técnicas in vitro y el uso de modelos tedricos
y modelos matematicos, hasta el empleo de siste-
mas visuales y de realidad virtual.

El desarrollo de los métodos in vitro ha sido

espectacular en estos ultimos tiempos, tanto por
la gran evolucién de métodos moleculares, como
por las facilidades actuales parar el uso de culti-
vos celulares y cultivos de tejidos. En la Tabla 6.2
se reflejan algunas de sus ventajas de interés en

relacion con aplicaciones alimentarias (Eisen-
brand et al. 2002). Entre los avances producidos
en los métodos experimentales in vitro pueden
destacarse los derivados de mejoras en los culti-
vos, incluyendo el empleo de factores de creci-
miento, matrices, cocultivos y microagregados.
Mencién aparte merecen los modelos manipula-
dos genéticamente, cuya aplicaciéon multiplica
enormemente nuestras expectativas, facilitando la
comprension de los mecanismos de accion.

Tabla 6.2.  Principales ventajas de los
procedimientos in vitro.

¢ Proporcionan un medio efectivo y répido para la selec-
cién (screening) y clasificacion de los compuestos.

e Permiten el desarrollo en sistemas humanos de evaluacio-
nes basadas en los mecanismos.

® Proporcionan herramientas importantes para incremen-
tar nuestro conocimiento de los efectos téxicos a nivel
celular y molecular.

¢ Son puentes esenciales entre los animales de experimen-
tacion y los humanos.

e Proporcionan sistemas bien definidos para estudiar las
relaciones estructura-actividad.

e Permiten investigaciones de tejido diana que no pueden
realizarse adecuadamente por otros métodos, como:

- Andlisis en profundidad de los mecanismos de toxici-
dad a los niveles molecular y celular, y de las respues-
tas iniciales y adaptativas.

~ Identificacién de los cambios moleculares claves impli-
cados en la toxicidad, permitiendo el desarrollo de
biomarcadores de efecto.

- El andlisis detallado de las consecuencias toxicolégicas
de la variacién genética de la poblacién.

- Evaluacién de efectos célulo-especificos (ejemplo:
higado, corazén, sistema nervioso, inmunitario), y
cuando es posible, tejido-especificos (ejemplo, embrio-
narios).

— Establecimiento de la naturaleza de las relaciones con-
centracién efecto y de la existencia de umbrales espe-
cificos de efectos en células de diferentes especies y
tejidos.

Modelos experimentales
in vitro

La configuracién de los modelos experimenta-
les empleados in vitro se fundamenta en dos
pilares basicos, que son el sustrato bioldgico y
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los indicadores de toxicidad. El sustrato biolo-
gico es el material generalmente organico, vivo
0 no, sobre el que se aplica in vitro el xenobi6-
tico, y cuyas reacciones ante tal estimulo quere-
mos comparar con las de los animales superio-
res y posteriormente extrapolar al hombre.
Estas alteraciones se valoran mediante los
denominados indicadores de toxicidad, que son
los parametros que determinamos para cuantifi-
car las modificaciones producidas en la estruc-
tura o fisiologia de los componentes del sustra-
to de ensayo. El valor predictivo del modelo
experimental in vitro dependerd de la buena
conjuncién entre su sustrato biolégico y los
indicadores de toxicidad aplicados, aunque
también presentan gran transcendencia el pro-
tocolo utilizado para la exposicién al toxico y el
procedimiento empleado para evaluar la signi-
ficacion estadistica de los resultados. En los
estudios de toxicocinética se investigan los com-
puestos y sus metabolitos en lugar de las altera-
ciones producidas, como se expondra posterior-
mente.

El disefio de un modelo experimental in vitro
supone la asociacién arménica de cada uno de
estos factores para obtener un sistema a micro-
escala que permita predecir un determinado tipo
de efecto téxico. En teoria, es practicamente ili-
mitado el nimero de modelos posibles, ya que
existen muy diferentes posibilidades de sustrato
bioldgico, sobre los que pueden estudiarse muy
diversos marcadores de toxicidad.

1. Sustratos biolégicos empleados

in vifro
Las alternativas bioldgicas al uso de animales
superiores vivos para el estudio de la toxicidad
producida por los compuestos quimicos son
muy variadas (Repetto y Repetto, 1995). Entre
ellas figuran el uso de invertebrados (Repetto
et al., 1988), microorganismos, plantas, micro-
algas y preparaciones in vitro.

Para incrementar la capacidad predictiva de
los efectos en humanos utilizando modelos
experimentales in vitro se estd aumentando la

complejidad de los sistemas mediante el empleo
de cortes de tejidos o cultivos con diferentes
tipos celulares, o alargando los periodos de
exposicion mediante bioreactores. El empleo
de sistemas transgénicos resulta también muy
util. La aplicacion de modelos més completos y
con capacidad metabolizadora permite estudios
cinéticos y metabdlicos, ademds de predecir la
influencia de los polimorfismos genéticos.

2. Indicadores de toxicidad empleados
in vifro

Para el estudio in vitro de los efectos téxicos de
los compuestos quimicos, hemos de considerar
dos tipos de mecanismos, referidos como cito-
toxicidad general y citotoxicidad organoespecifi-
ca. En primer lugar, los mecanismos de citotoxi-
cidad general se deben a las interferencias
producidas por un xenobidtico o sus metabolitos,
sobre los procesos basales comunes a la mayor
parte de las células del organismo. La toxicidad
organoespecifica, por su parte, concreta la exis-
tencia de 6rganos que son diana para ciertos
toxicos y explica la mayor susceptibilidad y
sensibilidad de estos. A su vez, puede deberse a
modificaciones de la actividad basal de células
especializadas, como ocurre con los inhibidores
de la division celular, que manifiestan sus efec-
tos de forma mas severa sobre la médula dsea
debido a que es un tejido con una alta velocidad
de reproduccion; o pueden alterar mecanismos
celulares exclusivos de ese 6rgano o sistema,
como por ejemplo la neurotransmision.

En muchos casos, la toxicidad organoespeci-
fica en humanos aparece causada por meca-
nismos de citotoxicidad basal inducidos por la
distribucién de los compuestos en el correspon-
diente 6rgano. Ademas, la citotoxicidad basal es
un mecanismo comun de toxicidad general que
no estd restringido a altas dosis, y que puede ser
también causa de efectos toxicos leves (Ekwall
y Ekwall, 1988).

Por todo ello, para evaluar la capacidad téxi-
cay los mecanismos por los que actuan los com-
puestos téxicos se emplea una gran diversidad
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de determinaciones y ensayos para cuantificar
diferentes bioindicadores, que investigan desde
cambios morfoldgicos hasta bioquimicos y
moleculares (Bottrill, 1998).

Se han producido numerosos avances tecno-
16gicos que han incrementado la especificidad y
sensibilidad de los biomarcadores empleados,
incluyendo los bioquimicos, morfolégicos y
electrofisiolégicos. Las técnicas de biologia
molecular nos permiten conocer la expresion de
diversos genes y la trascendencia de su altera-
cion. Se estdn aplicando los avances de la prote-
Opmica y gendémica, con el apoyo de la bioin-
formdtica, en la deteccién y cuantificacion de
efectos mucho menos aparentes. Todo ello, ade-
mads, puede realizarse en nuestros dias con un
alto grado de robotizacién, lo que incrementa la
productividad y repetitividad de los ensayos.
(Tabla 6.3).

El diagnéstico molecular juega un importan-
te papel en la seguridad alimentaria. La tecnolo-

Tabla 6.3. Bioindicadores usados in vitro.

Forma, tamafio, diferenciacién
membranas, organelas.

1 Morfologia celular
y tisular

2 Viabilidad celular

Colorantes, adhesién,
fagocitosis.

Proliferacién celular  Proteinas, ADN, ciclo celular.

4 Actividad Metabélica Sustancias reguladoras.
Uso de la energia, enzimas,
bioluminiscencia.
Calorimetria.
Sintesis de macromoléculas.
Induccién selectiva de proteinas.

Composicion y estabilidad.
Permeabilidad i6nica.
Sistemas de transporte.

5 Citoesque|efo/
Membranas

6 Sistemas de GJIC, citocinas.

sefializaciéon

Expresién/inhibicion genes.
Muchién/degrqdqcién/
apoptosis.

7 Acidos nucleicos

8 Sistemas MFO, P450.

biotransformadores

Sistemas de defensa  GSH, G6PDH, metalotioneinas.

10 Indicadores
especificos

SN, higado, sistema inmune,
sistema reproductor

gia de microarrays de ADN ofrece una nueva
dimensién de la profundidad en el diagnéstico
molecular permitiendo el anélisis simultdneo de
un gran numero de genes. La automatizacién del
ensayo y las herramientas bioinformadticas la
convierten en una tecnica robusta (Liu-Stratton
et al. 2004).

L4

Validacion y aceptacion:
é¢para qué fin?

La comunidad cientifica admite sin reservas la
utilidad y los resultados obtenidos por diversos
procedimientos in vivo e in vitro en la investiga-
cion bdasica o aplicada de los efectos farmacol6-
gicos, fisiolégicos, de los mecanismos toxicodi-
namicos, de los procesos toxicocinéticos, etc.

Sin embargo, para que los datos toxicol6-
gicos suministrados por un método experi-
mental puedan ser utilizados para la evalua-
cién del riesgo/peligro y el registro de un
nuevo alimento, aditivo, compuesto quimi-
co, medicamento, fitosanitario, etc., o para el
control medioambiental, se requiere que su
protocolo haya sido previamente validado
cientificamente y aprobado por las autorida-
des reguladoras.

La validacion es el proceso por el que se
establece la reproducibilidad y relevancia de ese
procedimiento para un determinado propdsito.
No se trata solo de una comprobacién intralabo-
ratorio, sino de un largo proceso que incluye el
ensayo de compuestos codificados en varios
laboratorios para demostrar su utilidad, general-
mente en comparacion con otro ensayo en ani-
males incluido en las normativas.

La aceptacién por las autoridades regulado-
ras de un nuevo procedimiento consiste en su
aprobacion e inclusién en las recomendaciones y
normativas, tanto nacionales, como multinacio-
nales (OCDE, UE), lo que le confiere validez
para su aplicacion en estudios de valoracién del
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riesgo. En la progresion de nuevos ensayos desde
su concepcién hasta su aceptacion reguladora
pueden considerarse actualmente cinco fases:
desarrollo del ensayo, prevalidacién, validacion,
evaluacién y progreso hacia su aceptacion regu-
ladora (Balls et al. 1995; Repetto, 1995).

Para otros objetivos toxicolégicos o no,
diferentes de la valoracion del riesgo, los
métodos experimentales no han de seguir
este proceso complicado y sobre todo lento
de validacioén y aceptacion reguladora, ya
que pueden utilizarse las técnicas que sean
consideradas iitiles por quien las emplea.

La gestion de los riesgos asociados al uso de
las sustancias quimicas industriales en la Union
Europea se basa en la Directiva 67/548 de la
Comisién sobre clasificacion embalaje y etique-
tado de substancias peligrosas, sobre la base de
los peligros potenciales intrinsecos que la sus-
tancia puede producir. Los métodos de ensayo
estandarizados y legalmente validos de la UE
para determinar las propiedades intrinsecas de
las sustancias quimicas se publican en el Anexo
V de la citada Directiva. La lista de procedi-
mientos del Anexo V y la lista de las directrices
de la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econémico (OECD) coinciden apro-
ximadamente en un 80%.

En la Unién Europea, la coordinacién del
desarrollo de nuevos ensayos y la puesta al dia
de los existentes, corresponde a la Oficina
Europea de los Productos Quimicos (European
Chemicals Bureau, ECB). Para impulsar el pro-
ceso de validacién de nuevos procedimientos, la
UE cred en 1991 el Centro Europeo para la
Validacién de Métodos Alternativos (ECVAM),
situado también en el Centro Comun Europeo
de Investigacion en Ispra (Italia). El centro nor-
teamericano de validacién, denominado Comité
Coordinador Interagencias para la Validacion
de Métodos Alternativos (ICCVAM ) ha centrado
su actividad en revisar los resultados de estudios
de validacién patrocinados por otras institucio-
nes, ya que el Programa Nacional de Toxicolo-
gia no ha aportado fondos para la validacion.

La inminencia de la entrada en vigor de la
prohibicién de la experimentacion animal en
la evaluacion de cosméticos ha teniendo efectos
estimulantes tanto en los cientificos como en las
empresas afectadas para intentar disponer de
tecnologias alternativas. Asi mismo, la Comi-
sién Europea, a través de sus programas y orga-
nismos, incluyendo el Centro para la Validacion
de Métodos Alternativos, ha promovido la reali-
zacion de proyectos de desarrollo, optimizacion
y validacién de métodos. A pesar de que no fue
posible cumplir los plazos iniciales, si se han
producido importantes avances en dreas relacio-
nadas con la evaluacién de productos, incluyen-
do la validacién de procedimientos in vitro para
evaluar la corrosividad, fototoxicidad o absor-
cioén percutdnea.

En la evaluacion de la seguridad téxica de los
alimentos ha de tenerse presente que se incluyen
compuestos naturales como fitotoxinas y mico-
toxinas; compuestos introducidos deliberada-
mente en la cadena alimentaria, como aditivos
alimentarios, plaguicidas y otros fitosanitarios,
aditivos de los piensos animales y medicamentos
veterinarios; contaminantes; micronutrientes y
suplementos nutricionales; macronutrientes; ali-
mentos completos; nuevos alimentos; compues-
tos derivados del procesado de los alimentos; y
organismos modificados genéticamente. Esto
implica que estén regulados por una gran varie-
dad de legislaciones y que existan muy diversas
areas de la toxicologia alimentaria en las que
pueden emplearse procedimientos in vitro. A
continuacién se revisan algunos de ellos.

Deteccion de toxinas
alimentarias

Existen una gran variedad de toxinas, es decir de
compuestos toxicos generados por seres vivos,
que pueden ser vehiculizadas por los alimentos
y provocar diversos cuadros toxicolégicos muy
graves que van desde pardlisis, amnesia, hepato-
toxicidad, hasta alteraciones gastrointestinales.
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Es preciso prevenir el consumo de los alimentos
y el agua posiblemente contaminados, y a la vez
es necesario efectuar el diagnostico diferencial
de urgencia ante casos de intoxicacién, ya que
en la mayoria de los mismos no existen antido-
tos especificos.

A pesar del gran desarrollo experimentado
por las técnicas de andlisis quimico, los bioen-
sayos son todavia las técnicas de referencia en el
control sanitario de un gran nimero de toxinas
con implicaciones en el dmbito de la salud
publica, representando en muchos casos la base
Unica o principal del control analitico de este
tipo de productos (Leira, 2004).

Las principales ventajas del empleo de proce-
dimientos biolégicos o funcionales en la detec-
cion de compuestos quimicos son su simplicidad
y el amplio espectro de cobertura. Sin embargo,
los bioensayos en mamiferos presentan inconve-
nientes €ticos por el empleo de animales, tienen
una alta tasa de variabilidad interlaboratorio e
intralaboratorio, sensibilidad y precision bajas,
posibles interferencias asociadas a sustancias co-
extraidas a partir de las matrices analizadas, y
protocolos de andlisis muy diferentes entre pai-
ses. Por estas razones se estd aplicando un gran
esfuerzo que persigue la validacién y armoniza-
cién de los procedimientos.

Las Directivas europeas especificas de dife-
rentes alimentos recogen criterios generales
relativos a la «ausencia de compuestos toxicos».
Sin embargo, existen dos Directivas que tratan
de forma especifica las biotoxinas marinas
(Directivas 91/493 y 91/492), que fijan las nor-
mas sanitarias aplicables a la produccién y pues-
ta en el mercado de productos pesqueros y
moluscos bivalvos, respectivamente), y estable-
cen limites maximos y métodos de control para
las toxinas DSP y PSP. Sin embargo, son bas-
tante ambiguas en lo relativo a las técnicas de
control, especificando unicamente que «el méto-
do de referencia serd biolégico» sin definir un
protocolo concreto.

Se describe a continuacién la aplicacion de
ensayos in vivo e in vitro en el &mbito del con-
trol sanitario y el diagnédstico de la intoxicacion
por diversas toxinas alimentarias.

1. Toxinas botulinicas

La intoxicacion alimentaria por toxinas botuli-
nicas sigue presentdndose hoy dia por diferentes
cepas de Clostridium botulinum, y exige un
diagnéstico de urgencia para el tratamiento de
los pacientes con pardlisis flaccida con fallo res-
piratorio. El bioensayo en ratén es el tnico
método con reconocimiento internacional para
su control. La inoculacién intraperitoneal de
extractos de las muestras a ratones provoca eri-
zamiento del pelo, disnea, retraccién abdominal,
paralisis progresiva y muerte. Aunque es una
técnica sensible, que detecta todas las toxinas
botulinicas, es lento y exige se realicen pruebas
de neutralizacion paralelas con antisueros espe-
cificos, ademds de los controles calentados.

Los bioensayos in vitro se basan en la acti-
vidad proteasa de las neurotoxinas botulinicas,
que afecta a diferentes isoformas de 3 proteinas
que controlan la unién de las vesiculas sindpti-
cas a la membrana plasmatica (SNAP-25, sinta-
xina y sinaptobrevina).

Sheridan et al., (1999) compararon la utili-
dad del bioensayo in vivo con un ensayo in vitro
basado en la contractilidad de preparaciones del
musculo diafragma para evaluar antagonistas
frente a la toxina botulinica. Observaron que el
ensayo in vivo fue mas de un orden de magnitud
mas sensible que el procedimiento in vitro cuan-
do se aplicé la toxina botulinica (Ser A). Sin
embargo, el ensayo in vitro fue tres veces mas
sensible a la aplicacién de antagonistas de la
misma que in vivo.

2. Toxinas diarreicas de moluscos (DSP)

El bioensayo en raton es el método mas amplia-
mente utilizado para la deteccion de toxinas
DSP. Se observa la supervivencia de tres ratones
albinos machos de unos 20 g de peso tras la
inyeccion intraperitoneal de un extracto de los
moluscos bivalvos. Este ensayo puede dar lugar
a falsos resultados positivos por las interferen-
cias derivadas de la co-extraccién de otros com-
puestos. El empleo del crusticeo Daphnia
magna es una alternativa in vivo 10 veces mas
sensible que el bioensayo en raton.
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Se han desarrollado varios ensayos de citoto-
xicidad para la determinacion de toxinas DSP. El
primero se basé en la medicion de la liberacién
de LDH en hepatocitos de rata, que se comple-
menté estudiando los cambios morfolégicos, la
observacion microscépica del dafio en células
de carcinoma humano (KB), la incorporacion de
rojo neutro, o la metabolizacién de MTT.

Diversos ensayos de inhibicion enzimdtica
aprovechan la accién inhibitoria de las toxinas
pertenecientes al grupo del 4cido okadaico sobre
las subunidades cataliticas de las fosfatasas de
proteina PP1 y PP2A. Se han desarrollado ensa-
yos colorimétricos, isotépicos con **P-fosfohis-
tona como substrato del enzima, y fluorescentes.
Este ensayo se encuentra en fase de validacion.

3. Toxinas paralizantes de moluscos
(PSP)

El bioensayo en ratén constituye el método de
mayor difusion para el control de toxinas fito-
plancténicas PSP desde 1965 (AOAC, 1990). Es
muy rapido y cuantitativo, pero presenta sensi-
bilidad limitada y se pueden producir falsos
negativos por la presencia de sales, y falsos
positivos por metales.

En los ensayos de receptor se utiliza la com-
peticién establecida entre la [’H]-STX empleada
en el ensayo y las toxinas PSP presentes en la
muestra por la unién a los receptores especificos
de los canales de Na®.

Los ensayos de citotoxicidad se basan en la
accion antagonista de las toxinas PSP frente,
provocando el hinchamiento y muerte celular.
Las toxinas PSP bloquean la entrada celular de
Na" inducida por ouabaina y veratridina. Se ha
empleado la linea celular de neuroblastoma de
ratén Neuro-2a con indicadores morfoldgicos,
colorimétricos y fluorescentes, en este caso para
estudiar los cambios en el potencial de membrana
en una linea celular de neuroblastoma humano.

4. Toxina amnésica (ASP)

La técnica de eleccion es la HPLC, ya que el
bioensayo por inyeccion i.p. en ratén, que es

el método rutinario, es poco sensible para los
actuales niveles de seguridad de toxinas ASP
(20 ng/g), aunque presenta sintomatologia patog-
nomonica con rascado de los hombros con las
patas traseras a concentraciones de 4cido domoi-
co superiores a 40 ug/g.

Los ensayos de receptor en micro placa para
el andlisis de d4cido domoico utilizan sinaptoso-
mas de cerebro de rana y [*H]-ac. kainico como
competidor.

Se ha desarrollado un ensayo de citotoxi-
cidad con cultivos primarios de neuronas cere-
belares de rata para la detecciéon del acido
domoico, valorando la metabolizacion de MTT.
Se precisan cultivos primarios neuronales con
receptores activos, ya que el potente sindrome
ASP por 4cido domoico se produce por estimu-
lacién de los receptores No-NMDA del sistema
nervioso central, potenciando a su vez la accién
neurotéxica de otros aminodcidos excitadores
que se unen especificamente a los receptores del
tipo NMDA.

5. Toxinas de cianobacterias

El bioensayo en ratén contintia utilizdndose en
algunos laboratorios por ser un método relativa-
mente rdpido y estandarizado, diferenciando las
neurotoxinas por provocar la muerte mas rapi-
damente y sin las lesiones organicas especificas
que inducen las hepatotoxinas.

El efecto hepatotéxico de microcistinas y
nodularinas, ha sido aprovechado para desarro-
Ilar un ensayo de citotoxicidad en cultivos pri-
marios y lineas celulares de hepatocitos, valo-
rando los cambios morfolégicos, bioquimicos y
la liberacién de LDH (Jos et al. 2005).

El efecto inhibitorio ejercido por la anatoxi-
na-a(s) sobre la enzima acetilcolinesterasa per-
mite su deteccién mediante un ensayo de inhibi-
cién enzimatica. Sin embargo, son mucho mas
especificos los ensayos de inhibicion de fosfata-
sas de proteina PP1 y PP2A utilizando enzimas
comerciales y substratos colorimétricos o fluori-
métricos de la enzima, representando una de las
alternativas actuales de mayor solidez para el
control de estas toxinas.
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6. Ciguatoxinas

El bioensayo en ratén es el método mas amplia-
mente utilizado para el andlisis de ciguatoxinas
en peces tropicales, si bien constituye una técni-
ca muy poco especifica aunque segura desde el
punto de vista de proteccion de la salud publica.

Los ensayos de receptor se basan en la afi-
nidad de las ciguatoxinas por los canales de
sodio en preparaciones de membranas de cere-
bros de rata, evaluando mediante ensayos com-
petitivos con brevetoxinas la tasa de unién a los
receptores.

Para detectar toxinas bloqueantes o activa-
doras de los canales de sodio se utilizan células
excitables como las lineas celulares de neuro-
blastoma de ratén y diferentes agonistas o anta-
gonistas de los canales de sodio (ouabaina, vera-
tridina), evaluando la citotoxicidad mediante
MTT. La sensibilidad es cuatro érdenes superior
a la del bioensayo en ratén.

Deteccion de otros
compuestos

Existen diferentes procedimientos in vitro que
pueden emplearse para detectar la presencia de
otros tipos de contaminantes en alimentos, agua,
etc. El sistema CALUX, de activacién quimica
del gen de la luciferasa se basa en dos lineas celu-
lares de hepatoma (Hepa-1c de ratén y H4.lle de
rata) transfectadas con el gen de la luciferasa.
Cuando un compuesto presenta afinidad por el
receptor Ah (aril hidrocarburo hidroxilasa) se pro-
voca la emision de luz. Este procedimiento permi-
te detectar cantidades minimas de organohaloge-
nados (ejemplo: dioxinas), algunos de los cuales
presentan grandes dificultades para su determina-
cién analitica por métodos quimicotoxicoldgicos.

La gran preocupacién por la presencia casi
ubicua de disruptores endocrinos ha generado
diversos sistemas in vitro para detectarlos, en
levaduras y células. El denominado ensayo E,
emplea la linea celular humana MCF-7 y permi-
te detectar la presencia de compuestos con acti-
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vidad estrégenica (y antiestrogénica), ya que
estos inducen su proliferacion. Un refinamiento
de la técnica consiste en la introduccién de un
gen informador, concretamente de la luciferasa,
lo que permite evaluar la respuesta mediante
bioluminiscencia.

La presencia de plaguicidas organofosfora-
dos o carbamatos puede detectarse mediante
ensayos simples de inhibicién de la enzima
especifica acetilcolinesterasa en eritrocitos,
células neuronales o extractos de tejidos, o bien
de pseudocolinesterasa en suero (Rios et al.
2005). La presencia de antibidticos puede com-
probarse por inhibicion del crecimiento bacte-
riano, y la de herbicidas en cultivos de algas.

Estudios de toxicocinética,
metabolismo e interaccion

Independientemente de conocer los efectos y los
mecanismos de actuacién de los compuestos, es
necesario estudiar su toxicocinética y metabo-
lismo para poder efectuar una eficiente evalua-
cion del riesgo. Para cualquier tipo de producto
se necesita conocer no solo su absorcién y dis-
tribucion, sino también los cambios que experi-
menta en esos procesos y la concentracion efec-
tiva en los érganos dianas de cada uno de los
compuestos. Ello es particularmente importante
en el caso de los compuestos presentes en los
alimentos, ya que en el propio sistema digestivo
empiezan modificaciones importantes que cam-
bian en gran medida, por ejemplo, su capacidad
alergizante.

Los estudios de toxicocinética son también
utiles para: decidir la profundidad de los estu-
dios toxicolégicos, ya que por ejemplo, pueden
reducirse si los compuestos no se absorben; la
seleccidn de las especies apropiadas de ensayo,
niveles de dosis y duracién de los estudios de
toxicidad; la interpretacion y evaluacion de otros
datos de toxicidad; y la comprension de los
mecanismos de toxicidad (SCF, 2001; Dybing
et al. 2002).
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Aunque los protocolos oficiales de foxicoci-
nética solo incluyen todavia estudios in vivo
(OCDE TG 417, UE B.37), con la excepcién de
la absorcion dérmica, se han desarrollado
numerosos procedimientos in vifro que que se
estdn aplicando de forma rutinaria, no ya como
alternativas, sino como procedimientos de elec-
cién, por ejemplo en el desarrollo de medica-
mentos.

Para ello, se estan utilizando cada vez mas
diferentes modelos in vitro que permiten obtener
una informacién, que aunque parcial, facilita
enormemente el proceso de evaluacién del ries-
go. Los modelos experimentales se componen
de sustratos biolégicos, de un protocolo de
exposicion, y de la determinacién en diferentes
medios de las concentraciones de las sustancias
aplicadas y/o sus metabolitos.

Generalmente los resultados obtenidos a
partir de diferentes sistemas se integran, bien
en forma aislada o incluidos en esquemas jerar-
quizados, en modelos predictivos de cinética y
metabolismo. En la actualidad estan perdiendo
interés los modelos basados en los datos y la
divisién en compartimientos, ya que son mucho
mads efectivos los de fundamento fisiolégico
(PBPK) (Worth y Balls, 2002; Eisenbrand et al.
2002). Estos tultimos modelos computarizados
se basan en dos tipos de pardmetros: en primer
lugar las diferencias interespecificas en anato-
mia y fisiologia, como la frecuencia ventilatoria
pulmonar; y en segundo lugar, los pardmetros
especificos del compuesto, como son los coefi-
cientes de particién sangre/tejido, sangre/aire,
y los pardmetros cinéticos como las constantes
de Michaelis Menten, Vmax y Km. Con todo
ello, es posible la extrapolacién ruta a ruta,
dosis a dosis y entre especies. Los principales
sistemas computacionales de cinética y meta-
bolismo son Meteor, MetabolExpert, Compact
y Meta.

Las modificaciones gastrointestinales indu-
cidas en los elementos de la dieta son debidas a
muchos elementos de la fisiologia gastrointesti-
nal, incluyendo el pH, las enzimas digestivas
del estémago, pancreas y borde de los enteroci-
tos, bilis, peristaltismo, periodo de transito, fer-

mentacién bacteriana y la permeabilidad y
absorcion intestinal, asi como interferencias
externas como las matrices de los alimentos. Se
han desarrollado muchos modelos in vitro para
estudiar estos efectos, desde sistemas muy sim-
ples con mezclas de enzimas o bacterias, hasta
simulaciones complejas de todo el tracto gas-
trointestinal.

En relacion con la alergenicidad de las pro-
teinas de la dieta, en estudios en ratén puede
inhibirse la endopeptidasa con aprotinina pro-
vocando la inhibicién de la habitual induccién de
tolerancia ante proteinas. Estudios in vifro de esta-
bilidad a pH acido y de digestibilidad han mos-
trado que la digestion enzimdtica de alergenos
puede incluso aumentar su capacidad de unién a
IgE (Houben et al. 1997).

La absorcion gastrointestinal solia estudiar-
se con el método clésico del colon aislado, pero
actualmente se investiga en cultivos en monoca-
pa de células de colon Caco-2 crecidas durante 3
0 21 dias sobre una membrana semipermeable,
lo que permite ademads estudiar el metabolismo
y los efectos. Estas células, al igual que otras
lineas celulares intestinales como HT-29 y T 84,
se diferencian en cultivo sobre una membrana
estableciendo fuertes uniones entre ellas y pola-
rizdndose para formar una tipica barrera epite-
lial, que permite diferenciar los efectos de las
sustancias sobre su polo apical (o luminal) y el
basolateral (Le Ferrec et al. 2001).

Para la absorcion pulmonar se emplean tam-
bién cultivos en membrana. El paso de la barre-
ra hematoencefilica suele modelarse mediante
monocapas de células endoteliales de capilares
cerebrales, o células MDCK o CaCo-2 cultiva-
das en filtros. Aunque los sistemas deben per-
feccionarse, una linea celular CaCo que expresa
la proteina de resistencia multiple a drogas 1
(MDCKmdr-1) permitiria distinguir los com-
puestos que atraviesan la barrera hematoencefi-
lica mediante difusién pasiva de los que preci-
san trasporte activo (Worth y Balls, 2002).

La absorcién percutdnea se cuantifica con
membranas dérmicas humanas o de rata en célu-
la de difusidn, estudiando la proporcién de sus-
tancia que las atraviesa. Este robusto procedi-
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miento in vitro (OCDE TG 428) fue aceptado
en 2002 tras numerosas controversias de indole
politico y a pesar de que no existia ain un pro-
cedimiento validado in vivo (TG 427).

El paso de membranas por trasporte pasivo
es determinado por las propiedades fisicoquimi-
cas como la lipofilia (LogP, LogD), pKa, solu-
bilidad y peso molecular. La permeabilidad gas-
trointestinal se favorece al incrementarse la
liposolubilidad de los compuestos, pero se blo-
quea a partir de un coeficiente de particidn octa-
nol/agua de 3000, ya que se impide la solubili-
dad en el lumen. La capacidad de formar
uniones con hidrégeno enlentece el paso de las
membranas (Dybing et al. 2002). Basicamente
la absorcion a través de las membranas es Opti-
ma si se cumple alguna de las siguientes condi-
ciones (Lipinski ez al. 1997): peso molecular
< 500; log P < 5,0; nimero de donadores de
uniones a hidrégeno < 5; y ndmero de aceptores
de hidrégeno < 10.

No debe olvidarse el importante papel y la
posible interferencia en los trasportadores acti-
vos. Entre los trasportadores de absorcién desta-
can el trasportador de 4cidos biliares, los tras-
portadores de péptidos, el de glucosa y el de
aniones orgénicos. Entre los trasportadores que
devuelven al lumen los compuestos absorbidos
destacan las bombas dependientes de ATP, la
glicoproteina P y las proteinas de resistencia
multiple a drogas 1 y 2 (MRP1 y MRP2)

En relacién con la distribucion de los com-
puestos a organos y tejidos, el coeficiente de
Particién tejido/plasma (Kp) se cuantifica in
vitro comprobando la afinidad de lonchas de los
diferentes tejidos incubadas con una solucién
del compuesto, y la unién a macromoléculas
como proteinas, enzimas y receptores se investi-
ga por procedimientos cldsicos bien estableci-
dos (binding) marcando radiactivamente los
compuestos (Worth y Balls, (2002).

En las fases de metabolismo y biotransfor-
macion, el aclaramiento metabdlico intrinseco
(CLint), las actividades Km y Vmax de enzimas
metabolizadoras, la estabilidad y el perfil meta-
bélico suelen investigarse en hepatocitos (aisla-
dos, cultivados o criopreservados) y lonchas. La
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utilizacién de orgédnulos (microsomas, S9) ha
disminuido, ya que en ellos estan poco repre-
sentados los sistemas biotransformadores en
fase II, aunque se ha popularizado el empleo de
material hepatico humano. Los procedimientos
in vitro son particularmente tiles para el estudio
de los metabolitos formados, lo que permite
conocer cudles son las vias metabdlicas predo-
minantes y cudles de los metabolitos son los
realmente activos (Eisenbrand et al., 2002). Por
el contrario, en estudios in vivo es enormenmen-
te compleja la deteccion de metabolitos de vida
muy corta. También se emplean otros tejidos
para estudiar la metabolizacidon extrahepdtica.
Para estudiar el aclaramiento renal se emplean
lonchas o rinén perfundido, y para la excrecion
biliar se utilizan membranas canaliculares bilia-
res aisladas.

Un aspecto de gran interés son las interaccio-
nes metabdlicas que diversos compuestos pue-
den tener entre si debido a las interferencias en
su metabolizacién, bien por inhibicién o induc-
cién enzimatica. Los procedimientos in vitro son
particularmente sensibles para investigar cam-
bios en los citocromos P450 de hepatocitos, lon-
chas hepdticas o lineas celulares y las modifica-
ciones en la regulacion de la expresidon, muy
dificiles de estudiar in vivo. Se investiga priori-
tariamente la induccion de la expresion génica
de los sistemas biotransformadores.

La existencia de polimorfismos genéticos en
la biotransformacién puede investigarse in vitro
mediante elegantes baterias de células manipu-
ladas genéticamente para expresar diferentes
isoenzimas humanas del citocromo P450 o la N-
acetiltransferasa (Eisenbrand et al. 2002). Con
ello se pretende conocer la estabilidad del com-
puesto, si la toxicidad cambia con la metaboli-
zacion y cudl es la isoenzima responsable de la
biotrasformacién. Esto permite predecir grupos
de riesgo, que dificilmente se identificarian
mediante ensayos in vivo, conocer las diferen-
cias entre especies y optimizar el disefio de
ensayos en animales (seleccién especie y cepa)
y de ensayos clinicos (selecciéon de individuos),
ademads de predecir interacciones estudiando la
modificacién de la isoenzima.
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Toxicidad aguda

Los ensayos de toxicidad aguda pretenden deter-
minar el peligro potencial por una tnica exposi-
cion a un producto por una determinada via. La
evaluacion de la letalidad se ha realizado con-
vencionalmente estimando la dosis letal media
(DL50), es decir, aquella que provocaria la
muerte a la mitad de los individuos de una deter-
minada especie. Este valor se utiliza para la cla-
sificacion de los compuestos segin su peligro
potencial y para seleccionar las dosis en otros
tipos de ensayo.

Tras afios de critica, en los que se permitié su
determinacion aproximada y el empleo de ensa-
yos limites, la OCDE ha sustituido el ensayo de
la determinacién de la toxicidad aguda por via
oral (DL50 segin TG 401) por sus tres alterna-
tivas in vivo (420, 423 y 425). Estos ensayos
reducen significativamente el nimero de anima-
les empleados, y en muchos casos, el dolor y
estrés asociado a los mismos. Tras el periodo de
un afio, que comenzé en julio del 2001, la comu-
nidad reguladora no deberia utilizar mas el ensa-
yo de la DL50. La UE sigue aproximadamente
el mismo calendario.

El método clasico (TG 401, B1) utilizaba
varios grupos experimentales tratados simultd-
neamente con diferentes dosis, y una vez eva-
luada la mortalidad en cada grupo, se calculaba
la DL50, generalmente mediante sistemas
Probit. Ha sido prohibido en vertebrados y sus-
tituido por sistemas secuenciales, en los que se
ensaya un grupo por etapa, y la dosis se decide
seguin el resultado del grupo anterior. En el
método de la Clase Toxica Aguda ATC (TG 423,
Bltris) se emplean 3 animales de cada sexo por
etapa. En el método Arriba y Abajo UD (TG
425) se utiliza un animal por etapa. En el méto-
do de la Dosis Fijada FDP (TG 420, B1bis) se
usan 5 animales por dosis, y se tiene en cuenta
cualquier efecto téxico evidente, ademds de la
muerte. Aunque no es posible calcular exacta-
mente la DL50, si permite clasificar los com-
puestos

En relacién con los ensayos in vitro, se ha
propuesto una variedad de procedimientos
como alternativas a la DL50. La mayor parte
de ellos se fundamentan en la hipdtesis de la
toxicidad basal (Ekwall y Ekwall, 1988),
segun la cual la mayoria de los téxicos provo-
can toxicidad aguda por intereferencia en los
mecanismos celulares comunes a la mayoria
de las células. Por ello se aplican centenares
de indicadores en cientos de modelos experi-
mentales in vitro, particularmente lineas celu-
lares.

El Estudio Multicéntrico de Citotoxicidad in
vitro (MEIC) ha tratado de conocer si es posible
predecir la concentracion letal humana a partir
de procedimientos in vitro (Ekwall et al. 2000).
Para ello se seleccionaron los 50 compuestos de
los cuales existian mejores datos de toxicidad
aguda en humanos, y se invité a los cientificos
que lo desearan a que los ensayaran en sus pro-
pios modelos in vitro. Transcurridos unos afios
se evaluaron todos los datos obtenidos para los
50 compuestos en 69 modelos, comprobando,
en primer lugar, que la correlacion entre la con-
centracién letal en humanos y la DL50 en rata y
ratén era muy baja (R2 = 0,61 y 0,65, respecti-
vamente).

Al comparar los datos en humanos con los
obtenidos en los diferentes sistemas, se observo
que las lineas celulares presentaban una corre-
lacién mejor, y particularmente las humanas
(R*= 0,74 de media). A partir de ahi selecciona-
ron una bateria de tres lineas celulares humanas,
que una vez compensada para la presencia de la
barrera hematoencefilica obtuvo una correla-
cién de 0,83, mucho mejor que la obtenida a
partir de animales. Se ha iniciado el programa
EDIT (Evaluation-guided Development of New
In Vitro Test Batteries) que pretende conjuntar la
mejor bateria posible de ensayos.

Dado que la dosis letal media, el indicador
mads utilizado en toxicidad aguda suele expre-
sarse en forma de dosis en vez de concentracion,
existe un gran interés por conocer si es posible
predecir la dosis letal por via oral en rata a tra-
vés de métodos in vitro. Para ello, Halle y Gores
(1988) prepararon una gran base de datos deno-
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minada como Registro de Citotoxicidad. En ella
incluyeron 1.912 concentraciones inhibitorias
de sustancias seleccionadas de centenares de
estudios in vitro y las DL50 de 347 compuestos.
A partir de esto concluyen que es posible la pre-
diccién de la DL50 segun los datos obtenidos in
vitro, ya que la relacién viene dada por la
siguiente funcién:

log (DL50) = 0.435 x log (CIS0x) + 0.625
expresados en mmol

En la actualidad se estdn llevando a cabo
diversos estudios de validacion para comprobar
la utilidad de esta correlacion, siendo los resul-
tados preliminares muy esperanzadores. Por lo
tanto es muy probable que en un futuro podra
estimarse con fiabilidad la DL50 con cultivos
celulares, y que mientras tanto deberian usarse
estudios in vitro al menos para seleccionar las
dosis de inicio de los ensayos para determinar la
DL50 in vivo.

También se propone una estrategia secuen-
cial con estudios de relacién estructura actividad
(Worth y Balls, 2002)), seguido de un ensayo de
citotoxicidad, y si fuera necesario un ensayo de
toxicidad célulo-especifica.

Corrosividad e irritacion

En la evaluacién de la capacidad corrosiva sobre
la piel, cuatro ensayos fueron sometidos por
ECVAM a un estudio de prevalidacién, y poste-
riormente a un estudio formal de validacion uti-
lizando 60 compuestos de ensayo en tres labora-
torios diferentes (Fentem ef al. 1998). Dos de los
ensayos han sido considerados cientificamente
validados como alternativas para sustituir al
ensayo de corrosividad en animales y aceptados
reguladoramente: el ensayo de la resistencia
eléctrica transcutdnea en piel de rata o humana
(TER) (TG 430) y el ensayo EPISKIN (modelo
de piel humana reconstituida) (TG 431). El ensa-
yo TER identifica correctamente corrosivos y no
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corrosivos, y el EPISKIN distingue ademds entre
COITOSIVOS y corrosivos severos. Para corrosivi-
dad dérmica, el ensayo de la resistencia eléctrica
transcutdnea, y el procedimiento de piel humana
reconstituida fueron aceptados por la UE en
2000 (B.40).

Posteriormente el modelo EPISKIN dej6 de
estar disponible comercialmente, por lo que tras
un estudio corto, el Comité Cientifico Asesor de
ECVAM ha aprobado mediante una validacién
catch up la utilidad del modelo de piel humana
epiderm para distinguir entre compuestos corro-
sivos y no corrosivos de acuerdo con la UE y la
OCDE (2000).

Por su parte, el Departamento de Transporte
de Estados Unidos y el de Canad4 aceptaron dos
ensayos comerciales in vitro para clasificar las
sustancias de acuerdo con su capacidad corrosi-
va segln la reglamentacién de las Naciones
Unidas. El método alternativo CORROSI-
TEX™, aceptado en 1993, se basa en el tiempo
que precisa un compuesto para destruir una bio-
membrana que separa dos compartimientos de
un frasco, permitiendo el paso de un colorante de
un compartimiento a otro. Suministra los resulta-
dos en 4 horas. El procedimiento SKIN*™ ZK
1350, aceptado en 1994, se fundamenta en la
pérdida de viabilidad, determinada de acuerdo
con la reduccion de una sal de tetrazolio (MTT),
que sufre un cultivo anédlogo de piel humana a las
24 horas de una breve exposicion a la sustancia.

Posteriormente, varias agencias norteameri-
canas (the Environmental Protection Agency,
the Occupational Safety and Health Adminis-
tration, the Consumer Product Safety Commi-
ssion) han aprobado el uso del ensayo in vitro
Corrositex en USA como alternativa de reem-
plazo al ensayo con conejos. ESAC/ECVAM
por su parte apoy6 la medida pero indicé los
tipos de compuestos para los que no es vélido.

También establecieron la UE y OECD
(Actualizacion de la Directriz 404) un protocolo
jerarquizado para detectar corrosivos o irritan-
tes severos sobre ojos y piel. Tras considerar las
propiedades fisicoquimicas, pH y el resultado de
ensayos in vitro validados, los compuestos pue-
den ser clasificados directamente como irritan-
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tes severos sin llegar a ensayarse en animales.
Solo cuando no han resultado irritantes in vitro
puede pasarse a su ensayo in vivo. La inclusién
de un sistema predictivo de relacién estructura
actividad en la primera etapa simplifica en gran
medida el procedimiento.

A pesar de que se han realizado seis estudios
de validaciéon de procedimientos in vitro para
irritacion ocular, no se han obtenido resultados
esperanzadores. Algunos paises han aceptado
para la evaluacioén de la irritacién ocular produ-
cida por cosméticos el ensayo de la membrana
corioalantoidea de embrién de pollo (HET-
CAM).

Fototoxicidad

En la evaluacion de la capacidad fototéxica, no
existe un método in vivo validado ni aceptado,
pero se ha aceptado recientemente un ensayo
in vitro en cultivos de fibroblastos de la linea
celular de raton, 3T3 [OECD, UE B.41, ICC-
VAM], que son expuestos a la sustancia ensaya-
da e irradiados o no con luz ultravioleta, para a
continuacion comparar la captacién del colo-
rante vital rojo neutro. En el caso de sustancias
fototdxicas se produce un incremento en la toxi-
cidad en las células irradiadas debido a la acti-
vacion por la luz de la mismas. Este fué el pri-
mer ensayo de toxicidad in vitro, diferente de
genotoxicidad, experimentalmente validado y
aceptado para funciones reguladoras (Directiva
2000/33/CE de la Comision de 25 de abril de
2000 por la que se adapta por 27." vez al progre-
so técnico la Directiva 67/548/CEE, Anexo V).
Previamente ECVAM realiz6 un estudio de vali-
dacién que demostré la validez del procedi-
miento con 20 sustancias. El estudio fue critica-
do por el Comité Cientifico en Cosmetologia y
Productos no Alimentarios de la UE porque no
se habian incluido suficientes filtros solares. Por
ello se realiz6 un nuevo estudio que demostré la
validez del método para los filtros solares, lo
que fue también confirmado por ESAC.

Para evaluar la fotomutagenicidad se ha pro-
puesto el uso combinado de un ensayo de muta-
cion bacteriana en Escherichia coli y un ensayo
de citogenicidad en la linea celular de embrién de
hamster chino (CHO), pudiendo incluirse tam-
bién un ensayo en levaduras.

Inmunotoxicidad

Dentro de las alteraciones inmunotéxicas se
incluye cualquier alteracién que incremente o
reduzca la funcion inmunitaria (Barlow et al.
2002). Las reacciones adversas a alimentos no
implican necesariamente al sistema inmunitario,
y pueden ser de tipo alérgica o de intolerancia.
La respuesta alérgica consiste en una reacciéon
especifica antigénica frente a un compuesto o
proteina en individuos predispuestos genética-
mente, generalmente con atopia. Las alergias
alimentarias se producen por reacciones de
hipersensibilidad tipo 1 y estdn mediadas por
inmunoglobulina E (IgE), aunque también son
posibles las mediadas por células. Los sujetos
normales desarrollan tolerancia oral ante las
proteinas ingeridas. Sin embargo, algunos indi-
viduos desarrollan sensibilizacién ante contacto
oral o inhalatorio, induciendo la sintesis especi-
fica de IgE y la sintomatologia subsiguiente.
Entre los productos alergénicos figuran muchos
compuestos de bajo peso molecular como medi-
camentos, compuestos industriales y ambienta-
les, asi como grandes moléculas como proteinas
alimentarias, vacunas, o medicamentos o ali-
mentos derivados de técnicas recombinantes,
anticuerpos y de terapia génica

Las alergias alimentarias suponen una causa
substancial de alteraciones en los humanos.
Diferentes sistemas biotecnolégicos pueden
aplicarse para reducir la antigenicidad de las
proteinas presentes en la dieta, por ejemplo para
producir férmulas hipoalergénicas para nifios.
Ademads se sintetizan nuevas proteinas. Por
razones de seguridad es preciso evaluar su anti-
genicidad y la posible creacién de reacciones
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cruzadas ante otras proteinas (Houben et al.
1997).

La evaluacion de la capacidad alergénica de
los alimentos, y sobre todo de los nuevos ali-
mentos supone un importante reto en la evalua-
cion del riesgo de los mismos. Los sintomas de
las alergias pueden ser desde leves hasta morta-
les, segun el individuo, y también es variable la
dosis necesaria para desencadenar la reaccion.
Dado que los alimentos genéticamente modifi-
cados suelen contener nuevas proteinas, la eva-
luacién de su inocuidad debe incluir una evalua-
cién de la alergenicidad de las mismas (Garcia
Parrilla y Troncoso, 2004).

Las proteinas capaces de causar reacciones
alérgicas cumplen al menos uno de los siguien-
tes criterios, que son los que deben evaluarse:
peso molecular entre 10 y 70 kDa, concentra-
cién de la proteina intacta en plasma, estabilidad
al calor, estabilidad a las condiciones de proce-
sado, estabilidad a las condiciones desnaturali-
zantes 4cidas de los jugos gdstricos, homologia
en la secuencia de aminodcidos con alergenos
conocidos y prevalencia en el alimento.

Dado que se considera que los modelos con
animales no estdn aun suficientemente valida-
dos para la evaluacion de la alergenicidad de
nuevos alimentos, deberan usarse varios mode-
los experimentales que incluyan administracién
oral e intraperitoneal, se deberdn estudiar los
perfiles de anticuerpos Th1/Th2 y contrastar
frente a alergenos débiles e intensos.

La alergia alimentaria estd bien descrita y
existen pruebas diagndsticas. Sin embargo, es
dificil la prediccion mediante estudios animales
o0 in vitro. No existe ningin buen modelo animal
Unico para evaluar la alergia alimentaria, ya que
deberia ser capaz de predecir la capacidad aler-
gizante de un compuesto o proteina teniendo en
cuenta sus modificaciones e interacciones con la
via de entrada (Barlow er al., 2002).

Las reacciones de intolerancia alimentaria
son menos frecuentes y de mecanismos general-
mente poco conocidos, por lo que no existen
modelos para su prediccion (Barlow et al. 2002).

Aunque el cobayo es la especie habitual en
los estudios de sensibilizacién, no es la especie
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ideal para los estudios inmunotoxicolégicos
debido al escaso conocimiento sobre su sistema
inmunitario y a la limitada disponibilidad de
herramientas para su estudio (anticuerpos). El
ratén presenta, con demasiadad facilidad, toleran-
cia a la sensibilizacién enteral. La rata ofrece
varias ventajas para estudiar la sensibilizacion
oral. En primer lugar, se conoce muy bien su sis-
tema inmunitario y los efectos de muy diversas
sustancias, disponiéndose de herramientas para
su estudio. Ademas, la induccién de inmunoto-
xicidad mediada por células y las respuestas de
IgG antigenoespecificas son caracteristicas de la
presentacion del antigeno, mientras que las res-
puestas anafilacticas con IgE tienen prerequisi-
tos especificos (Houben et al. 1997). Ademas, la
induccion de tolerancia no ocurre de forma
generalizada, al igual que otras caracteristicas
comunes con los humanos.

El ensayo clasico de evaluacion de la sensibi-
lizacién dérmica o en general de antigenicidad se
realiza en cobayo (OCDE TG 406, UE B.6). En
la version del test de maximizacion se realiza la
aplicacién intradérmica a 15 animales (antes se
exigian 30), mientras que en el test del parche
ocluido de Buehler la aplicacion se realiza topi-
camente. Posteriormente se evalda la respuesta
inflamatoria. Para conseguir suficiente sensibi-
lidad, se inyecta el coadyuvante de Freund, que
provoca bastantes reacciones adversas.

Para la evaluacion de compuestos puros se
ha considerado que el ensayo del nédulo linfati-
co local (LLNA) en ratén esta cientificamente
validado y debiera usarse para la evaluacién de
la capacidad de sensibilizacién dérmica en lugar
del ensayo en cobayo, que es mas doloroso y
estresante, ademds de emplear mds animales
(OCDE TG 429). Se cuantifica la proliferacién
linfocitaria en los ganglios linfaticos a los que
drene la zona de aplicacién del producto, y se
considera que este es alergizante si incrementa
la poblacién al menos tres veces con respecto
al control. Ha sido aceptado por 4 agencias
norteamericanas (the Consumer Product Safety
Commission, the Environmental Protection
Agency, the Occupational Safety and Health
Administration, Food and Drug Administration)
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como alternativa al ensayo en cobayo. ESAC/
ECVAM también apoy6 la preferencia del LLNA
sobre el método en cobayo, que deberia reser-
varse para casos especiales (2000).

También se propone el empleo del ensayo en
la oreja del ratéon (MEST), la liberacion de IgE
en cultivos expuestos y la aplicacién de parches
dérmicos en humanos (CAN). Los procedimien-
tos mds prometedores in vitro son el cultivo de
c€lulas dendriticas humanas a partir de mononu-
cleares periféricos evaluando la liberacién de
IL-1B o la producciéon de sus ARNm, junto al
empleo de modelos de piel humana reconstituida,
cultivos de células de Langerhans, cultivos de
queratinocitos y cocultivos de células T'y células
dendriticas.

ECVAM ha propuesto una estrategia para
evaluar la capacidad de sensibilizacién dérmica
(Worth y Balls, 2002) que comenzaria por la
bisqueda de datos previos sobre el compuesto,
seguida de la evaluacion de las propiedades fisi-
coquimicas del mismo y la estimaciéon mediante
sistemas predictivos computacionales. A conti-
nuacion se realizaria un estudio de los parame-
tros de particién, un ensayo in vitro de sensibili-
zacion, y finalmente, si no se han podido excluir
los efectos, el ensayo de nédulo linfatico local.

La Directriz 407 de la OCDE de estudio por
dosis repetidas de 28 dias fue revisada en 1995
para permitir su uso como primera etapa para
detectar efectos inmunotdxicos (Barlow er al.
2002). Se incluy® la pesada del timo y el estudio
histopatoldgico de las placas de Peyer, timo,
nodulos linfaticos y médula ésea. Para una
mejor evaluacién se sugirié posteriormente rea-
lizar un estudio histopatoldgico especializado de
las células y los organos linfoides y linfaticos, y
en caso de detectar alteraciones, aplicar un ensa-
yo de eritrocitos de carnero. El estudio de 90
dias, Directriz 408, puede ser mds sensible, no
solo por el periodo de exposicion, sino también
por el empleo de mayor nimero de animales.

La EPA publicé en 1998 una directriz para
detectar la supresion inmunitaria que investiga
la respuesta de anticuerpos ante eritrocitos de
carnero. Si el compuesto provoca inmunosupre-
sién, se estudia la expresion de marcadores

fenotipicos en sangre o células esplénicas. Si no
se produce efecto, se aplica un ensayo funcional
para células asesinas (NK-cells).

El National Institute of Public Health and
Environment de los Paises Bajos sugiere una
aproximacion en dos etapas (Barlow et al.
2002). En la primera se incluyen tests no fun-
cionales como la cuantificacion de IgM, IgG, Ig
e IgE séricas, el anélisis de subpoblaciones lin-
focitarias en bazo mediante citometria de flujo,
y de las circulantes mediante sistemas de activa-
cion de fluorescencia celular (FACS), el estudio
inmunohistoquimico y andlisis morfométrico de
los 6rganos linfoides.

En la segunda etapa se aplicarian tests fun-
cionales de inmunidad humoral como el de apli-
cacioén in vivo durante 14-28 dias de eritrocitos
de carnero, que es muy sensible al requerir la
cooperacion celular, o bien los ensayos de acti-
vidad macrofégica, y de inmunidad celular en
un ensayo de hipersensibilidad retardada, de la
funcién NK, de la mitogénesis en la serie B o T,
de resistencia a patégenos, etc. En muchos casos
se estudian in vitro células expuestas in vivo o
directamente in vitro.

En los ensayos de desgranulacion de masto-
citos o basofilos, tras su aislamiento se cargan
con anticuerpos especificos frente a los antige-
nos considerados, obtenidos de animales o
humanos sensibilizados. Posteriormente se incu-
ban con el producto y se estudia la desgranula-
cidn, por ejemplo cuantificando la liberacién de
histamina. Estos ensayos pueden realizarse in
vivo mediante el test de anafilaxia pasiva cuta-
nea (PCA) o en el de anafilaxia activa sistémica
(ASA) (Houben et al. 1997).

Pueden realizarse ensayos de actividad adyu-
vante incluyendo la produccién de citocinas
proinflamatorias en cultivos primarios, lineas
celulares y células dendriticas. Los ensayos de
estimulacion de linfocitos T son dificiles in
vitro, pero pueden realizarse ex vivo para detec-
tar la memoria en sujetos alérgicos.

Se aplican inmunoensayos en fase sélida
para detectar componentes alergénicos en los
alimentos mediante el test del radioalergoabsor-
bente (RAST) o mediante ELISA. Se utiliza
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suero con IgE procedente de al menos 14 indivi-
duos alérgicos al alimento del que se obtuvo el
gen insertado (Eisenbrand et al. 2002).

La estabilidad a la digestién y procesado es un
requisito bdsico para los alergenos alimentarios,
dado que les asegura un mayor tiempo de contac-
to con la mucosa para ser absorbidos. La estabili-
dad al calor se comprueba porque los alimentos
habituales se degradan en 15 segundos, mientras
que los alergénicos resisten mas de una hora.

Pueden emplearse algunos ensayos en huma-
nos en la evaluacién de la alergenicidad residual
de productos hipoalergénicos, en la evaluacién de
alergias cruzadas o en la evaluacién de posible
alergenicidad de productos biotecnoldgicos en
los que se hayan introducido genes de una espe-
cie con capacidad alergénica conocida. Debido a
consideraciones éticas, lo ideal seria emplear
suero de estos pacientes y ensayarlos in vitro,
asi como establecer controles de toxicovigilan-
cia tras su introduccion en el mercado.

Puede ser muy 1util el empleo de modelos
predictivos basados en el conocimiento, como
DEREK (Deductive Estimation of Risk from
Existing Knowledge), TOP-KAT (Toxicity
Prediction by Computer-assisted Technology) o
CASE (Computer Automated Structure Eva-
luation). Estos sistemas pueden emplear datos
puramente tedricos, pero también datos fisico-
quimicos y otros aportados por procedimientos
in vitro. La similaridad en el epitopo, es decir, la
secuencia proteica que es reconocida por los lin-
focitos T y B, parece necesaria para al menos
ocho aminodcidos en al menos ocho regiones
contiguas, en el caso de las células T para pro-
ducirse alergia alimentaria.

Toxicidad sobre la
reproduccion

La reproduccién y el desarrollo comprenden una
compleja sucesion de procesos fisioldgicos
encadenados desde la producciéon de los game-
tos, la fertilizacién, la implantacién, la organo-

génesis, el desarrollo fetal, el desarrollo posnatal
y la maduracién sexual.

La toxicologia de la reproduccion incluye el
estudio de los trastornos sobre la fertilidad de
los padres y sobre el desarrollo de los hijos
(Repetto, 1997). Los trastornos téxicos de la
fertilidad abarcan los efectos sobre la libido,
comportamiento sexual, espermatogénesis, ovo-
génesis, actividad hormonal, el proceso de ferti-
lizacién y el desarrollo del huevo fecundado
hasta la fase de implantacion. La toxicologia del
desarrollo comprende los efectos inducidos o
manifestados en la época prenatal, asi como los
que aparecen tras el nacimiento. Se incluyen los
efectos embriotdxicos o fetotoxicos como dis-
minucién del peso corporal, retraso del creci-
miento y del desarrollo, lesiones en los 6rganos,
muerte, aborto, defectos estructurales, funciona-
les o periposnatales, trastornos en la lactancia, y
problemas del desarrollo fisico o mental.

Por lo tanto para detectar las alteraciones
consideradas basicamente es preciso realizar dos
tipos de estudios:

1. Estudios multigeneracionales.
2. Estudios de desarrollo embriofetal (tera-
togenia).

1. Estudios multigeneracionales
de reproduccion

Informan de efectos en la libido, potencia y fer-
tilidad, capacidad de desarrollar los embarazos,
lactancia, supervivencia pre y posnatal; creci-
miento, desarrollo de los hijos y su capacidad
reproductiva; e identificacién de 6érganos diana

Se administra la sustancia continuamente a la
generacion parental antes de la fecundacion (P)
y a las subsecuentes generaciones (F1, F2, etc.).
Actualmente ya no se considera necesario exten-
der rutinariamente los estudios a la tercera gene-
racion, ya que aunque ocasionalmente se dismi-
nuye el NOAEL, no suelen detectarse mas
efectos. Por el contrario, puede ser més util estu-
diar una nueva camada de las dos primeras gene-
raciones (Bradlow, 2002). Estos ensayos son
complejos, largos, caros y requieren muchas
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horas de trabajo, por lo que se acepta se realicen
en una sola especie, generalmente la rata.

Dado que se trata de un conjunto muy com-
plejo de posibles efectos, la organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE)
ha ido adoptando diversos protocolos especifi-
cos para la evaluacién de los efectos sobre la
reproducciéon en mamiferos, alguno de los cua-
les son los aceptados por la Unién Europea
como procedimientos de evaluacién:

o TG 421: Método de cribado de toxicidad
sobre la reproduccion y desarrollo (1995). Es el
ensayo de disefio mds simple, ttil como cribado
o para seleccionar dosis en estudios posteriores.
Se realiza el sacrificio a las crias a los 4 dias de
edad, lo que restringe los indicadores estudia-
dos en los hijos (abortos, pérdidas, prematuri-
dad, distocia, fecundidad, proporcién de sexos,
diferenciacion sexual, crecimiento y desarrollo)
y limita la investigacién de la conducta maternal
(tiempo hasta la copula, conducta sexual, dura-
cién de la gestacion, habilidad en la lactancia).
Se estudian alteraciones anatomopatoldgicas en
los 6rganos sexuales de los padres, lo que se
podria ampliar a los hijos. Se realiza en rata.

o TG 422: Estudio combinado: toxicidad
por dosis repetida y cribado de toxicidad sobre
la reproduccion y desarrollo (1996). Se trata de
un procedimiento similar al 421, aunque incluye
posibles indicadores opcionales, como niveles
hormonales, cuerpo luteo, etc., aprovechando
mejor los animales del ensayo por dosis repeti-
das. También se realiza en rata.

o TG 415/B34: Estudio de reproduccién en
una generacion (1983). Es similar al anterior,
pero podria extenderse para incluir estudios del
desarrollo fisico y conductual, memoria y apren-
dizaje. Puede realizarse en rata o raton.

e TG 416/B35: Estudio de reproduccion en
dos generaciones (2001). Es el ensayo de repro-
duccién més riguroso en mamiferos entre los pro-
tocolos de la OCDE y UE. Supone un estudio pro-
fundo de crecimiento, desarrollo y funcién sexual
en la generacién F1, con monitorizacién de la F2.
Incluye con mayor profundidad los indicadores
comentados en los demds procedimientos.

o TG 426: Neurotoxicidad sobre el
Desarrollo (1999). La sustancia se administra
a los animales durante la gestacién y la lactan-
cia y se realizan observaciones para descubrir
gruesas anormalidades neuroldgicas o en el
comportamiento: la valoracién de desarrollo
fisico, ontogenia del reflejo, la actividad moto-
ra, y la funcién motora y sensorial, el aprendi-
zaje y la memoria, y la evaluacién neuropato-
l6gica durante el desarrollo posnatal y la
madurez.

Para la evaluacién en no mamiferos destacan
los siguientes procedimientos:

o Funcion reproductiva en aves (OECD
206): se administra el compuesto durante al
menos 20 semanas. Los huevos se incuban y las
crias se observan durante 14 dias. Se estudia la
supervivencia, conducta, produccién y viabili-
dad de los huevos, grosor del cascarén, y pato-
logia basica de las génadas y glandulas acceso-
rias, que puede ampliarse en profundidad.

» Etapas iniciales en peces (OECD 210,
C14): se estudian las primeras fases, pero podrian
incluirse el crecimiento y desarrollo.

o Ensayo de reproduccién en Daphnia
magna (OECD 211): al comprobar la capacidad
reproductiva se detectarian ademads interferen-
cias hormonales, aunque sin aportar informa-
cién mecanicista.

Otras entidades que disponen de protocolos
similares para evaluar la toxicidad sobre la repro-
duccion y desarrollo son la ASTM-American
Society for Testing and Materials, EPA-US
Environmental Protection Agency, FDA-US Food
and Drug Administration, ICH- International
Conference on Harmonisation, y JMAFF-Japane-
se ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries.

2. Estudios de toxicidad sobre el
desarrollo: TG 414/ B31. Estudio de
desarrollo prenatal (2001)

Su objetivo es identificar efectos letales, terato-
génicos (malformaciones) o de otro tipo en el
embrion o feto, ademas de los efectos sobre la
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madre. El tratamiento de las hembras se realiza
al menos desde la implantacion, hasta el sacrifi-
cio un dia antes del parto. Se cuentan los
embriones y las reabsorciones y muertes fetales,
peso fetal (muy sensible), la relacion entre
sexos, y se estudia detalladamente la morfologia
externa, visceral y esquelética.

Deben emplearse las especies més relevantes,
por ejemplo con metabolismo similar del com-
puesto a los humanos. En general se producen fal-
s0s positivos por tener mayor sensibilidad que los
humanos. Se usan obligatoriamente dos especies,
una roedora (preferiblemente la rata) y una no roe-
dora (como el conejo). El conejo tiene diferente
placenta y fisiologia del embarazo que los roedo-
res, y presenta reduccion de extremidades con la
talidomida, al contrario que la rata. El conejo es
inapropiado para antibidticos y materiales poco
absorbibles, ya que producen diarrea y reduccion
del consumo de alimentos, que genera abortos.
Desde 2001 se recomienda un minimo de 20 ani-
males por dosis, frente a los 12 usados antes.

Como procedimientos alternativos para eva-
luar la embriotoxicidad, el Centro Europeo para
la Validacién de Métodos Alternativos ha
validado cientificamente (2001) tres ensayos:

» Un ensayo in vitro con células precursoras
embrionarias de raton (EST), que permite
distinguir entre compuestos moderados,
fuertes y no embriotdxicos. No precisa de
animales por lo que en la actualidad es la
mejor opcion.

e El cultivo de embrion completo de rata
(WEC), con la misma aplicacién que el
anterior, pero precisando usar roedores.

e El ensayo de cultivo de células disociadas
de encéfalo de embrion de rata en micro-
masas (MM), que identifica embriotéxicos
potentes.

Otros ensayos, como el de embrién de rana
Xenopus laevis (FETAX), no han podido ser
validados por ICCVAM, al considerar que pre-
cisan optimizarse para su empleo regulatorio
(2001). El ensayo de selecciéon de embriotoxici-
dad en pollo (CHEST) es relativamente sencillo,
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pero no permite distinguir entre toxicidad gene-
ral y efectos especificos sobre el desarrollo.

Disrupcion endocrina

Se denominan «disruptores hormonales u endo-
crinos» a un conjunto heterogéneo de compuestos
quimicos con actividad hormonal (COM, 1999).
O expresado de otra manera, una sustancia exo-
gena o mezcla que altera funciones del sistema
endocrino y causa efectos adversos sobre la salud
de un organismo intacto, o sus descendientes o
sobre (sub)poblaciones (WHO/ IPCS 2002).

El sistema endocrino consiste en un conjun-
to de gldndulas tales como el tiroides, génadas y
adrenales, y las hormonas producidas y secreta-
das al torrente circulatorio como hormonas tiroi-
deas, estrégenos, testosterona, las cuales contri-
buyen al desarrollo, crecimiento, reproduccion y
comportamiento de animales y seres humanos.

La legislacion norteamericana requiere el
ensayo de la actividad endocrina de los com-
puestos (the Food Quality Protection Act of
1996, Public Law 104-170, y the Safe Drinking
Water Act Amendments of 1996, Public Law
104-182; 3). Otras regiones en el mundo, parti-
cularmente Jap6n y Europa, estdn también intro-
duciéndolos en su legislacién.

La Comision de las Comunidades Europeas
presentd en 1999 su estrategia comunitaria en
materia de alteradores endocrinos, y en el 2001
hizo una comunicacién sobre su seguimiento.
En una primera etapa se seleccionaron 553 com-
puestos segtin su produccidn, persistencia, expo-
sicion y efectos sobre la reproduccion. De ellos,
118 presentaban caracteristicas de disrupcion
endocrina, pero 109 estdn ya regulados debido a
sus caracteristicas toxicas o de persistencia. Por
ello, los 9 restantes y 3 hormonas se sometieron
a evaluacioén. Los 435 de los que no se dispone
de datos suficientes sobre su actividad endocri-
na deben estudiarse en profundidad.

En la Unién Europea la mayoria de las
sustancias quimicas que alteran el sistema endo-
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crino estardn sujetas a autorizacién dentro del
sistema REACH, lo que justificard que una sus-
tancia se clasifique como carcinogénica o t6xica
para la reproduccién (CMR). Sin embargo, en la
actualidad, ninguno de los protocolos de la
OCDE o UE fue disefiado especificamente para
detectar disrupcién endocrina. De los pocos
ensayos en no-vertebrados, el test de reproduc-
cién en Daphnias es el tinico que pudiera ayuda-
ra detectar este tipo de efectos.

Las limitaciones de los actuales procedi-
mientos de evaluacion para detectar efectos
adversos mediados por disrupcién endocrina
han impulsado a diversas agencias reguladoras a
tratar de aumentar la sensibilidad de los mismos.
Se estd ampliando la cobertura de los periodos
del desarrollo en los ensayos multigeneraciona-
les de reproduccién e incluyendo una serie de
nuevos indicadores mas profundos, como el
estudio de la longitud y normalidad del ciclo
estrogénico en las madres y las hijas de la gene-
racion F1; el recuento del nimero de esperma-
tozoides, su viabilidad y morfologia, pesado de
los testiculos, epididimo, vesiculas seminales y
prostata, y de un detallado examen anatomopa-
tologico de los testiculos en los padres e hijos
F1; el control de la edad y peso de las crias el dia
de la apertura vaginal o separacién balanopre-
pucial; la observacién de pezones y areolas en
crias macho; la medicién de la distancia anoge-
nital en el nacimiento en la generacién F2 si se
observaron cambios en la proporcién de sexos o
tiempo de maduracién sexual en la F1, etc.

Se ha propuesto una gran variedad de proce-
dimientos especificos para detectar y cuantificar
la capacidad disruptora endocrina, pero existe
una gran controversia sobre su verdadera rele-
vancia. Ningtin ensayo ha sido aceptado, por lo
que ha sido necesario realizar urgentemente
estudios de validacion de diferentes procedi-
mientos, que atin no han finalizado.

1. Principales ensayos propuestos
de disrupcién endocrina in vivo

e Ensayo uterotréfico de 3 dias para de-
tectar capacidad estrogénica. Se controla

fundamentalmente el incremento del peso
uterino debido a estimulacién de la mito-
génesis. Se ha comprobado recientemente
que pueden emplearse animales inmaduros
en vez de adultos ovariectomizados.

o Ensayo de Hershberger de 5 o 7 dias para
la deteccion de andrégenos y anti-
andrégenos en roedores macho. En este
caso se investiga el cambio del peso de
vesiculas seminales y préstata. Podrian
también usarse animales inmaduros en vez
de los castrados empleados cldsicamente.

e Ensayo de pubertad en machos durante 30
dias con indicadores tiroideos. Permite
también la deteccion de alteraciones de
causa tiroidea exponiendo ratas macho de
23 dias y evaluando la pubertad, histologia
y serologia.

o TG 407 Ampliado. Consiste en ampliar el
ensayo de dosis repetidas de 28 dias en
roedores. Se amplia el estudio histolégico
y de bioquimica clinica para detectar
diversos tipos de alteraciones endocrinas,
ademads de las neuroldgicas. Podria usarse
para cribado.

» Ensayo in ttero de desarrollo (lactancia).
Exposicién en utero y estudio general de
reproduccién incluyendo alteraciones neu-
roconductuales, de actividad, hormonales,
malformaciones, pubertad, espermatogé-
nesis...

* TG 416 Ampliado. Estudio de reproduc-
cién en dos generaciones ampliado con
indicadores endocrinas para detectar acti-
vidad androgénica, estrogénica, tiroidea y
neuroconductual.

2. Principales ensayos propuestos
de disrupcién endocrina in vitro

* Modelos predictivos de relacion estructura
actividad (QSAR).

» Procedimientos de Union a receptores.

e Proliferaciéon celular: ensayo E, que
empleando la linea celular humana MCF-7
detecta estrégenos (y antiestrégenos), o
versiones similares usando levaduras.
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o Expresion de genes informadores, mas
sensibles que los anteriores.

e Esteroidogénesis en células de Leydig:
produccidn de testosterona en tejido de tes-
ticulo.

* Inhibicién de aromatasa y por tanto de la
sintesis estrogénica: ejemplo (linea celular
humana H295R).

3. Otros ensayos propuestos
de disrupcién endocrina

o Ensayo de metamorfosis en rana. Ejemplo
FETAX.

* Vitelogenina en pez.

e Ensayo de histopatologia gonadal en pez.

» Ensayo multigeneracional en aves.

e Ensayo multigeneracional de reproduc-
cion en pez.

» Ensayo multigeneracional de reproduc-
cion en invertebrados.

* Induccién de vitelogenina in vitro (cultivo
primario de hepatocitos de aves, peces o
anfibios).

En 1999 un comité especifico de la Agencia
de Proteccién Ambiental Norteamericana (EDS-
TAC EPA) propuso un sistema de cribado y
ensayo de disruptores endocrinos que estd sien-
do evaluado y transformado en una estrategia
integrada, formado basicamente por:

o Tests in vitro de unién a receptores y acti-
vacion transcripcional para estrégenos y
androgenos.

 Test in vitro de esteroidogénesis en tejido
testicular.

» Ensayo uterotréfico de 3 dias in vivo en
roedores.

« Ensayo de pubertad de 20 dias en hembras
de roedor con evaluacion tiroidea.

» Ensayo de Hershberger de 5-7 dias en roe-
dores macho.

No existe, por lo tanto, un consenso en los
procedimientos utiles para detectar la capaci-
dad disruptora endocrina de los compuestos

115

quimicos. Los ensayos actualmente disponi-
bles tanto in vivo como in vitro solo indican
que una sustancia es un potencial disruptor
endocrino en humanos y deberian usarse en
forma similar al ensayo de microntdcleo en
médula Osea para detectar genotoxicidad
(Barlow et al. 2002).

Genotoxicidad y
carcinogenicidad

1. Evaluacién de la genotoxicidad

El primer procedimiento bésico in vitro acepta-
do reguladoramente fue el ensayo de reversion
de la mutacién en Salmonella tiphimurium. Este
ensayo, desarrollado por Ames, permite evaluar
la mutagenicidad y se basa en que los compues-
tos mutagénicos provocan una mutacién en un
gen codificante de una enzima, con lo que la
bacteria mutada es capaz de multiplicarse en un
medio deficiente que no permite la superviven-
cia de las no mutadas. Siguiendo la estela de este
procedimiento, durante la década de 1980 se
disefiaron mas de un centenar de tests de geno-
toxicidad, es decir, de la capacidad de alterar el
ADN. Ello dio lugar a una intensa actividad
investigadora impulsada muy especialmente
desde el ambito de la industria farmacéutica,
que veia en estas pruebas la posibilidad de una
alternativa rapida y econdémica a los tests de car-
cinogénesis a largo término. Si bien estas espe-
ranzas han debido ser posteriormente matizadas.

Hasta el afio 2000 habian sido aceptados por
las autoridades varios ensayos in vitro, todos
ellos tests de genotoxicidad, que curiosamente
no fueron sometidos a un proceso de evaluacién
cientifica tan riguroso y completo como el que
actualmente se exije.

En la actualidad parece fuera de toda duda
que no existe un Unico test de mutagénesis capaz
de proporcionarnos por si solo informacién real-
mente relevante sobre la actividad del compues-
to en estudio, sino que es imprescindible la rea-
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lizacién de una bateria de pruebas en la que se
combinen tests in vitro, sensibles a mutaciones
que afectan incluso a un solo par de bases y que,
ademds, permiten adquirir un cierto conoci-
miento sobre los mecanismos de accion, con
otros in vivo, realizados en condiciones mas rea-
listas, que, a pesar de su menor sensibilidad y de
ser en general de realizacién mas engorrosa,
permiten integrar determinados factores que
resultan omitidos al utilizar sistemas experi-
mentales procariotas o bien de un nivel de orga-
nizacién inferior al del individuo.

La aproximacién reguladora habitual para la
evaluacién de la genotoxicidad consiste en un sis-
tema jerarquizado en el cual en el primer nivel se
emplean al menos dos ensayos in vitro: un ensa-
yo de mutagenicidad en bacteria (OCDE TG 471,
usualmente el test de Ames con Salmonella (pero
a veces con Escherichia coli), y un ensayo cito-
genético (OCDE TG 473), usualmente analisis de
metafases en linfocitos humanos o lineas celula-
res de roedores. Se requieren dos indicadores
diferentes, ya que los compuestos pueden provo-
car mutaciones génicas y/o dafio cromosémico
(Worth y Balls, 2002).

Estos ensayos iniciales se emplean para tra-
tar de establecer la potencia de un compuesto
para provocar un efecto mutagénico y es parti-
cularmente importante para compuestos que
presenten un uso generalizado tratar de confir-
mar in vivo tales efectos. Es decir, que al contra-
rio que en sistemas secuenciales para otros tipos
de toxicidad, un resultado negativo in vitro se
suele considerar suficiente para excluir la capa-
cidad mutagénica, y un resultado positivo no es
suficiente para indicar un riesgo mutagénico.

Bateria minima para la evaluacién
genotoxica de compuestos
de bajo peso molecular

1. Un ensayo de induccién de mutacion géni-
ca en bacteria (OCDE TG 471), usual-
mente el test de Ames con Salmonella.

2. Un ensayo de induccién de mutacién
génica en células de mamifero, preferi-
blemente el ensayo de linfoma de roedor.

3. Un ensayo de induccién de aberraciones
cromosOmicas en células de mamifero
(OCDE TG 473).

Algunas agencias reguladoras promueven el
empleo del ensayo en linfoma de ratén (TG 473)
en lugar del test citogenético, ya que el primero
detecta tanto mutaciones puntuales como dafio
cromosémico. Sin embargo es complicado de
realizar y precisa el contaje exacto de las colo-
nias. También podrian emplearse células mani-
puladas genéticamente para expresar una o mas
enzimas de las fases I y II de metabolizacion,
evitando la necesidad de sistemas exdgenos de
metabolizacién, con lo que los metabolitos se
generan intracelularmente.

La bateria puede reducirse si existen justifi-
caciones cientificas, como la falta de absorcion,
0 aumentarse, por ejemplo ante alertas estructu-
rales sobre su posible genotoxicidad, o vias toxi-
cocinéticas poco comunes (Eisenbrand et al.
2002). Para los nuevos ingredientes alimenta-
rios, incluyendo los producidos por biotecnolo-
gia e ingenieria genética, no es probable la inte-
racciéon con el ADN. Por ello debe decidirse
caso por caso, como se sugiere para medica-
mentos (CEC, 1989; Gocke et al. 1999) y utili-
zar una estrategia minima o no ensayarlos. Si es
preciso, puede emplearse un ensayo de muta-
cién génica para detectar la genotoxicidad de
impurezas o contaminantes.

El analisis de una amplia base de datos sobre
programas de genotoxicidad ha permitido cono-
cer que en general, el incremento en el nimero
de ensayos en una bateria estandar no incremen-
ta necesariamente su sensibilidad en la predic-
cién de la carcinogénesis (Benigni, 1992; Zeiger,
1994). Ello permite emplear baterias reducidas
de tests complementarios entre si, no estando
justificado emplear ensayos in vivo con finalida-
des de cribado (Eisenbrand et al. 2002).

Los ensayos in vivo de genotoxicidad se con-
sideran insatisfactorios y limitados a solo algu-
nos tipos de mecanismos y dianas. La aproxi-
macion usual en genotoxicidad in vivo consiste
en investigar el dafio citogenético en médula
Osea, bien mediante el ensayo de microntcleo
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(TG 474), o de andlisis de metafase. Un resulta-
do positivo en médula 6sea indica capacidad
genotdxica sobre células germinales y también
carcinogenicidad por via genotéxica.

Otros ensayos in vivo aun no validados se
pueden emplear si existe evidencia toxicocinéti-
ca de que existe otro 6rgano diana diferente de
la médula 6sea. Entre elllos se incluye la sintesis
no programada de ADN (UDS) en higado (TG
486) y el empleo de roedores trasgénicos

Los cambios en el nimero de cromosomas
(poliploidia o aneuploidia) pueden investigarse
in vitro e in vivo mediante técnicas de andlisis de
metafase y de marcado, pero requieren mucha
dedicacién. En relacién con la aneuploidia,
puede evaluarse ficilmente en un ensayo de
microntucleo in vitro, aunque su validacion ha
resultado compleja.

2. Evaluacién de la carcinogenicidad

El ensayo por dosis repetidas en rata y raton de
ambos sexos con andlisis anatomopatolégico
completo es el procedimiento basico para eva-
luar la capacidad carcinogénica. Es un ensayo a
largo plazo, realizado casi en exclusiva en rata o
ratén, para evaluar la capacidad de induccién
tumoral de un agente sobre la mayoria de la vida
del roedor, es decir, de afio y medio a dos afios
(OCDE TG 451, 1981). Sin embargo este ensa-
yo requiere mucho tiempo, dedicacién, es muy
costoso, y exije un gran nimero de animales,
mas de 400 animales por cada una de las dos
especies empleadas. Ademds, no presentan
buena correlacion entre si, y su extrapolacion al
hombre es compleja.

Bésicamente se emplean al menos 50 anima-
les por sexo y grupo, de unas seis semanas al ini-
cio, observando al menos semanalmente cambios
clinicos que incluyen palpacion para detectar
masas tumorales y control del peso, asi como del
consumo de alimento durante el primer mes. Se
realiza estudio hematoldgico al menos dos veces,
necropsia bésica a todos los individuos, y estudio
histopatolégico al menos a los grupos control y
de dosis mas alta. Otros pardimetros generalmen-
te investigados en estudios crénicos no se inclu-

117

yen debido a la gran variabilidad de los mismos
en animales viejos. Otra opcidn es realizar estu-
dios combinados de toxicidad crénica con carci-
nogenicidad (OCDE TG 453 1981).

La seleccién de las dosis en estudios de car-
cinogenicidad es objeto de debate. Histdrica-
mente se ha escogido como dosis mas alta la
mads elevada que no provoca cambios clinicos,
cambios en longevidad o induzca una reduccién
mayor del 10% en la ganancia de peso (MTD).
Sin embargo, esta dosis puede considerarse en
muchos casos como no relevante toxicoldgica-
mente, al ser excesivamente elevada. La Confe-
rencia Internacional de Armonizacién de Me-
dicamentos aprobé una directriz en 1997, que se
estd utilizando en otras dreas (http://www.
ifpma.org/ich5s.html).

Se estan proponiendo nuevos modelos de
carcinogenicidad con animales transgénicos,
que presentan la ventaja de precisar menor tiem-
po de exposicién para desarrollar los tumores.
Se emplean fundamentalmente el ratén p53+/-
deficiente, el ratéon Tg.AC, al que se le ha
incluido el gen Tg.AC-v-Ha-ras, el ratén rasH2,
al que se le afiadi6 el gen c-Ha-ras, y el ratén
XPA-/- deficiente en reparacion.

En el momento actual, y tras un completo
estudio de validacién impulsado por el Inter-
national Life Sciences Institute (ILSI) los mode-
los transgénicos pueden usarse eficientemente
como parte de estrategias basadas en la eviden-
cia para la evaluacién del riesgo, pero no como
definitivos (Worth y Balls, 2002). En ciertas cir-
cunstancias, la informacién proporcionada por
un estudio de carcinogenicidad en una segunda
especie no es concluyente, y serian mucho mas
utiles estos ensayos cortos.

En relacién con los carcindgenos epigenéti-
cos, es decir, los que actian por mecanismos no
genotoxicos, generalmente manifiestan sus efec-
tos en una sola especie, sexo o tejido, y a dosis
altas. Por ello, no son previsibles mediante las
baterias de genotoxicidad. Por lo tanto, com-
puestos que no son genotdxicos in vivo e in vitro
pueden requerir el bioensayo de carcinogenici-
dad en roedores segtin su uso y si la exposicién
humana prevista es alta.
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Recientemente se han desarrollado nuevos
protocolos para dos ensayos de transformacion
celular in vitro, los ensayos en células Balb/c
3T3 y en la linea celular de embrién de hamster
sirio SHE, que han mejorado su predictividad
para detectar carcinégenos y su reproducibilidad
entre laboratorios. Se espera que puedan mejo-
rarse con el empleo de células humanas.

Entre los procedimientos propuestos para
detectar carcindgenos no genotoxicos se inclu-
yen la deteccién de mitogénesis (por ejemplo
por activacion del receptor AhR para dioxina y
compuestos relacionados, CAR para inductores
tipo I o fenobarbital, y PPARa para proliferado-
res de peroxisomas), los ensayos de transforma-
cién celular in vitro, el empleo de lineas celula-
res transgénicas, la deteccién de patrones de
metilacién en el ADN (ejemplo MethylLight) y
los sistemas predictivos.

Existen dos tipos fundamentales de sistemas
expertos aplicables en la prediccién de genotoxi-
cidad y carcinogenicidad. Entre los de induccion
automdtica de reglas (ARI) figuran TOPKAT
(Toxicity Prediction by Computer-assisted
Technology), CASE (Computer Automated
Structure Evaluation) y COMPACT Compu-
terised Optimised Parametric Analysis of Che-
mical Toxicity). Entre los basados en el conoci-
miento se encuentran HazardExpert, DEREK
(Deductive Estimation of Risk from Existing
Knowledge) y ONCOLOGIC.

Toxicidad a largo plazo y
de o6rgano diana

Los efectos por exposiciones prolongadas y de
organo diana se estudian bisicamente en ensa-
yos por dosis repetidas por via oral durante 14 o
28 dias (OECD TG 407), por via dérmica (TG
410) e inhalatoria (TG 412), y posteriormente
en estudios de 90 dias (OECD TG 408), y los de
cribado combinado de dosis repetida y toxici-
dad para la reproduccién. Estos procediminetos
exijen la investigacioén de alteraciones morfolo-

Tabla 6.4 Evaluacién de la neurotoxicidad.

In vivo:

Ensayos agudos y crénicos «amplificados».
Ejemplo: 28 dias + exploracién neurolégica,
histopatolégica.

Ensayos dirigidos: OPIDN, inhibicién de NTE

(esterasa diana de neuropatia) en gallina.

In vitro:
Lineas celulares neuronales y gliales (OPIDN: inhibicién
en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) de
NTE (EPA).

Neuronas de ganglios dorsales (SNP).
Asfrocitos/ neuronas.

Esferas de microagregados cerebrales (SNC).
Barrera hematoencefdlica.

Cocultivos: activacién.

gicas e histoldgicas, a la vez que funcionales,
bioquimicas y comportamentales.

Se estan desarrollando diversos modelos que
tratan de mimetizar algunos de esos aspectos in
vitro. Las principales dificultades radican en la
necesidad de obtener sistemas estables durante
mds de 5 dias y en utilizar indicadores represen-
tativos de los efectos a largo plazo. Algunos
modelos como los cortes de tejido cerebral, los
cultivos celulares estaticos, las lineas celulares
trasformadas o inmortalizadas son ya suficiente-
mente estables, particularmente si se emplean
sistemas de perfusion continua en células adhe-
ridas a soportes porosos, y en cocultivo.

Los estudios sobre 6rgano diana, aunque ain
se encuentran lejos de la validacidn, estan per-
mitiendo desarrollar modelos muy dtiles para
cometidos concretos. Los 6rganos que estan

Tabla 6.5. Modelos hepéticos in vitro.

Higado perfundido.

Lonchas hepdticas.

Hepatocitos en suspensién/monocapal/ criopreservados.
Hepatomas.

Lineas celulares transgénicas.

Microsomas.
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Tabla 6.6. Evaluacién de la nefrotoxicidad in vitro.
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Tabla 6.7.  Retos futuros en toxicologia.

Rifién perfundido aislado.

Nefrona aislada perfundida.

Lonchas corticales renales.

Glomérulos aislados.

Fragmentos tubulares proximales o distales aislados.
Cultivos: (ejemplo en membrana, sandwich).
Primarios.

Lineas celulares renales.

Células transgénicas.

Fracciones subcelulares.

Procedimientos mas eficientes en la evaluacién del riesgo.

Desarrollo de procedimientos no invasivos en animales.

Seleccién de las especies, cepas y etapas del desarrollo més
apropiadas para el ensayo.

Reduccién en el nimero de ensayos y/o animales/ensayo.

Uso de dosis realistas y ensayos no letales.

Integracion de procedimientos de ensayo (in vivo, in vitro):
flexibilidad + combinacién.

Ensayos mecanicistas basados en nuevos y relevantes
indicadores (in vivo, in vitro).

Sustitucion del NOEL por sistemas de estimacién por
regresion.

siendo mds estudiados son el sistema nervioso y
la diferenciacidn celular (Rios et al. 2003), el
sistema renal y el higado.

Futuro ¢o presente? de las
alternativas

Como se ha comentado, la validacién ha de
hacerse para un determinado propésito. Ello
implica que puedan existir ensayos cuya acepta-
cion reguladora puede ser complicada, pero que
son totalmente validos y aceptables para la toma
de decisiones. Muchos de estos procedimientos
se emplean de forma rutinaria en la evaluacién
de medicamentos, aditivos, etc., aunque s6lo los
resultados de algunos de ellos se incluyen en
los informes para el registro de los mismos.
Entre ellos caben citar los nuevos modelos de
sensibilizacion dérmica. En la Tabla 6.7 se indi-
can algunos de los retos actuales.

En un sentido mas amplio, es necesario
reconducir las estrategias actuales empleadas en
la evaluacion de la seguridad para flexibilizar-
las, haciéndolas mas efectivas.

La 52." Asamblea General de la Asociacion
Médica Mundial aprobé el 7 de octubre de
2000 por unanimidad la 5." revisién desde que
fueron adoptados por primera vez en 1964 los

principios éticos para las investigaciones médi-
cas en seres humanos, es decir, la Declaracion
de Helsinki. En la linea de la propuesta efec-
tuada en el 3.” Congreso Mundial de Métodos
Alternativos, ya no se exige realizar siempre
ensayos con animales previamente a los huma-
nos. En concreto, el Articulo 11 queda redacta-
do asi: «La investigacion médica en seres
humanos debe conformarse con los principios
cientificos generalmente aceptados, y debe apo-
yarse en un profundo conocimiento de la biblio-
grafia cientifica, en otras fuentes de informa-
cién pertinentes, asi como en experimentos de
laboratorio correctamente realizados y en ani-
males, cuando sea oportuno». Por lo tanto, los
procedimientos alternativos pueden proporcio-
nar un considerable ahorro en el nimero de ani-
males empleados.

Los cambios propuestos en el Libro Blanco
sobre la Estrategia para la Futura Politica en
Materia de Sustancias y Preparados Quimicos
suponen en la practica la necesidad de disponer
de métodos de ensayo mds eficaces que los
actuales y que presenten menos requerimientos
logisticos (UE, 2001). La prohibicién europea
del empleo de animales en la evaluacion de cos-
méticos también obliga a disponer de alternati-
vas. Ello supone una excelente oportunidad
para la inclusiéon de nuevos métodos in vitro
para la evaluacién de la seguridad en las nor-
mativas, una vez que han sido aceptados varios
de ellos.
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El concepto general de
evaluacion de riesgos y
de clasificacion

Datos y fases para establecer la
peligrosidad y para la evaluacién de
riesgos

Para la «identificaciéon de la peligrosidad» de
una sustancia se requieren datos que permitan:

o evaluar los efectos toxicos (peligrosidad y
relacién dosis-respuesta);

y con ello,

* clasificar y decidir sobre el etiquetado de
la sustancia y sus productos formulados;
o restricciones de uso y limites permitidos.

Para «evaluar los riesgos de efectos toxicos»
(Figura 7.1) en humanos de una sustancia se
necesitaran datos que permitan:

a) evaluar la exposicion (real o previsible)
en humanos como consecuencia del uso
en la aplicacién prevista de la sustancia;

b) evaluar los efectos toxicos (peligrosidad,
relacion dosis-respuesta, establecimiento
de nivel sin efecto adverso observable y
de la ingesta aceptable);

y con ello,

¢) caracterizar el riesgo comparando ambos
tipos de datos para establecer hasta qué
grado los niveles de exposicién espera-
bles pueden causar un riesgo de producir
efectos a la salud humana o al medio
ambiente;

d) gestionar el riesgo (autorizaciones, res-
tricciones, medidas de seguridad y con-
troles).

La evaluacion de los efectos téxicos ha sido
descrita en detalle en un capitulo anterior y
requiere los datos resultantes de ensayos toxico-
l6gicos. Se describen aqui estas fases de forma
general y luego se discute en mas detalle la eva-
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luacién de exposicion y el concepto de caracte-
rizacion de riesgos. Se analizardn las conse-
cuencias de la evaluacién de riesgos en cuanto a
restricciones de uso de sustancias quimicas,
centrado en cuestiones de seguridad alimentaria.
Como ejemplo se presentardn algunas conse-
cuencias en las normas de calidad de aguas de
consumo. Aunque la clasificacién y etiquetado,
no implica evaluacién de riesgos, se comentaran
también los criterios de clasificacién y etiqueta-
do, en tanto afectan a restricciones en las autori-
zaciones de uso.

1. Caracterizacién de riesgos frente
a dlasificacién y etiquetado:
consecuencias

La evaluacién de los efectos téxicos requiere
datos de ensayos toxicol6gicos cuyos protocolos
internacionalmente aceptados estdn descritos en
el Anexo V de la Directiva 67/548/CEE o en las
guias de ensayos de la OCDE.

Con los datos de toxicidad de la sustancia,
sin necesidad de datos de exposicion esperable,
puede identificarse la «peligrosidad» de la sus-
tancia y con ello establecer la clasificacion y eti-
quetado de la sustancia que en Europa se esta-
blece de acuerdo con los criterios descritos en el
Anexo VI de la Directiva 67/548/CEE.

Las consecuencias de la clasificacion son, ade-
mas de las obligaciones de etiquetado, determina-
das restricciones en la autorizacién en el uso y
aplicacion de la sustancia, sin considerar si esa
aplicacién generard o no un nivel de exposicion
que represente riesgos. Bajo el «principio de pre-
caucién» puede condicionar a decisiones de res-
tricciones, incluso aunque se demostrase que su

Tabla 7.1

El proceso de evaluacién de riesgos implica:

(a) evaluar la exposicién,

(b) evaluar los efectos téxicos, y

(c) caracterizar el riesgo, comparando los datos de
exposicién o ingesta estimada con datos de toxicidad (nivel
sin afecto adverso o con probabilidad de riesgo aceptable).

uso no represente un riesgo inaceptable. Esto es
especialmente asi para sustancias que se clasifi-
quen por efectos toxicos que generan especial sen-
sibilidad social, como carcindégenas, mutidgenas o
toxicas a la reproduccioén (sustancias CMR).

2. Las fases del proceso de evaluacion
de riesgos

Evaluar la exposicion (exposure assessment),
implica o bien la monitorizacién midiendo la
exposicion real que se produce en el uso de la
sustancia o la estimacién de la potencial exposi-
cién con modelos predictivos. Se tendra en cuen-
ta la posible exposicién a través del medio
ambiente, por la actividad laboral o profesional,
y por la ingesta de residuos en el consumo de ali-
mentos y agua, asi como por el contacto con pro-
ductos de consumo. Se valorardn los niveles de
exposicion en diferentes escenarios de uso o bien
por monitorizacién con medidas de niveles en
situaciones reales o bien haciendo predicciones
con modelos para estimar la exposicién espera-
ble y la ingesta diaria maxima estimada en su
uso normal y en el «peor de los casos razonable».

Evaluar los efectos, implica por un lado,
identificar la peligrosidad de la sustancia
(hazard identification), es decir conocer el tipo
de efectos que la sustancia puede producir, y
establecer la relacion dosis respuesta para los
diferentes tipos de efectos toxicos y regimenes
de dosificacion (efectos de exposicién aguda; de
exposicion repetitiva a corto plazo, subcrénica y
cronica; estudios de mutagénesis, carcinogéne-
sis y de reproduccién; datos de metabolismo;
datos en humanos). En cada estudio de exposi-
cidn repetitiva, serd necesario poder establecer:

a) el tipo de efectos que permita ayudar a
decidir sobre la clasificacion y etiquetado;

b) larelacién dosis-respuesta, 'y con ello, lo
que es mds importante, el nivel de exposicion o
dosis al que no se observan efectos adversos
(NOAEL). Del conjunto de datos se podra esta-
blecer el «xNOAEL relevante mds bajo», que nos
indica el nivel de dosis al que no se observa el
efecto critico mas sensible en la especie mas
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FASES DEL PROCESO DE EVALUACION DE RIESGOS

I Identificacién de peligrosidad |

(Dosis o exposicion esperable en los
escenarios de aplicacion)

Evaluacién exposicion l

Evaluacion efectos
(Relacion dosis-respuesta
Dosis o nivel sin efecto adverso

o con riesgo aceptable)

N/

Figura 7.1. Esquema general
de las fases del proceso de eva-

(Comparacion de exposicion esperable con
dosis o exposicién sin efecto esperable)

Caracterizacién del riesgo

luacién de riesgos de sustancias.

sensible. A partir de este valor, siguiendo crite-
rios aceptados se aplicard un factor de incerti-
dumbre o de seguridad (habitualmente minimo
100) para establecer la ingesta diaria admisible
(IDA). En el caso de sustancias carcinégenas
con mecanismo genotoxico, la exposicion admi-
sible se basard en criterios probabilisticos. Por
ejemplo, en aguas de consumo en Europa se
establece en un incremento de riesgo menor de
1/10° en la exposicién por vida y en gufas de la
OMS en 1/10°.

La caracterizacion de riesgos es el objetivo
final del proceso de evaluacion de riesgos (risk
assessment).

La Figura 7.1 expresa el esquema general de
evaluacién de riesgos en el que el concepto fun-
damental es que para la caracterizacion de riesgos
se tendrd que comparar los niveles de exposicién
esperable en los diferentes escenarios de uso, para

Tabla 7.2

La caracterizacién de riesgo es la fase final de la evaluacion
de riesgos. Implica comparar:

(a) los niveles de exposicién esperable, con

(b) el nivel de exposicién o de ingesta admisible sin afecto
adverso esperable o con probabilidad de riesgo aceptable.

los ambientes laborales, consumidores y pobla-
cién general con los niveles establecidos de inges-
ta diaria admisible, deducidos de los valores de
niveles sin afecto adverso o de criterios probabi-
listicos de riesgo aceptable. Si la exposicidon o
ingesta esperable es mayor que la aceptable sin
efecto, se concluye que hay riesgo. Una vez carac-
terizado el riesgo serd necesaria la toma decisio-
nes, es decir, la gestion del riesgo. Si se dedujo
que existe riesgo en el uso o aplicacion prevista, la
sustancia no podrd ser autorizada o deberdn
tomarse las medidas apropiadas para disminuir o
eliminar el riesgo. Las consecuencias de la carac-
terizacion de riesgos son las restricciones de uso
de sustancias para minimizar el riesgo.

Evaluacion de la exposicion

1. Estrategias de evaluacién de
exposicion a sustancias a través
de alimentos

La evaluacidn de la exposicién a contaminantes
quimicos a través de alimentos puede basarse en
dos procedimientos:
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a) Medida de las concentraciones reales en
los alimentos que se consumen y establecer la
ingesta real del contaminante en un determinado
supuesto sobre la base de las costumbres dietéti-
cas de consumo de la poblacién objeto de eva-
luacién. Este procedimiento puede ser realista,
pero requiere que la sustancia ya esté en uso en
el mercado, no permite predecir las consecuen-
cias de una nueva aplicacién o incremento de
uso, ni permite asumir situaciones como el
«peor de los casos razonables».

b) Si la sustancia tiene ya establecidos
unos limites maximos en alimentos y agua de
consumo, se puede estimar la exposicioén en
humanos asumiendo que estos contienen el
mdaximo limite permitido y teniendo en cuenta
la dieta de la poblacién que se quiere evaluar.

¢) Modelizacion sobre la base del uso o
aplicacién de la sustancia de sus propiedades
fisicoquimicas.

En cualquier caso, la posible ingesta diaria
total de una sustancia en las personas debera
tener en cuenta no solo la ingesta a través de ali-
mentos, sino considerar las diferentes fuentes o
rutas de exposicion (Figura 7.2), especialmente
las siguientes:

(a) Por via indirecta a través del medio
ambiente:
e aire,
 agua,
 alimentos.

(b) Exposicién laboral.

(c) Uso o contacto con productos de consu-
mo.

En algunos casos podrian tener que conside-
rarse también otras fuentes de exposicion:

e contacto directo con el suelo,
 contacto directo con aguas marinas o de
superficie, aguas recreativas.

EXPOSICION
PN LABORAL
Yy aire &
cosechas
. .........m.....,...*. /
/ HUMANOS
lacteos
suelo [ —
e
ganado
carne
» i
agua T
subterranea .
QgUQ de consumo
4 \
agua de f Contacto con
superficie productos de consumo
pescado Modificado de EUSES-2 ]

Figura7.2. Rutas de exposicién de sustancias a personas: (a) Por via indirecta a través del medio ambiente (aire, agua
alimentos). (b) Exposicién laboral. (c) Uso o contacto con productos de consumo. (Obtenido de EUSES, European

Chemical Bureau).



2. Evaluacién de exposicién via
alimentos en funcién del tipo
de sustancia

El planteamiento para evaluar la exposicion
tiene facetas diferentes en los casos de:

* sustancias toxicas de forma natural en los
alimentos (biotoxinas);

« aditivos alimentarios autorizados introdu-
cidos deliberadamente con alguna finali-
dad en el alimento;

e contaminantes ambientales como conse-
cuencia de actividad industrial o urbana;

« residuos de productos fitosanitarios de uso
en el proceso agricola precosecha o en tra-
tamientos postcosecha. Incluye los plagui-
cidas y otras sustancias agroquimicas.

En todos los casos, la ingesta total en un con-
sumidor de una sustancia a través de los alimen-
tos serd la suma de los contenidos en todos los
alimentos que consuma, y esto esta condicionado
por las costumbres dietéticas. Se pueden hacer
estimaciones para la dieta media de una pobla-
cién, o para sectores de poblacién, como consu-
midores con una ingesta especialmente alta de
algtn tipo de alimentos, en infantes, personas con
dietas vegetarianas, altamente consumidoras de
pescado, etc., o hacer estimaciones en el peor de
los casos, asumiendo en un mismo individuo la
ingesta mas alta habitual de cada alimento del
sector de mds consumo. Por ejemplo, para el
peor de los casos razonable en una evaluacién
media europea, asumir que se consume pescado
como la media en Espafia o Noruega, carne de
cerdo como en Alemania, pasta como en Italia. Si
se concluye que no hay riesgo incluso en esa
situacion exagerada, entonces 1o es necesario afi-
nar mds la estimacién. Sin embargo, si se deduce
que hay riesgo, se puede volver a revisar la esti-
macion considerando situaciones mads realistas.

2.1. Estimacién de la exposicién
a componentes naturales

La estimacién de la exposicion de un compo-
nente natural en los alimentos implica conocer
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los contenidos habituales y maximos en los
alimentos de forma natural habitual o en situa-
ciones especiales. Sobre la base de las costum-
bres en la ingesta de alimentos, o asumiendo el
peor de los casos razonables de alto consumo
de un alimento, estimar la maxima ingesta dia-
ria que habitualmente cabe esperar, o la que se
puede producir en situaciones de especial alto
consumo o circunstancias especiales (por
ejemplo, formacién de microtoxinas en mare-
as rojas).

2.2. Estimacién de la exposicién
a aditivos

Dado que los aditivos alimentarios autoriza-
dos son una lista positiva regulada, la exposi-
cion a aditivos puede hacerse asumiendo que
en los alimentos en los que un aditivo estd
autorizado, este se encuentra a la maxima con-
centraciéon admitida y estimar la ingesta total
posible, la que resultaria asumiendo el peor de
los casos razonable de la ingesta individual de
los alimentos que los pueden contener. La
maxima concentracién permitida se habra pre-
viamente considerado como la mds baja posi-
ble que cumpla los requisitos para la finalidad
prevista (por ejemplo, antioxidante) y que en
ningtln caso permitird que los individuos pue-
dan superar en sus habitos alimenticios la
ingesta diaria admisible (IDA). Esta se habra
deducido, como se ha indicado en un capitulo
anterior, a partir de la dosis diaria sin efecto
adverso observable (NOAEL) en estudios a
medio o largo plazo.

2.3. Estimacién de la exposicién
a residuos de plaguicidas

La presencia de residuos de plaguicidas, otros
productos fitosanitarios de uso agricola y de
residuos de productos veterinarios (medica-
mentos, promotores de crecimiento, u otros)
podrd estimarse o bien la situacién real
midiendo en los alimentos o estimar el peor de
los casos razonable de la misma forma que los
aditivos, considerando su presencia en todos
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los alimentos al limite mdximo de residuos
autorizados para cada alimento. La estimacién
de la exposicion se realizard considerando la
proporcién de los diferentes alimentos en la
dieta de la poblacion objeto de estudio. De
forma similar, el limite maximo de residuos
autorizados se establece considerando los
niveles que se producen aplicando el producto
a las cantidades que se requieren para ser efi-
caces para su finalidad y siguiendo las buenas
practicas agricolas recomendadas. A su vez,
cuando se establecen esos limites, se habra
tenido en cuenta que los limites y practicas
autorizadas no deben generar residuos, de tal
forma que condujeran a los consumidores a
tener ingesta total de la sustancia superior a la
IDA (Figura 7.3).

2.4. Estimacién de la exposicién
a contaminantes ambientales

La evaluacién de la exposicién a un contami-
nante ambiental puede basarse en dos aproxima-
ciones:

a) Medida de la situacion real por la deter-
minacion analitica de las concentraciones
de la sustancia en los alimentos.

b) Prediccidn, usando en modelos de esti-
macion basados en el conocimiento del
ciclo de vida de la sustancia, sus fuentes
de emision al medio ambiente, la distri-
bucién de las sustancias quimicas en los
diferentes medios de los ecosistemas,
aire, aguas y suelos y de su comporta-
miento en la cadena alimentaria.

EVALUACION DE RIESGOS Y AUTORIZACION DE PLAGUICIDAS
Partiendo de las dosis necesaria para su uso eficaz en control de plagas

Establecimiento de las dosis

para su uso eficqz en COI‘\fI‘OI ﬁ

Estudio de residuos en
alimentos tras su uso
segUn buenas practicas
agricolas

Estimacion de ingesta

> diaria total

de plagas

Las restricciones de uso o
nuevos estudios podrian
concluir

Caracterizacién de riesgo (comparacién
ingesta con la IDA)

Medidas para reducir el

Se deduce que las
restricciones de uso o
nuevo estudios no evitaran
situacién de riesgo

v

Se descarta
autorizar el uso

riesgo. < N No
Restricciones de uso riesgo riesgo
AUTORIZACION
DE USO

Figura 7.3. Proceso de evaluaciones de niveles de residuos, caracterizacién de riesgo y toma de decisiones de auto-
rizacion de plaguicidas. La autorizacién se podré dar si no hay riesgo en otros escenarios (medio ambiente, trabaja-

dores que lo manipulan).



¢) Procedimientos mixtos, en los que se
conocen algunos datos en situaciones rea-
les o de estudios piloto de campo que per-
miten afinar los modelos predictivos.

3. Modelos para prediccién de la
exposicién de contaminantes
ambientales

Existen sistemas para modelizar y predecir la
exposicioén a contaminantes ambientales. Un
buen ejemplo es el sistema desarrollado en el
ECB (European Chemical Bureau) conocido
como EUSES (FEuropean System for Eva-
luation of Substance). Este sistema, se basa en
un sistema informdtico que permite introducir
muchos datos sobre sus propiedades y com-
portamiento en el medio ambiente. Partird de
datos bdsicos de la produccién, campo de apli-
cacion, tipos de uso, para establecer el ciclo de
vida de la sustancia y propiedades fisicoqui-
micas. Permite que aquellos datos de los que
no existen estudios sobre su comportamiento
en el medio ambiente, los deduzca asumiendo
el peor de los casos razonables a partir de los
datos bdsicos disponibles. Por ejemplo, si no
existen datos reales de campo de su distribu-
cién en agua-suelo, los deduce de las propie-
dades fisicoquimicas de hidrofobicidad y
composicion de materia orgédnica en los suelos
habituales de uso de la sustancia. Si no existen
datos de bioacumulacién en peces, lo deduci-
rd de forma aproximada de sus propiedades
fisicoquimicas. De esa forma, el modelo per-
mite refinar las estimaciones y dard estimacio-
nes mads realistas cuanto mas datos se conoz-
can.

Para la evaluacion de la exposicién a conta-
minantes ambientales se requieren al menos
desarrollar las siguientes fases:

0) Obtencién de datos primarios (propieda-
des, produccioén, usos-aplicaciones).

1) Estimacion de la emision o liberacion en
los compartimentos ambientales.

2) Distribuciéon y comportamiento en el
medio ambiente a nivel local y regional.
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3) Evaluacién de la exposicion a ecosistemas
acudticos, terrestres, suelos, sedimentos y
al hombre a través del medio ambiente.

3.1. Estimaciéon de la emision

Para la estimacion de la emision, es necesario
establecer las fuentes de contaminacion, la pro-
duccidn total anual y si esta es localizada o dis-
persa, clasificarla por el tipo de uso y campo de
aplicacion, establecer el ciclo de vida de la sus-
tancia (Figura 7.4) y la proporcién de la sustan-
cia que se emitird al medio ambiente (agua, aire)
en cada etapa de su ciclo de vida.

3.2. Estimacién de la distribucién
y comportamiento en el medio
ambiente

La distribuciéon y comportamiento en el medio
ambiente, se ha de evaluar principalmente en
dos escalas espaciales:

« a nivel local, en la vecindad del punto de
emision;

« anivel regional, que incluye todas las fuen-
tes (puntos de emision y fuentes difusas).

Para ello es necesario establecer

 Coeficientes de particién en los diferentes
medios.

« Tasas de degradacion en el medio ambiente.

Lo que entendemos por transporte y transfor-
macién en medio ambiente, o por «destino» o
«comportamiento» es la descripcién de la distri-
bucién de una sustancia en el medio ambiente, o
en los organismos, y los cambios que la sustancia
tiene con el tiempo, en la concentracion y forma
quimica en cada compartimento y cdmo se inter-
cambia entre estos. Debido a que datos reales
medidos del proceso de distribucién no estan
usualmente disponibles para los varios comparti-
mentos, deben de extrapolarse a partir de datos
primarios. Asi, la evaluacién de la distribucion y
comportamiento en el medio ambiente, implica
realizar las siguientes fases y estimaciones:
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MATERIAS PRIMAS
PRODUCCION
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Uso privado |4 Uso industrial

PROCESADO

Ayudante Procesado Ayudante Procesado
de proceso en producto de proceso en producfo
uso uso

(de productos o articulos)

(de productos o articulos)

v

v

ELIMINACION ¢

RECICLADO

Modificado de EUSES-2

Figura 7.4. Ciclo de vida de una sustancia. (Obtenido de EUSES, UE).

3.3. Estimacion de coeficientes
de particién, degradacion
y bioacumulacion

1. Determinar los coeficientes de particién gas-
aerosol, aire-agua, agua-sélido, a fin de estable-
cer la distribucién en los comportamientos, en
funcién de sus afinidades relativas condiciona-
das por sus propiedades fisicoquimicas, como
fuente de datos primarios,

2. Estimar las tasas de degradacion en el
medio ambiente que condicionardn su distribu-
cién y vida en los compartimentos. Se tendra
que considerar basicamente (a) la hidrdlisis, y
(b) fotolisis en agua, (c) reacciones fotoquimi-
cas en atmosfera, (d) eliminacién quimica y
biodegradacién en plantas de tratamiento de

aguas residuales, (e) biodegradacién en aguas
de superficie, sedimentos y suelos. Se preferi-
ran datos medidos, de campo o en estudios pilo-
to experimentales normalizados, pero si no se
dispone de ellos se podrdn hacer estimaciones
en modelos matemadticos a partir de datos pri-
marios de estructura y propiedades fisicoquimi-
cas.

3. Establecimiento de factores de biocon-
centracion, bioacumulacion desde el medio al
interior del organismo. La bioacumulacion es
especialmente importante en peces para sus-
tancias hidréfobas y persistentes. La biomagni-
ficacién o incremento de concentracion entre
especies en la cadena hacia depredadores supe-
riores es especialmente importante al llegar a
aves que se alimentan de peces (Figura 7.5).
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CADENA ALIMENTARIA

SUELOS
Figura 7.5. Cadena alimentaria AGUAS DE
desde el medio (agua, suelo) a tra- SUPERFICIE

vés de los organismos intermedios
en la escala tréfica hasta los depre-
dadores superiores. (Obtenido de
EUSES).

3.4. Estimacién de la concentracién
en medios y ecosistemas

4. Como consecuencia de la distribucion y bio-
degradacion en los diferentes compartimentos se
estimaran las concentraciones en los diferentes
medios y ecosistemas: aire, aguas de superficie,
aguas marinas, aguas subterraneas y suelos natu-
rales y agricolas. Se asumird que los humanos
estaran expuestos directamente a las concentra-
ciones estimadas en el aire y del agua de bebida
tras la modificacién de las aguas de superficie o
subterrdneas con las plantas de potabilizacién.
Animales silvestres y ganado estardn expuestos
directamente a las concentraciones en el aire, en
sus aguas de bebida correspondientes y al con-
tacto con el suelo. Los vegetales pueden absorber
la sustancia desde el aire o a través del suelo. Los
peces la ingerirdn sobre todo por su absorcion a
través del agua de su medio.

3.5. Estimacién de la concentracién
en alimentos consumibles por el
hombre

5. Asi llegaremos a poder estimar, a su vez, las
concentraciones esperables en alimentos consu-
midos por el hombre como vegetales que se con-
taminaron por el aire o suelos, carne de ganado
que pudo contaminarse por el aire, agua de bebi-
da, contacto con suelo y consumo de piensos

— &

DEPREDADORES

pa

Gusanos

Modificado de EUSES

vegetales (o eventualmente animales) y en los
productos derivados, especialmente lacteos y
huevos.

4. Estrategias de estimacion de la
exposicion en humanos

4.1. Dos aproximaciones,
monitorizacién o predicciéon

a) Utilizar datos disponibles de medidas en
situaciones reales en las que se han monitoriza-
do las concentraciones en alimentos, aguas, aire,
medio laboral.

b) Hacer predicciones de exposicién sobre
la base de los datos de volumen de produccién
tipo de uso, propiedades fisicoquimicas, estima-
ciones de emision, distribucion y comporta-
miento el medio ambiente, incluyendo biode-
gradacion y bioacumulacidon y comportamiento
en la cadena alimentaria

Datos disponibles

Para muchas de las sustancias existentes no exis-
te informacidn de dosis y las concentraciones de
exposicion son muy limitadas o inexistentes, y
los datos disponibles son muy variables en tiem-
po y espacio. Ademas, en muchos casos no exis-
ten datos de potenciales situaciones que pode-
mos considerar «el peor de los casos» o de
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situaciones poco favorables en escenarios posi-
bles en los que no se ha monitorizado.

Por ello es casi siempre necesario hacer pre-
dicciones que a su vez se apoyen en datos exis-
tentes, si se dispone de ellos para refinar estas
predicciones.

Objetivo de evaluacion

Son habitualmente objetivo de evaluacion de
exposicion:

El hombre:

 Trabajadores y manipuladores.

o Consumidores de productos industriales y
alimentos.

» Poblacion humana a través del medio
ambiente.

Ecosistemas y poblaciones:

* Microorganismos en STP.

» Ecosistemas acuaticos.

» Ecosistemas terrestres.

» Ecosistemas en sedimentos.
» Depredadores superiores.

La exposicién a humanos de contaminantes a
través de alimentos forma parte de lo que se
conoce como «exposicion a través del medio
ambiente», tal como se realizan los procesos de
evaluacién de riesgos en la Unién Europea, en
los procesos armonizados de evaluacion en la
reglamentacion europea (EC Reg.1488/94) y las
correspondientes Guias Técnicas (TGDs EC
1996), por lo que comenta en mds detalle a con-
tinuacion.

Estimacién de la exposicién en humanos
a través del medio ambiente (aire, agua
y alimentos)

Como resultado de los datos de distribucién y
comportamiento en el medio, se llega a la esti-
macién de la exposicion. Los niveles conse-
cuentes en los compartimentos serdn las exposi-
ciones esperables para los seres vivos primarios
propios de ese compartimento. Se requiere con-
siderar los procesos de intercambio entre com-

partimentos y la bioacumulacién y bioconcen-
tracion en las cadenas tréficas, para establecer la
exposicion en depredadores superiores.

La exposiciéon humana a través del medio
ambiente considerard la ingesta a través de aire,
alimentos vegetales, pescado, ganado (carnes y
lacteos) y aguas de bebida. En algunas situacio-
nes habrd de considerarse otras fuentes de expo-
sicién por contacto con suelos y con aguas de
bafio.

Exposicién total en humanos

Los humanos podran, ademads, tener exposicion
a la sustancia a través de su actividad laboral y
por contacto con productos de consumo (Figu-
ra 7.2). La suma de todas estas fuentes de expo-
sicién dard lugar a la estimacién de la ingesta
diaria total que se puede producir. Para algunas
sustancias, por su tipo de aplicacién y compor-
tamiento, algunas de las fuentes de exposicion
pueden ser insignificantes.

Se deben distinguir situaciones de exposi-
cién en el consumidor habitual o en trabajado-
res que pueden manipular la sustancia. En
estos casos, a su vez, se debe distinguir en la
evaluaciéon del riesgo para situaciones de
potencial exposicidon crénica a bajas dosis,
mads propia del la situacién del consumidor de
alimentos que las posibles exposiciones agu-
das, a corto plazo o subcrénicas a dosis mayo-
res que son mds habituales en trabajadores que
las manipulan.

Por ejemplo, en el caso de plaguicidas de
uso agricola, para el consumidor, la exposicién
laboral a plaguicidas no es significativa, mien-
tras que la exposicidn crénica a través de ali-
mentos y aguas puede ser su fuente principal de
exposicion crénica. Sin embargo para un opera-
dor agricola, la exposicién subcrénica o a corto
plazo es el riego mas significativo, junto con el
riesgo de intoxicaciones agudas accidentales.
En contraste, en el uso de biocidas utilizados
como plaguicidas de uso doméstico de interior,
el contacto directo como producto de consumo
puede ser la fuente principal de exposicién en
humanos.



Todo este tipo de estimaciones se exigen en
Europa a través de los procedimientos de eva-
luacion de sustancias de acuerdo con las exi-
gencias de las diferentes Directivas. Ello
implica la evaluacién de un dossier que el
«notificador» debe presentar con todos los
datos que se exigen para poder hacer las esti-
maciones en los diferentes escenarios de expo-
siciéon que son utilizadas para la caracteriza-
cion del riesgo y, posteriormente, evaluadas en
las reuniones técnicas entre los expertos de los
paises miembros de la UE en el ECB, en Ispra
(Italia), que propondrdn las resoluciones de
autorizaciones, restricciones de uso o prohibi-
ciones a la Comisiéon Europea. Los mecanis-
mos de estos procesos estdn en prevision de
cambios con la creacién de la Agencia de
Sustancias Quimicas ubicada en Helsinki. En
otros paises y regiones del mundo con alto
desarrollo, se han establecido procesos simila-
res, y en paises menos desarrollados suelen
partir de las evaluaciones de las sustancias
activas realizadas en Europa o en EE UU, y
partir de ahi autorizar o no productos formula-
dos especificos

Caracterizacion del riesgo

1. Las consecuencias de la
identificacion de peligrosidad por
los estudios de los efectos toxicos

La caracterizacion del riesgo requiere como se
indicé en la introduccién de este capitulo, la
comparaciéon de los datos de toxicidad (eva-
luacion de efectos) con los datos de exposi-
cién. Sin embargo, con sélo los datos de toxi-
cidad (y la consecuente identificaciéon de
peligrosidad), se producen consecuencias que
afectan a conceptos de evaluacién de riesgos y
a la gestion de riesgos, es decir, a las decisio-
nes a tomar en cuando a la autorizacion de uso
y a las restricciones del mismo. Las conse-
cuencias principales son (Figura 7.6):
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1. La clasificaciéon y etiquetado que afecta
principalmente desde un punto de vista
cualitativo, aunque tiene en consideracion
la relacion dosis-respuesta.

2. Establecimiento de limites maximos per-
mitidos que tiene una base fundamental-
mente cuantitativa en base a la relacion
dosis respuesta.

1.1. Consecuencias en la clasificacién
y efiquetado

Partimos de que se han evaluado las propieda-
des toxicoldgicas de la sustancia, siguiendo
los procedimientos y protocolos de ensayos de
toxicidad descritos en capitulo anterior y que
en Europa son los establecidos en el Anexo V
de la Directiva 67/548/CEE. En esa evaluacién
de los efectos se habra identificado la «peli-
grosidad» de la sustancia, es decir, qué tipo de
efectos podrd producir. Este tipo de informa-
cién nos lleva a poder establecer la clasifica-
cion de la sustancia bajo criterios que en
Europa son los descritos en el Anexo VI de la
Directiva 67/548/ CEE. La clasificacién se
puede establecer sin necesidad de evaluar la
existencia de riesgos pero puede condicionar
restricciones de uso, especialmente por pro-
piedades que despiertan especial sensibilidad
social en las autoridades reguladoras.

1.2. El NOAEL y la IDA condicionan
el establecimiento de limites
permitidos

Por otro lado, los resultados cuantitativos de la
relacidn dosis-respuestas en estudios repetitivos
a corto plazo, exposicioén subcrénica y a largo
plazo, incluyendo estudios de toxicidad crénica,
carcinogénesis y estudios de reproduccién, ade-
mads de su papel para establecer la clasificacion,
permitirdn establecer a qué dosis ocurren los
efectos, y lo que es mds importante en seguridad
quimica, establecer el nivel de dosis sin efecto
adverso observado (NOAEL) en cada estudio, y
establecer, de entre todos los estudios, qué efec-
tos son mads criticos, por su severidad y porque se
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EVALUACION DE EFECTOS (PELIGROSIDAD)

Evaluacién efectos

Toxicidad in vitro y modelos animales
Caracteristicas toxicolégicas. Identificacién de peligro

Relacién dosis-respuesta

N\,

¥

Dosis-nivel sin efecto (NOAEL)

Extrapolacién
(Factor de incertidumbre, UF)

(IDA = NOAEL/UF)

Ingesta diaria admisible en humanos

CLASIFICACION Y
ETIQUETADO

CONSECUENCIAS:

Anexo VI Directiva 67/548

!

Establecimiento de limites

Restricciones de uso

Figura 7.6. Consecuencias de la identificacién de peligrosidad por los estudios sobre los efectos toxicos. Hay conse-
cuencias sobre el etiquetado, de restricciones de uso sobre la clasificacién y sobre el establecimiento de limites per-

mitidos en aguas, alimentos, medio laboral y otros.

produzcan a dosis mds bajas. Asi se establecera
el «<KNOAEL relevante mas bajo». A partir de ello
y siguiendo criterios consensuados, se aplicard
un factor de incertidumbre, que habitualmente
serd de 100, para considerar las incertidumbres
de la extrapolacion de los datos en animales para
evaluar riesgos en humanos y la variabilidad
interindividual. Este factor podrd aumentarse si
hay razones adicionales de incertidumbre o mas
bajo si el NOAEL se basa en datos relevantes en
humanos. El NOAEL divido por el factor de
incertidumbre nos permitird establecer el valor
de la ingesta diaria admisible (IDA) que seria la
ingesta que podriamos admitir para la personas
de consumo por vida sin riesgos para la salud.

1.3. El caso de sustancias
carcinogénicas, genotoxicas
y téxicas a la reproduccién
(sustancias CMR)

Esta aproximacion sobre la base del NOAEL e
IDA es aceptable para sustancias cuyo efecto
toxico relevante se admite que tiene un umbral
de dosis por debajo del cual no se produce
efecto adverso. Sin embargo, esto no es acepta-
do para sustancias carcinogénicas por mecanis-
mo de dafio al genoma (genotéxicas), especial-
mente en el caso de sustancias mutdgenas. En
estos casos se considera que el mecanismo de
toxicidad condiciona a la necesidad de una eva-



luacién sobre base probabilistica y que, aun
existiendo una clara relacidon dosis-respuesta,
no existe un umbral sin efecto, sino que la pro-
babilidad de induccién de tumores disminuye
con la dosis pero nunca es cero. Este es el prin-
cipio cientifico por lo que, por ejemplo en el
tabaco, (el principal causante de cancer en
humanos) el no fumador (potencial fumador
pasivo) puede exigir el derecho de no estar
expuesto a ninguna concentracién al humo del
tabaco, aunque el fumador reclame poder deci-
dir sobre un riesgo individualmente aceptado
para si mismo. Datos del Ministerio de Sanidad
(véase Web Ministerio de Sanidad y Consumo.
Espafa) estiman que miles de personas falle-
cen en Espafia anualmente por enfermedades
derivadas y causadas por el humo del tabaco
sin ser fumadores.

Esa circunstancia, en las sustancias carcino-
génicas y mutagénicas, genera una especial sen-
sibilidad, y se producen dos consecuencias regu-
ladoras:

a) Se producen determinadas restricciones
de uso por el mero hecho de tener esa propiedad,
independientemente de que el riesgo o probabi-
lidad en la aplicacidn real de la sustancia sea o
no significativa.

b) Cuando se autoriza la sustancia, en los
casos en los que nos es posible impedir la expo-
sicion cero, se regula sobre la base de que la
exposicién producida por los limites de maxima
concentracion admitida (MCA) en un determi-
nado medio, agua o alimento, no produzca una
probabilidad mayor que la aceptable. Asi por
ejemplo, el criterio general en la OMS para limi-
tes permitidos en agua potable es que el consumo
de por vida de agua contaminada al limite per-
mitido tenga una incidencia menor de 1/100.000,
mientras que en Europa el criterio es que el ries-
go méximo aceptable es de 1/1.000.000.

La cuestion de especial sensibilidad se pro-
duce también en sustancias que originan efectos
en la reproduccién. Por lo que las sustancias
conocidas como CMR (clasificadas como carci-
négenas, mutagénicas o toxicas a la reproduc-
cién) tienen restricciones especiales indepen-
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diente de la evaluacion cuantitativa del riesgo.
Por ejemplo, en la directiva de productos cosmé-
ticos (Directiva 2003/15/CE) se prohiben el uso
de ingrediente, que sean sustancias clasificados
como CMR en las categoria 1 2 y 3, aunque en
algunos casos pueden admitirse los de categoria
3, tras su demostracién de que no provocan ries-
gos y lo admita el Comité de Cosméticos. En la
directiva de Biocidas (Directiva 98/8/CE) los
biocidas en categoria 1 y 2 no se autorizan para
uso no profesional, por ejemplo insecticidas de
uso doméstico, incluso aunque se demostrase
que no existe riesgo significativo ni para los
usuarios ni el medio ambiente.

1.4. Los limites permitidos se establecen
en funcion de la aportacién a la
IDA de los diferentes alimentos

La consecuencia de la estimacién cuantitativa
de la relacién dosis respuesta y el establecien-
do de un valor aceptado del IDA es la posibilidad
de establecer limites mdximos permitidos para
garantizar que el uso previsto de la sustancia no
podra producir exposicién en humanos superio-
res a la IDA. En el caso de alimentos, implica
previamente establecer qué proporcion de la
IDA se podra aportar a través del consumo de un
tipo de alimentos. El caso mds sencillo y mejor
establecido es el criterio para establecer la maxi-
ma concentracidon admitida en agua potable.

2. El ejemplo de los criterios de calidad
del agua potable

2.1. Asunciones y criterio habitual

El criterio habitual para establecer limites de
concentracion en agua potable en sustancias
no carcinogénicas es que el agua potable no
aporte una determinada proporcion de la IDA.
Para la proteccion a personas adultas, tanto en
la OMS, como en la UE, el criterio es que el
agua no debe aportar més del 10% de la IDA.
En la UE se asume como referencia bésica, un
adulto de 70 kg de peso que consume 2 litros
de agua por dia.
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2.2. Un ejemplo basado en NOAEL
e IDA

Asfi, por ejemplo, de una sustancia de la que se
ha establecido un valor de NOAEL de 10 mg/
dia/kg peso corporal, si se acepta un factor de
incertidumbre habitual de 100, la IDA aceptada
seria de 0,1 mg/dia/kg. Para un adulto de 70 kg
de peso, implica 7 mg/dia/persona. Si admiti-
mos que solo el 10% debe ser aportado por el
agua, y el consumo diario es 2 litros, el limite
permitido bajo este criterio toxicologico seria de
3,5 mg/litro de agua. Ahora bien, este criterio
toxicoldgico sirve para establecer el limite
maximo que podria aceptarse sin riesgo para la
salud, pero suelen tenerse en cuenta otras consi-
deraciones: consideraciones de sensibilidad
social, dificultades o posibilidades técnicas de
su eliminacién o necesidades para resolver otros
riesgos sanitarios.

2.3. Contraste entre lo deducido
y lo legislado

El ejemplo citado corresponde a una sustancia
concreta usada como plaguicida agricola en
tratamientos poscosecha para proteccién contra
gusanos. La directiva de agua potable
(Directiva 98/83/CE vy la correspondiente trans-
posicion en Espana por el RD 140/2003) esta-
ble un maximo individual para cada plaguicida
de 0,1 microgramos/litro, lo que seria un valor
3.500 veces menor que el que se deduciria por
criterio toxicolégico. Ello es debido a que dado
que los plaguicidas no cumplen ninguna fun-
cién necesaria en el agua, que su presencia en
ella es solo por contaminacién y que puede evi-
tarse, se desea que esta sea reducida al minimo
posible y se establece un limite por criterios de
sensibilidad de los métodos analiticos de con-
trol, no sobre la base del riesgo. Ahora bien, el
limite estimado por criterios toxicolégicos de
seguridad puede tenerse en cuenta cuando por
una situacion transitoria se produce una conta-
minacién, y si no existen fuentes alternativas
de abastecimiento técnicamente viables, puede
admitirse no cortar el suministro a la pobla-

cién, siempre que no implique un riesgo y se
tomen las medidas necesarias para eliminar la
contaminacién lo antes posible. La propia
directiva europea permite procedimientos de
exencion, informando a la Comisién y mante-
niendo principios de transparencia en la infor-
macion al consumidor.

La proteccién a un sector especialmente sen-
sible a la poblacién determiné la reduccién del
limite de plomo de 50 microgramos/litro a 10
microgramos por litro para la proteccion al
infante en desarrollo. En este caso la OMS usé
el criterio de que un nifio de menos de 30 kg de
peso consume 1,5 litros de agua y un infante
de menos de 10 kg, consume 1 litro de agua, y
que asumiendo que usa biberones de leche
maternizada preparados con agua del grifo, y
que por lo tanto, la mayoria de la ingesta de
plomo puede proceder del agua, asumié que la
ingesta de plomo a través del agua fuese del
50 % de la IDA. Este criterio fue también acep-
tado en la UE y se estableci6 un limite de 10
microgramos/litro. Debido a la dificultad técni-
ca que obliga a la supresion total de las tuberias
de plomo, se establecié un periodo transitorio
con un limite de 25 microgramosy/litro.

2.4. El caso de sustancias carcinégenas

Para las sustancias carcindgenas, el criterio de
seguridad es que el consumo en agua contamina-
da a la mdxima concentracién admitida durante
toda la vida (referencia 70 afios), no debe produ-
cir un incremento en la probabilidad de cancer de
mds de 1 a un millén bajo criterios de extrapola-
cién que de por si normalmente hipervaloran el
riesgo. Este criterio es el que determina los limi-
tes permitidos de sustancias como benceno,
acrilamida y otros. Sin embargo, los limites del
arsénico y de derivados halogenados de bajo
peso molecular (haloformos) estdn establecidos
a valores que producen un riesgo mayor que el
estandar de 1/10°. En el caso de los derivados
clorados, que se forman mayoritariamente por
la reaccién del cloro con la materia orgénica,
una exigencia mas restrictiva implicaria reducir
la cloracién del agua con los riesgos microbio-



l6gicos y las posibles graves consecuencias en
salud publica. S6lo mejorando la eliminacién de
materia organica antes de la cloracion y las téc-
nicas de eliminacién de derivados halogenados
podra permitir una legislacién en el futuro maés
restrictiva. En el caso del arsénico, el nivel
maximo permitido, que en Espafa en algunas
zonas se acerca a su limite legal, se ha demos-
trado que puede producir un incremento de inci-
dencia de un cancer de piel no mortal (una espe-
cie de dermatitis) con una probabilidad de
2/10.000. Aunque esta estimacion es bajo crite-
rios que hipervaloran el riesgo, en cualquier
caso es dos 6rdenes de magnitud superior al cri-
terio estandar de 1 a un millén. No es un cancer
mortal y existen dificultades técnicas para su
reduccion, pero en todo caso es un valor que en
el futuro deberd revisarse.

3. La caracterizacién del riesgo
y margen de seguridad (MOS)

Es importante insistir en que la caracterizacién
del riesgo implica comparar la exposicién o
dosis que se produce o que se prevé que se pro-
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ducird, con la dosis que se considera aceptable
sin riesgo para la salud o con probabilidad de
riesgo aceptable. Por lo tanto, se basa en dos
pilares de datos (Figura 7.7):

a) Datos de exposicion (estimacion de la
exposicion en el escenario de uso a eva-
luar).

b) Datos de los efectos (estimacién de la
dosis aceptable sin efecto o sin riesgo ina-
ceptable).

A partir de estos datos se podra:
¢) Caracterizar el riesgo.

Si no existen ambos tipos de datos (exposi-
cién y de efectos) bajo ninglin concepto puede
haber caracterizacién de riesgo y por lo tanto no
se puede completar el proceso global de evalua-
cion de riesgos. Esta idea es fundamental y es
frecuente oir o leer grandes errores conceptuales
por mal uso o desconocimiento de este principio
tan elemental y fundamental.

Cuando partimos de una sustancia que esta
en uso, tal como hemos insistido anteriormente,
el nivel de exposicién puede medirse en los

EVALUACION DE RIESGOS A HUMANOS

Evaluacién exposicion

| Emision y distribucion |

v

| Fuentes - vias de ingesta |

v

| Aportacion a la ingesta diarial

Méxima ingesta diaria total
(Ingesta)

Evaluacién efectos

Toxicidad en modelos animales
Dosis-nivel sin efecto adverso observable

(NOAEL)

Extrapolacién
(Factor de incertidumbre, UF)

Ingesta diaria admisible

(IDA = NOAEL/UF)

y 4

L

Caracterizacién del Riesgo

Margen de Seguridad:  MOS = (Ingesta)/IDA
(MOS>1 hay riesgo) (MOS<1 no riesgo)

Figura 7.7. La caracterizacién del riesgo se basa en dos pilares: datos de exposicion y datos de efectos toxicos.
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medios, en las aguas y en los alimentos y esta-
blecer la ingesta en personas sobre esta base
acompaiiada del conocimiento de las costumbres
dietéticas tanto para el ciudadano medio como
para sectores especiales de poblacién. Para la
autorizacion de sustancias nuevas (Directiva
92/32) o para la evaluacion de fitosanitarios
(Directiva 91/414/CEE), es necesario en cual-
quier caso hacer estimaciones bajo escenarios
que asuman, no ya la situacion real o de estudios
piloto, sino situaciones que asuman situaciones
razonables de riesgo de exposicién tanto en eco-
sistemas como en la exposicion al hombre a
nivel laboral y a través del medio ambiente.

En cualquier caso, para evaluar la ingesta en
humanos es necesario establecer las diferentes
posibles fuentes de dicha ingesta para calcular la
ingesta diaria total real o predecible con los
datos disponibles.

El dato toxicolégico critico (TOX) que repre-
senta la ingesta mdxima admisible o nivel de
exposicién aceptable podrd ser la IDA, deducida
del NOAEL dividido por el factor de incerti-
dumbre o la dosis que produzca un riesgo de
cancer menor que el aceptable (normalmente 1 a
un millén).

3.1. Margen de seguridad (MOS)
o razon de caracterizacién
de riesgo (RCR)

La razén entre el pardmetro que nos indica el
nivel de exposicion maximo aceptable (TOX) y
el pardmetro que nos indica el nivel de exposi-
cién que se produce o que se predice que puede
producirse nos da lo que se conoce en general
como la «razén de caracterizacién del riesgo»
(RCR). También se utiliza a veces la expresion
razon de toxicidad de exposicion (TER, foxicity
exposure ratio). Como tal razén, los dos para-
metros de numerador y denominador deben
estar en las mismas unidades. Por ejemplo, en
evaluacién de riesgos en ecosistemas acuaticos,
se expresa siempre como concentracion en el
medio, tanto la concentracién predecible en
el medioambiente (PEC) como la concentracién

que se considera sin riesgo de efectos téxicos
para el ecosistema (PNEC).

En la evaluacion de riesgos a humanos se usa
habitualmente la expresion de «margen de seguri-
dad» (MOS margin of safety). En la evaluacion de
riesgos en el medio laboral los dos pardmetros en
numerador y denominador pueden expresarse
también en forma de concentracion en el aire en el
medio laboral. Ahora bien, en la evaluacion por la
exposicion a través del medio ambiente, y espe-
cialmente por aguas y alimentos, se suele expresar
en forma de dosis ingerida, en mg de sustancia
absorbida por kg de peso corporal (por dia en
efectos de exposicion repetitiva). Si el MOS es
menor de 1 implica que la ingesta esperable
(exposicion) que estd en el denominador es mayor
que la aceptable sin efectos, y por lo tanto se dedu-
ce que hay riesgos. Por el contrario, si el MOS es
mayor de 1, indica que la ingesta es menor que la
exposicion en tantas veces como indica el MOS, y
que, por lo tanto, no hay riesgo (Figura 7.8).

Pueden hacerse estimaciones del MOS para
situaciones de exposiciones agudas o de exposi-
ciones repetitivas a corto plazo a exposicién
subcrénica o exposicién crénica a largo plazo,
dependiendo de la situacion que se quiere eva-
luar. También pueden hacerse estimaciones del
MOS para exposiciones por via oral, dérmica o
inhalatoria, o considerar la situacién con expo-
siciones simultdneas por todas las vias.

Aquellas sustancias o situaciones en que la
exposicion por fuentes diferentes a los alimentos
o agua de bebida no sea significativa, solo se
considerard la ingesta oral. Sin embargo, en
muchas circunstancias las personas pueden estar
expuestas por diversas rutas, especialmente en
contaminantes de amplio uso o muy disemina-
dos en el medio ambiente.

La evaluacién de riesgos, y la consecuente
caracterizacion de riesgos, €s pues un proceso
complejo, requiere el manejo de mucha informa-
cién y procedimientos que precisan especialistas
en estos procedimientos. El dossier de datos que
se exigen para la evaluacién toxicoldgica de una
sustancia puede ocupar del orden de un metro
ctibico de documentacién en papel (o un simple
CD-ROM). No es solo un proceso cientifico, sino
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RCR =

Razén de caracterizacién de riesgo (uso general)

Nivel de exposicion méximo aceptable sin efecto (TOX)

Nivel de exposicion que se produce o que se predice

Margen de seguridad (uso en riesgos a humanos)

IDA o dosis con probabilidad de efecto aceptable

MOS = —p; (Ingesta que se produce o que se predice)
Valor Conclusién
MOS < 1 Hay riesgo.
MOS =1 Motivo de preocupacion.
MOS > 1Y <10 No hay riesgo tedrico pero hay motivo de
preocupacion.
Figura 7.8. Margen de seguridad MOS > 10 No hay riesgo
como resultado de la caracterizacion
del riesgo.

que requiere unas estrategias y procesos adminis-
trativos y de gestion para garantizar unas evalua-
ciones armonizadas e internacionalmente acepta-
das. Aunque existen herramientas informaticas
que ayudan, como la bases de datos IUCLID /) o
el sistema de evaluacion USES, las conclusiones
no son el resultado simple de aplicar un algoritmo,
necesitan el juicio de expertos, el consenso en
comités de expertos y la toma de decisiones fina-
les. Hay pues una parte cientifica, no exenta de
discusidn, hasta establecer el NOAEL, posible
discusién en adoptar factores de incertidumbre
para establecer el IDA, motivos de discrepancia
en la validez de los supuestos en las estimaciones
y escenarios de estimacion de la exposicion, en la
caracterizacion final del riesgo, y sobre todo moti-
vos de discrepancia en las decisiones finales de
clasificacion y en la posterior gestién del riesgo
para decidir restricciones de uso y medidas para
mitigar el riesgo.

Abhora bien, es un campo apasionante, y que
con las tendencias actuales a evaluar todas las
sustancias existentes en el mercado (véase Libro
blanco y proyectos de regulacién del nuevo sis-
tema europeo REACH) en donde hay necesidad
de formacién de toxic6logos expertos en eva-
luacién de riesgos, por lo que es imprescindible

su inclusién en las materias docentes basicas de
toxicologia y el desarrollo de cursos especialis-
tas de postgrado.
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Introduccion

El fitoplancton marino se ve frecuentemente
afectado por la presencia de algas microscépicas
que sirven de alimento a especies tales como
moluscos bivalvos (mejillones, almejas, vieiras,
ostras, etc.) asi como larvas de crustaceos y
otras especies marinas. La proliferaciéon masiva
de algas es beneficiosa para la agricultura, sin
embargo, dicha proliferacién puede tener tam-
bién efectos negativos, y causan importantes
dafios socioecondmicos.

La primera referencia a episodios toxicos de
este tipo podria encontrarse en la Biblia: (Exodo
7:20-21) «...las aguas de los rios se convirtieron
en sangre, los peces murieron, los egipcios no
podian beber el agua del rio».

Uno de los primeros casos fatales de envene-
namiento tras la ingestion de mariscos contami-
nados con toxinas de dinoflagelados fue infor-
mado en 1793 (Poison Cove, British Columbia).
En aquel entonces, a las tribus locales de la India

no se les permitia consumir mariscos cuando las
aguas del mar se volvian fosforescentes debido a
proliferaciones de dinoflagelados, este hecho
fue entonces atribuido a la presencia de ciertas
toxinas alcaloides, hoy en dia denominadas
como «toxinas paralizantes», paralytic shellfish
poisoning (PSP). Desde entonces se ha informa-
do de al menos 2.000 casos de intoxicaciones de
este tipo a lo largo de la geografia mundial. Por
todo ello se plante6 la necesidad de controlar los
compuestos responsables para asegurar la salu-
bridad de los alimentos de origen marino.

La proliferacién masiva cada vez mas fre-
cuente de organismos fitoplancténicos (dinofla-
gelados y diatomeas principalmente) que da ori-
gen a episodios toxicos estd determinada por las
condiciones ambientales del medio en el que
viven y la influencia de un gran ndmero de fac-
tores fisicos (salinidad, temperatura, luz del
medio...) y quimicos, como es la la presencia de
nutrientes (nitrégeno, fésforo, adcidos himicos,
etc.) debido al aumento de la contaminacion en
aguas costeras y al uso de fertilizantes en agri-
cultura.
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Entre las contaminaciones mds importantes
de alimentos de origen marino por prolifera-
ciones de algas toxicas, y consecuentemente de
humanos consumidores de los mismos, se
encuentran las intoxicaciones PSP (paralitic
shellfish poisoning o envenenamiento por toxi-
nas paralizantes), DSP (diarrhetic shellfish poi-
soning o envenenamiento por toxinas diarreicas)
y ASP (amnesic shellfish poisoning o envenena-
miento por toxinas amnésicas).

Intoxicacion paralizante
(PSP)

La intoxicacidén paralizante (PSP) es un sindro-
me neurotéxico que resulta del consumo huma-
no de alimentos marinos contaminados. Las
toxinas asociadas con este sindrome fueron
denominadas «saxitoxinas», ya que en un princi-
pio se crefa que la saxitoxina era la tinica respon-
sable de este tipo de intoxicacién. La incidencia
de estos episodios se incrementd considera-
blemente desde 1970 y en la actualidad esta con-
taminacion estd apareciendo en regiones del
mundo donde no habia surgido con anterioridad.

1. Organismos productores

Los organismos considerados responsables de
este tipo de intoxicacién son mayoritariamente
dinoflagelados de los géneros Gonyaulax, Ale-
xandrium 'y Pyrodinium, asi como ciertas espe-
cies de cianobacterias, o algas verdeazuladas
presentes en aguas dulces, tales como Aphanizo-
menon flos-aquae, las cuales se ha descubierto
recientemente que contienen saxitoxina o com-
puestos derivados de la misma, y son ademds
responsables de envenenamientos de animales
terrestres y marinos que habian bebido en estan-
ques contaminados con este tipo de algas. El
vinculo entre toxicidad de alimentos de origen
marino, fundamentalmente mariscos y dinofla-
gelados, se estableci6 por vez primera en 1927,
después de un episodio toxico en la Bahia de San

Francisco. El dinoflagelado téxico fue asignado
al género Gonyaulax y denominado G. catenella.
Posteriormente se encontraron ciertos dinoflage-
lados de similar morfologia como responsables
de este mismo tipo de toxicidad; estos organis-
mos se han asignado normalmente al género
Gonyaulax. Recientes revisiones taxonémicas
han hecho que dichos dinoflagelados sean hoy
dia considerados como Alexandrium (Balech,
1985). Especies de Pyrodinium bahamense fue-
ron encontrados también como responsables de
un episodio téxico en Papua, Nueva Guinea.
Recientemente se han detectado nuevos andlogos
de saxitoxina (GC1, GC2 y GC3) en muestras de
Gymnodinium catenatum (Negri et al., 2003).

2. Propiedades quimicas

Los componentes toxicos del grupo PSP consti-
tuyen un grupo de compuestos solubles en agua
con elevado caracter polar. Su estructura quimica
se muestra en la Figura 8.1. A pesar de que la
saxitoxina fue considerada inicialmente como el
unico compuesto responsable de esta intoxi-
cacion, hoy en dia se conocen mds de veinte ané-
logos de la misma de ocurrencia natural. La
molécula de saxitoxina es una tetrahidropurina
compuesta por dos grupos funcionales guanidinio
En el C-11 Ia saxitoxina posee una funcién diol.
Tradicionalmente las toxinas PSP, se dividieron
en tres grupos: carbamatos, sulfocarbamatos y
decarbamatos (Oshima et al., 1989). Reciente-
mente se han afiadido a este grupo unos cuantos
compuestos deoxicarbamatos y nuevas formas de
saxitoxina denominadas GC1, GC2 y GC3, en las
que un grupo p-hidroxibenzoato estd unido al car-
bén 17. Las relaciones estructurales entre estos
compuestos sugieren la posibilidad de multiples
bioconversiones entre estos componentes PSP.

3. Toxicologia

Los efectos in vitro de las saxitoxinas han sido
cuidadosamente estudiados (Kao er al., 1971). La
saxitoxina da lugar a una depresién en musculo
cardiaco, asi como a un bloqueo fisiolégico de los
canales de sodio entre las membranas nerviosas.
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Figura 8.1.  Estructura de las toxinas PSP.

Los principales sintomas de este tipo de into-
xicacién incluyen temblores y entumecimiento
en la boca y los labios en un corto periodo de
tiempo tras la ingestién de especies contamina-
das con PSP, extendiéndose al resto de la cara 'y
cuello. También se observa una sensacion de
hormigueo en los dedos seguida de dolores
de cabeza y mareos. En algunos casos se obser-
van también nduseas y vomitos cuando se inicia
la intoxicacién. En casos de intoxicaciones
moderadas o severas pueden darse parestesias
en brazos y piernas. Posteriormente los pacien-
tes pueden presentar incoherencia en el habla y
sensacion de debilidad, asi como dificultades
respiratorias en pacientes con intoxicaciones
severas, produciéndose pardlisis en los muscu-
los y finalmente la muerte como consecuencia
del incremento progresivo de las dificultades
respiratorias (Prakash et al., 1971).

La principal fuente de la intoxicacién es el
consumo de bivalvos, incluyendo mejillones,
almejas, ostras, etc.; sin embargo, algunos otros
alimentos marinos, tales como cangrejos y

otros peces, pueden ser responsables también de
este tipo de intoxicacion.

Estas toxinas son absorbidas rdpidamente
por el tracto intestinal. La eliminacién de las
toxinas PSP dura aproximadamente 90 minutos
y los estudios clinicos han mostrado que los
pacientes que sobreviven las primeras 24 horas,
normalmente se recuperan aparentemente sin
efectos posteriores (Kao, 1993). En términos de
toxicidad los compuestos sulfocarbamilados son
considerados como los menos toxicos, sin
embargo, estos compuestos pueden convertirse
en carbamatos, que son los compuestos PSP mas
téxicos en condiciones dcidas (Hall et al., 1990).
Los niveles de toxinas que pueden causar into-
xicaciones varian considerablemente, probable-
mente debido a diferencias sensibles entre indi-
viduos asi como a la precision de los métodos
utilizados para la cuantificaciéon. Las intoxica-
ciones suaves en adultos se pueden dar a dosis
de toxinas PSP entre 304-4.128 ng/persona,
mientras que las intoxicaciones severas estan
causados por dosis entre 576 y 8.272 ng (Prakash
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et al., 1971). Otras fuentes consideran que los
sintomas suaves pueden aparecer entre 144 y
1.660 ng STX-equivalentes/persona, y las into-
xicaciones fatales entre 456 y 12.400 pg STX-
equivalentes (Acres et al., 1978).

No hay un antidoto especifico para las toxi-
nas PSP. El tratamiento clinico de los pacientes
intoxicados con estas toxinas es de soporte, si el
vémito no ocurre espontdneamente, se inducird
mediante eméticos o lavado gastrico. Las toxi-
nas pueden ser efectivamente absorbidas por
carbon activo.

En casos moderadamente severos la ventila-
cién es una primera preocupacion, asi como el
controlar el pH de la sangre y los gases de la
misma para asegurar una oxigenacion adecuada.
En caso de que la acidosis no sea compensada
por la hiperventilacion, la terapia con fluidos es
esencial para corregirla y adicionalmente se
deberd facilitar la excrecion renal de las toxinas.

El limite de tolerancia para las toxinas PSP
es de 80 pg STX-equivalentes/100 g de carne de
mejillon (equivalente a 400 unidades ratén).

En cuanto a los andlogos de saxitoxina des-
cubiertos recientemente (GC1, GC2 y GC3), se
ha demostrado, mediante experimentos de re-
ceptor binding, que son ligeramente menos toxi-
cos que la saxitoxina (Negri et al., 2003).

4., Métodos de andlisis

El método més comin utilizado para el control
de toxinas PSP es el bioensayo con ratones
(Official Methods of Analysis, AOAC, 1990),
este método es todavia el oficial en la mayoria
de los paises y mide la toxicidad global en
extractos de mariscos y puede servir para con-
trolar eficazmente la salubridad de las especies
analizadas. Este método presenta algunas caren-
cias con respecto a su selectividad, sensibilidad,
variabilidad de los resultados, asi como por el
hecho de tener que disponer de un constante
suministro e instalaciones para el mantenimien-
to de ratones no disponibles en todos los labora-
torios analiticos. El método mds ampliamente
utilizado para la determinacién sensible y selec-
tiva de estos compuestos es la cromatografia de

liquido de alta eficacia (HPLC) con deteccién
por fluorescencia. Para llevar a cabo esta deter-
minacion es preciso llevar a cabo una reaccién
de derivatizacién sobre la base de la inicialmen-
te propuesta por Bates y Rapoport (Bates et al.,
1975) cuando desarrollaron el primer método
por via quimica para la determinacién de estos
compuestos, de modo que los componentes toxi-
cos paralizantes se conviertan en sus correspon-
dientes homologos de caricter fluorescente uti-
lizando dos alternativas importantes, una de las
cuales utiliza una reaccién de derivatizacién
postcolumna y fue propuesta por Oshima
(Oshima et al., 1989) mientras que la otra
opcion utiliza una derivatizacién precromato-
gréfica y fue propuesta por Lawrence (Lawrence
et al., 1995). Las toxinas PSP seran oxidadas
con peroxido o peryodato, teniendo en cuenta
que, a pesar de que la oxidacién con peréxido
permite incrementar la sensibilidad, los com-
puestos hidroxilados, tales como los derivados
N-1 hidroxi, no son suficientemente oxidados en
estas condiciones. La fluorescencia producida
serd utilizada para estimar la concentracién de
los compuestos PSP.

Ambas alternativas difieren ademads en el
modo de elucién, mientras que para la alternati-
va precromatogréfica se utiliza una elucién en
gradiente, el método postcolumna utiliza tres
isocrdticos distintos para cada uno de los gru-
pos de toxinas. La ventaja de utilizar un método
quimico es la capacidad para separar los dife-
rentes andlogos y poder cuantificarlos indivi-
dualmente. La opcién precromatografica surgié
especialmente para resolver problemas de tiem-
po asociados con la utilizacién de los tres iso-
créticos, asi como para evitar la utilizacion de
equipos especiales con médulos para la deriva-
tizacion postcolumna. La electroforesis capilar
(CE) es una alternativa para la separacion y
analisis de los compuestos citados (Pifieiro et
al., 1999). Los acoplamientos con la espectro-
metria de masas tanto de HPLC como de CE
han proporcionado datos muy ttiles de una gran
variedad de andlogos de PSP (Gago-Martinez
et al., 1996). Dichas técnicas no son particular-
mente Utiles para andlisis de rutina, sin embar-



go proporcionan una informacién muy util
acerca de las toxinas presentes en muestras con-
taminadas.

Se han desarrollado también diversas alter-
nativas bioquimicas. Entre ellas los métodos
ELISA son los més interesantes. El uso de méto-
dos ELISA lleva asociado una pérdida de sensi-
bilidad frente a muchos compuestos PSP.
También se ha empleado un test rapido para
deteccidn cualitativa de PSP empleando el ensa-
yo inmunocromatogrifico MIST Alert'™ en
paralelo al oficial bioensayo (Jellet et al., 2002).

Ultimamente se estdn desarrollando también
otro tipo de ensayos utilizados para screening
répido, como es el caso del ensayo de neuro-
blastomas. También se han propuesto el ensayo
electrofisioldgico (Velez et al., 2001), ensayo de
citotoxicidad (Manger et al., 2003), ensayos
citolégicos usando marcadores fluorescentes
sensibles a potenciales (Louzao et al., 2001;
Louzao et al., 2003). El principal obstaculo para
el desarrollo de métodos analiticos estd asociado
con la obtencién de estandares y materiales de
referencia.

Intoxicacion diarreica (DSP)

La primera evidencia de la presencia de este tipo
de enfermedad gastrointestinal asociada con el
consumo de mejillones contaminados tras la
ingestiéon de dinoflagelados tuvo lugar en
Holanda en la década de 1960 (Kat, 1979). Otro
incidente téxico de este tipo tuvo lugar en Japén
en 1976-1977, cuando un elevado ndmero de
personas sufrieron sintomas gastrointestinales.
Dichos sintomas se asociaron entonces con el
consumo de vieiras contaminadas con 4cido
okadaico (OA) y compuestos relacionados
(Yasumoto et al., 1978). Episodios de este tipo
tuvieron lugar también en Escandinavia durante
los afios 60, no obstante, no se confirmé ningin
episodio de este tipo hasta 1980 (Kumagai et al.,
1986).

145

Biotoxinas marinas

El descubrimiento de este tipo de intoxica-
cién se atribuye a Yasumoto y su grupo de
investigacion, que encontraron una correlacién
entre dinoflagelados del género Dinophysis for-
tii y este tipo de contaminacion. Asi, las toxinas
asociadas fueron denominadas DTX y como
consecuencia de los sintomas diarreicos, el sin-
drome fue denominado como «Intoxicacién dia-
rreica», DSP (diarrhetic shellfish soisoning)
(Yasumoto et al., 1980).

Las toxinas diarreicas solian dividirse en tres
grupos: dcido okadaico (OA) y derivados, dino-
physistoxinas, pectenotoxinas (PTX) y yessoto-
xinas (YTX). Estos dos tltimos grupos de toxi-
nas fueron incluidos inicialmente en este grupo
a pesar de presentar una sintomatologia y efec-
tos toxicos distintos; mientras las pectenotoxi-
nas son claramente hepatotdxicas, las yessotoxi-
nas muestran una sintomatologia tipicamente
cardiotéxica. Hoy dia se consideran grupos
aparte y serdn tratados en diferentes apartados.

Existian varias razones por las que incluir los
YTX y PTX en el grupo DSP, ya que coexisten
en muestras de moluscos bivalvos, son coextra-
idos de las gldndulas digestivas de estos debido
a su naturaleza lipofilica y provocan un efecto
téxico tras inyeccion intraperitoneal en ratones.
Por tanto, generan resultados positivos en los
bioensayos, ampliamente utilizados como méto-
do de screening en los programas de monito-
rizacion. Ademas, y al igual que el OA y sus
andlogos, son producidos por organismos fito-
plancténicos.

Sin embargo, debido principalmente a que no
provocan toxicidad diarreica, los grupos PTX y
YTX hoy dia son considerados como un grupo
aparte del complejo DSP. Asi, en la Decision de
la Comisién de las comunidades europeas publi-
cada el 15 de marzo de 2002 en el Official
Journal of the European Communities (2002/
225/EC), se establecen reglas detalladas de
implementacién del Consejo Directivo 91/492/
ECC en lo que se refiere a niveles maximos y
métodos de andlisis de determinadas biotoxinas
marinas en moluscos bivalvos, equinodermos,
tunicados y gasteropodos marinos y establece el
bioensayo con ratones como método oficial para
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la deteccidn de biotoxinas. Este documento con-
sidera los grupos por separado, y establece un
maximo permitido de 1 mg de equivalente de
yessotoxina por kg de peso de ratén empleado
en el bioensayo, mientras que para el complejo
DSP y PTX establece un maximo de 160 pg/kg.

1. Organismos productores

Los dinoflagelados del género Dinophysis, han
estado implicados en episodios téxicos de DSP.
La confirmacién de su toxicidad fue dificil debi-
do a la dificultad para cultivar ese tipo de dino-
flagelados. Especies de dinoflagelados Proro-
centrum lima fueron también responsables de la
produccién de 4cido okadaico y derivados.

La DTX-1 se encontré como la mdxima res-
ponsable de episodios téxicos DSP en Japén en
1976 y 1977; el organismo responsable fue la
especie Dinophysis fortii. Los acilderivados
DTX-3 fueron los mdximos responsables de
contaminaciones de vieiras en 1982, sin embar-
go los compuestos DTX-3 no fueron encontra-
dos en especies de Dinophysis spp. Asi pues, se
cree que su origen pueda estar en la acilacion de
la DTX-1 en los hepatopancreas de dichas viei-
ras (Murata et al., 1982).

En episodios de DSP en Francia, Espaiia,
Portugal, Italia y Suecia, se informé de la pre-
sencia de 4cido okadaico como componente
DSP mayoritario, siendo las especies D. acumi-
nata y acuta las responsables de dichas toxinas.
Episodios de DSP en Holanda fueron debidos
mayormente a elevadas concentraciones de
Prorocentrum spp. Importantes episodios de DSP
en Noruega y Suecia en 1985 y 1986 fueron atri-
buidos a la presencia de D. acuta (Aune et al.,
1993).

Aunque el dcido okadaico ha sido considera-
do el méximo responsable de la toxicidad DSP
en Irlanda, también se detectd la presencia de
DTX-2. Lo mismo ocurre con la toxicidad DSP
en Galicia, donde la DTX-2 ha sido también
identificada como la maxima responsable de la
toxicidad DSP, a pesar de considerarse en un
principio que el OA era el Gnico componente
DSP en esta zona (Gago-Martinez et al., 1996).

Episodios téxicos de DSP en América estdn
asociados con la presencia de OA y DTX-1,
siendo los dinoflagelados pertenecientes a las
especies Prorocentrum spp. responsables de
dicho perfil téxico en Canada, mientras que
Dinophysis spp. fueron responsables de la toxi-
cidad DSP en EE UU y Chile.

2. Propiedades quimicas

En un principio, este grupo estaba compuesto
por el 4dcido okadaico (OA) y la dinophysistoxi-
na-1 (DTX-1). Mas tarde, una nueva dinophy-
sistoxina (DTX-2) fue aislada en Irlanda (Hu et
al., 1992) y posteriormente se encontré en dino-
flagelados y mejillones de las rias gallegas
(Gago-Martinez et al.,. 1996). Las estructuras
quimicas de estos compuestos, que se muestran
en la Figura 8.2, son complejas, pesadas y solu-
bles en lipidos (Wright et al., 1995).
Recientemente se han encontrado mds dinophy-
sistoxinas tales como DTX-3, acilderivados de
las anteriores, que atin no han sido detectados en
fitoplancton téxico pero que han sido aisladas a
partir de muestras de vieiras (Yasumoto et al.,
1985). Dichos compuestos también poseen acti-
vidad téxica, pero solo fueron hallados en teji-
dos de mariscos, sugiriendo su probable origen
metabdlico. Se identificaron ademds otros and-
logos de este grupo (DTX-2B, DTX-2C) en
mariscos (James et al., 1997; James et al., 1998;
Draisci et al., 1998a). La primera evidencia de la
existencia de diol ésteres del OA viene del aisla-
miento de una mezcla de los mismos de especies
de Prorocentrum Lima (Yasumoto et al., 1989).
Otros ésteres del OA tales como OA-DE] se ais-
laron también de diversos tipos de
Prorocentrum sp. tales como Prorocentrum lima
y Prorocentrum maculosum (Hu et al., 1992).
Dichos diol ésteres se encontraron también en
especies de P. [ima (Norte et al., 1994).

Un nuevo componente DSP denominado
DTX-4 ha sido descubierto recientemente (Hu
et al., 1995). Las toxinas DSP son compuestos
lipidicos de cadena larga conteniendo anillos
polieter ciclicos. Son solubles en acetona, cloro-
formo, cloruro de metileno y dimetilsulféxido.
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Figura 8.2. Estructura de las toxinas DSP.

3. Toxicologia

Los efectos toxicos del OA'y sus derivados, des-
critos tras el episodio de Japén en 1978, inclu-
yen vomitos y diarrea. En los resultados obteni-
dos con el bioensayo con ratones se encontrd
una correlacion entre toxicidad de esos com-
puestos en humanos y efectos en ratones. El
contenido de toxina requerido para producir
enfermedades en humanos fue definido median-
te unidades ratén: 1 Unidad ratén (UR) se defi-
ne como la cantidad de toxina requerida para
causarle la muerte a un ratén de 20 g durante un
periodo de 48 horas.

La cantidad de toxina necesaria para causar
intoxicaciones suaves a adultos es de 12 UR. De
los estudios efectuados sobre este tipo de com-
puestos se concluye que las toxinas DSP pre-
sentan efectos cronicos, pudiendo inducir pro-
mocién de tumores (Fujiki et al., 1999).
Respecto al mecanismo de accidn del dcido oka-
daico y la DTX-1, son potentes inhibidores de
las protein-fosfatasas 1 y 2A (PP1 y PP2A, res-
pectivamente) afectando al funcionamiento de
las células eucariotas. Se han realizado también
algunos estudios acerca de los efectos mutagé-
nicos y genotoxicos del OA y la DTX-1. Los
dafios asociados con la exposicion a toxinas del
grupo DSP estdn relacionados con los efectos
toxicos de los compuestos individuales. Los sin-
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Acido okadaico (OA)

Dinophysistoxina-1 (DTX1)
Dinophysistoxina-2 (DTX2)
Dinophysistoxina-3 (DTX3)

tomas de DSP comienzan después de la inges-
tién de OA o DTX por encima de 40-50 pg por
persona (adulto). Los pacientes se recuperan
después de unos cuantos dias. La toxicidad cré-
nica (promocién de tumores, mutagénesis) no
puede ser estimada todavia.

4. Métodos de andlisis

El método utilizado como rutinario para la detec-
cién de toxinas DSP es el bioensayo con ratones
(Yasumoto et al., 1978; Marcaillou-Lebaut et al.,
1994). Este método presenta muchas desven-
tajas, y una de las mayores objeciones es el uso
de animales con fines de investigacion; también
se observa una pérdida de selectividad ya que
otras toxinas o dcidos grasos pueden entrar a for-
mar parte de la fraccion lipidica dando lugar a
interferencias que pueden dificultar la identifica-
cién de las toxinas estudiadas o causar falsos
positivos. El bioensayo con ratones no distingue
entre los diferentes tipos de toxinas pero propor-
ciona informacion sobre la toxicidad total de las
muestras estudiadas.

Los ensayos de citotoxicidad fueron desarro-
llados después del descubrimiento de que las
toxinas DSP eran responsables de cambios mor-
folégicos en algunas células (Amzil et al., 1992;
Croci et al., 1997). Se consideran ensayos rapi-
dos y sensibles, y éticamente mds satisfactorios
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que los ensayos con animales vivos. Se desarro-
llaron también otros ensayos basados en la inhi-
bicion de las protein fosfatasas que proporcio-
nan una deteccion sensible de las toxinas DSP
(Vieytes et al., 1997). Sin embargo la respuesta
no es especifica, y al igual que el bioensayo con
ratones da una informacién global acerca de la
toxicidad. Los inmunoensayos pueden ser utili-
zados también para detectar OA y algunos de
sus andlogos (Chin et al., 1995; Morton et al.,
1996). Sin embargo, esos andlisis muestran una
pobre reactividad, especialmente para los com-
puestos DTX-3.

Se desarrollaron también alternativas fisico-
quimicas para una determinacién sensible de
las toxinas DSP. Las técnicas cromatograficas
mediante HPLC son las utilizadas m4s habitual-
mente, acopladas con diversos sistemas de
deteccion.

La deteccién por fluorescencia (FLD) pro-
porciona una repuesta muy sensible y esta alter-
nativa ha sido ampliamente utilizada como
herramienta de control en rutina. Se han utiliza-
do diversos reactivos para la derivatizacién de
las toxinas DSP, convirtiéndolas en los corres-
pondientes derivados fluorescentes, mediante la
derivatizacién del 4cido carboxilico correspon-
diente para formar los correspondientes ésteres
de caracter fluorescente, los cuales son poste-
riormente separados por cromatografia en fase
inversa. El método que se ha utilizado mas
ampliamente hasta la fecha es el desarrollado
por Lee (Lee et al., 1987). Ese método utiliza
9-antracildiazometano (ADAM) como reactivo
de derivatizacién y ha sido sometido a un gran
nimero de modificaciones, especialmente en la
etapa de cleanup. Por otra parte, dado que el
ADAM es un reactivo caro y de estabilidad limi-
tada, se han planteado alternativas al mismo, uti-
lizando otros reactivos de derivatizacién o inclu-
so sintetizando el reactivo inmediatamente antes
de ser utilizado (Quilliam ef al., 1998). También
se han desarrollado métodos de andlisis con CE
(Boland et al., 1993; Bouaicha et al., 1997). El
acoplamiento de HPLC/MS ha sido la tnica téc-
nica que ha proporcionado una determinacién
directa del OA y las DTX (James et al., 1997;

Draisci et al., 1998; Quilliam, 1998). Dicha téc-
nica permitié ademds la confirmacién de las
toxinas DSP presentes en muestras contamina-
das y result6 ser muy ttil cuando no se disponia
de estandares.

Pectenotoxinas (PTX)

Al igual que el grupo anterior, las pectenotoxi-
nas han sido objeto de una amplia investigacion.
Se descubrieron en Jap6n en 1984, y su denomi-
nacion viene de la especie de vieira en la que se
detectaron por vez primera, Patinopecten yesso-
ensis.

1. Organismos productores

La PTX-2 es el tnico andlogo de las PTX
detectada hasta la fecha en fitoplancton, de
manera que las especies fitoplancténicas que se
han identificado como responsables de la pro-
duccién de estas toxinas son Dinophysis fortii
y Dinophysis acuta (Draisci et al., 1996; James
et al., 1999a; Draisci et al., 1999a).

Se cree que el resto de componentes del
grupo PTX encontradas en mariscos pudiera
tener su origen en diversos tipos de biotransfor-
maciones.

2. Propiedades quimicas

Estructuralmente este grupo de polieter lactonas
es muy diferente al OA y sus andlogos, ya que
en vez de la tipica estructura abierta tienen
un anillo caracteristico en el carbono 33 (Figu-
ra 8.3a) (Murata et al., 1986).

En un principio se aislaron los andlogos
PTX-5, aunque solo se determinaron las estruc-
turas de PTX-1 y PTX-2 (Figura 8.3a). Poste-
riormente, se determino la estructura de PTX-3
(Murata et al., 1986), PTX-4 como 7-epi-PTX-
1,y PTX-7 como 7-epi-PTX-6 (Yasumoto et al.,
1995). La elucidacion de los andlogos PTX-8,
PTX-9 y PTX-10 también ha sido publicada.
Otras pectenotoxinas de reciente descubrimien-



Nombre R, c7
PTX-1 CH,OH R
PTX-2 CH, R
PTX-3 CHO R
PTX-4 CH,OH s
PTX-5 * *
PTX-6 COOH R
PTX-7 COOCH S
PTX-8 CH,OH S
PTX-9 COOH S
PTX-10 CH,OH R

* no publicado

Figura 8.3a. Estructura general de las pectenotoxinas.

to fueron aisladas y denominadas pectenoto-
xinas-2-secodcidos (PTX-2SA) y 7-epi-PTX-
2SA. Estas toxinas poseen un acido carboxilico
de cadena abierta en vez del anillo lactona de los
andlogos PTX (Figura 8.3b) (Daiguji et al.,
1998).

Nombre Sitio 7
PTX-2SA R
7-epiPTX-2SA S
Figura 8.3b.  Estructura general de las pectenotoxinas.
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3. Toxicologia

Los efectos toxicos difieren mucho a los provo-
cados por el grupo del dcido okadaico, ya que no
generan problemas gastrointestinales en seres
humanos. Mediante el bioensayo con ratones se
ha comprobado que la PTX-1 no afecta al intes-
tino delgado, sino al higado (Terao et al., 1986)
y en seres humanos la PTX-2 genera efectos
negativos sobre tejidos del colon, pulmén y
pecho (Jung et al., 1995).

4. Métodos de andlisis

Los métodos que se han desarrollado para el
andlisis de pectenotoxinas incluyen el bioensayo
con ratones (Hamano et al., 1985), los ensayos de
citotoxicidad (Aune et al., 1989) y métodos ins-
trumentales como HPLC-UV (Yasumoto et al.,
1989; Sasaki ef al., 1998; Suzuki et al., 1998),
HPLC-FLD (Sasaki et al., 1998; James et al.,
1999a) y CL-EM (James et al., 1999b; Suzuki
et al., 2000; Draisci et al., 1999a; Ito et al., 2002).

Yessotoxinas (YTX)

A lo largo de la ultima década, el grupo de las
yessotoxinas ha provocado la preocupacién de
las autoridades en sanidad publica e industria
productora de moluscos y suponen un tema con-
trovertido para los cientificos a medida que Ila
investigacion en ficotoxinas progresa. El grupo
YTX, que en el pasado estaba restringido a
ambientes acudticos especificos, se ha detectado
en numerosas dreas ocednicas, junto a nuevas
toxinas.

1. Organismos productores

Las especies de dinoflagelados P. reticulatum,
(Satake et al., 1997c; Ciminiello et al., 2003), y
Gonyaulax polyedra, (Tubaro et al., 1997,
Draisci et al., 1999b) han sido confirmadas
como fuentes de produccién de YTX. Esto
implica un riesgo global de contaminacién en
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Nombre R, R, n
Y1X SO,Na | 1
1-desulfoYTX H I 1
45-OH-YTX SO;Na Il 1
45,46,47-trinorYTX SO4Na 11} 1
HomoYTX SO;Na | 2
45-OH-homoYTX SO4Na Il 2
CarboxiYTX SO;Na v 1
CarboxihomoYTX SO,Na v 2
Figura 8.4a. Estructura general de las yessotoxinas.

moluscos de consumo, ya que estas especies son
muy comunes en comunidades fitoplancténicas
de aguas costeras, y sus quistes de resistencia
son ubicuos en los sedimentos marinos, ya que
se pueden adaptar a diferentes condiciones
medioambientales, como temperatura, pH, sali-
nidad, regimenes de luz y niveles de nutrientes.

2. Propiedades quimicas

La estructura quimica (Figuras 8.4a, 4b, 4c) de
la yessotoxina y sus andlogos (YTX) posee 11
grupos éter en forma de anillos contiguos, una
cadena lateral insaturada de nueve carbonos, un
esqueleto con 47 atomos de carbono, dos ésteres

COOH
OH

Figura 8.4b.  Estructura de los grupos R2 de las yesso-

toxinas.

Estructura de los grupos R, de las yesso-

Figura 8.4c.

toxinas.

de sulfato, y ademds carece de carbonos carbo-
nilo.

La yessotoxina fue aislada por vez primera
en 1987, (Murata et al., 1987), y mediante téc-
nicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
se configurd su estructura planar y se le asigné
la formula molecular CssHgyO,,S,Nas.

Posteriormente se confirmé su estructura
mediante el empleo de la técnica de bombardeo
de atomo rdpido (FAB) en experimentos
MS/MS en modo negativo, como método com-
plementario a la RMN (Naoki et al., 1993). Se
confirmé que la yessotoxina es un compuesto
lipofilico, con un esqueleto éter policiclico y
una cadena lateral insaturada.

3. Toxicologia

Existe una serie de datos en relacién a la expo-
sicion de moluscos de consumo a niveles de yes-
sotoxina en el medio, se han identificado los
organismos fitoplancténicos responsables de su
produccién y se ha estudiado la distribucién de
las toxinas en unas pocas areas de produccion de
bivalvos. Sin embargo, es necesario un mejor
conocimiento del nivel de contaminacién en
otras areas y una informacion detallada sobre
organismos téxicos y proliferaciéon espacio-
temporal de estos (especialmente profundidad
en la columna de agua).

Debido a la falta de datos, los niveles de tole-
rancia actualmente adoptados para estas toxinas
no se han deducido a partir de estudios toxicol6-
gicos robustos, que deberia determinar la rela-
cion entre la magnitud de la exposicion, el nivel



de efectos adversos no observables (NOAEL) y
el nivel de minimo efecto adverso observable
(LOAEL).

Las YTX presentan una estructura quimica
muy singular y parecen ser tnicas en su modo
de accién. Por ello son consideradas como
herramientas particularmente interesantes para
probar fendmenos bioldgicos y farmacoldgicos
(como en el caso del OA actuando como inhibi-
dor de la proteina fosfatasa) (Haystead et al.,
1989).

Se ha demostrado que la yessotoxina es diez
veces menos toxica tras administracién oral que
tras inyeccion intraperitoneal, e incluso a dosis
de hasta 10 mg/kg (la mas alta jamas empleada)
la yessotoxina no provoc6 la muerte de los rato-
nes (Aune et al., 2002).

Recientemente se estudiaron los niveles de
toxicidad aguda tanto de YTX como de sus ana-
logos en comparacién con la del OA, que es la
principal toxina diarreica. Estos estudios han
mostrado valores muy variables en cuanto a
letalidad tras inyeccién intraperitoneal (i.p.),
mientras que no se han presentado ningun tipo
de efectos letales tras la administracion oral. Se
ha demostrado que la yessotoxina y sus deriva-
dos son menos téxicos que el acido okadaico
tras tratamientos tanto orales como tras inyec-
cién intraperitoneal a dosis que representarian
cien veces la posible cantidad ingerida por un
ser humano diariamente (Tubaro et al., 2003).
Asi, la potencia letal observada en este estudio
se encuentra entre los valores observados por
Terao (Terao et al., 1990), y Ogino (Ogino et al.,
1997), con valores para la LDs,, de entre 89 y
286 pg/kg, y los obtenidos por Aune (Aune et
al., 2002), con LDs,comprendidos entre los 750
y los 1.000 pg/kg. Estas discrepancias se deben
seguramente a la variabilidad de las condiciones
experimentales entre los distintos laboratorios o
los diferentes tipos, edad o sexo de los ratones
de los que se disponia. Los sintomas que presen-
tan los ratones tras ser infectados con YTX son
los tipicos de las neurotoxinas, caracterizados
por supervivencia corta ademds de convulsiones
y movimientos bruscos antes de la muerte. Por
otro lado, se ha observado que tratamientos
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orales a ratones con YTX (1 y 2 mg/kg) y sus
derivados (1 mg/kg) no causan ninguna muerte
o signos de toxicidad, a excepcion de algunas
alteraciones estructurales en los miocardiocitos
adyacentes a los capilares (Tubaro et al., 2003).

Se supone que la toxicidad de la yessotoxi-
na tiene relacién con la presencia de los grupos
sulfato presentes en el extremo de su esqueleto
hidrofébico, que confieren a la molécula dife-
rente afinidad por las membranas lipidicas.
Ademads, es posible que la elevada polaridad en
las cadenas laterales de los derivados 45-OH-
YTX y 45, 46, 47-trinorYTX tenga relacion
con su baja toxicidad, debido a una menor
afinidad por las membranas lipidicas (Satake
et al., 1996). Por la misma razoén la adriatoxina
es menos toxica que la yessotoxina, debido a la
presencia de tres grupos sulfato en aquella
(Ciminiello et al., 1998). En la Tabla 8.1 se
presenta un esquema del tema tratado en este
apartado.

En resumen, aunque existen razones para
creer que la presencia de las YTX es mucho
menos dafiina que la del OA y la DTX-1, debe-
rian considerarse otros datos toxicoldgicos,
como la degradacion celular, el efecto letal en
ratones juveniles tras la administracién oral y
lesiones cardiacas severas tras inyeccion intra-
peritoneal.

En cuanto a las posibles aplicaciones farma-
coldgicas, debido a la similitud entre las toxinas
producidas por dinoflagelados y algunos anti-
bidticos de Actynomyces, se comprobaron las
propiedades inhibidoras del crecimiento de hon-
gos, levaduras y bacterias de YTX y dsYTX. La
toxicidad de la yessotoxina (al igual que en el
caso de otras toxinas con multiples grupos éter)
resulta ser débil. Por el contrario, la desulfata-
cioén de la yessotoxina potencia su actividad
antibidtica frente a los hongos y reduce la mor-
talidad en ratones (Nagai et al., 1990).

Posteriormente se confirmé la incapacidad
de la YTX y dsYTX para inhibir el crecimiento
bacteriano, mientras que si mostraron cierta
habilidad ante levaduras y hongos, siendo la
yessotoxina menos potente que la dsYTX
(Ogino et al., 1997).
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Tabla 8.1.  Efecto letal en ratones y principales efectos patolégicos de YTX.
Toxina Efecto letal en ratones Efecto patolégico y
(pg/kg b.w. i.p.) actividad biolégica
100 [Murata et al., 1987] Cardiotéxica [Terao et al., 1990a]
YTX 286 [Terao et al., 1990d] Inhibicién del crecimiento en hongos y levaduras [Ogino et al., 1997]
80-100 [Ogino et al., 1997] | Foco hemorrégico en el miocardio (caso aislado) [Tubaro et al., 2003]
512 [Tubaro et al., 2003]
45-OH-YTX 500 [Satake et al., 1996]

45, 46, 47-trinorYTX | 220 [Satake et al., 1996]

100 [Satake et al., 1997b]

HomoYTX 444 [Tubaro et al., 2003]

45-OH-homoYTX 500 [Satake et al., 1997b]

dsYTX 301 [Terco et al., 1990q]

Toxicidad en higado y péncreas [Terao et al., 1990a]

Fungicida [Nagai et al., 1990]

Ictiotoxicidad e inhibicién de crecimiento de hongos y levaduras
[Ogino et al., 1997]

Todos estos hallazgos hacen creer que deter-
minadas modificaciones inducidas en molécu-
las como la YTX y otros compuestos, pueden
resultar en aplicaciones beneficiosas al mismo
tiempo que su toxicidad se ve reducida. Ademas
confirman a las toxinas producidas por dinofla-
gelados como una fuente prometedora de nue-
vos y potentes antibidticos (Nagai et al., 1990).

4. Métodos de andlisis

Actualmente, el bioensayo con ratones es la
herramienta bésica para la monitorizacién de
YTXy sus andlogos, a pesar de los inconvenien-
tes que presenta. Existen numerosas dificultades
a la hora de desarrollar, validar y difundir meto-
dologias analiticas alternativas a este bioensayo
debido, por ejemplo, a la escasez de buenas
fuentes naturales de estdndares analiticos, que
ha impedido la produccién y comercializacion
de material de referencia para muchas toxinas,
incluida YTX y sus andlogos.

Otras dificultades a la hora de desarrollar
métodos alternativos es la continua identifica-
cién de nuevos andlogos, los cambios en las
estructuras originales de las toxinas debido a
biotransformaciones en tejido animal, la com-
plejidad y variabilidad del material biol6gico

marino, la disponibilidad, en muchos casos, de
solo una pequefia cantidad de muestras para las
determinaciones analiticas, y la frecuente coexis-
tencia de distintas toxinas en la misma muestra.

Sin embargo, se han propuesto una serie de
métodos quimicos y bioquimicos empleados
como herramientas analiticas especificas y sen-
sibles para la determinacién de las YTX en
moluscos y en muestras de fitoplancton. Estas
son empleadas tanto en investigacion como en
programas de monitorizacion.

En cuanto al bioensayo con ratones, aunque
el método es capaz de detectar YTX, la posible
presencia de toxinas PSP y la elevada concen-
tracion de acidos grasos (que son inofensivos
para los humanos por via oral pero letales para
los ratones por via intraperitoneal), pueden
interferir dando lugar a falsos positivos
(Hamano et al., 1985). Para evitar esto se han
propuesto varias modificaciones (Marcaillou-Le
Baut, 1990; Draisci et al., 1998).

Sin embargo, y como ya se ha explicado, el
bioensayo es mucho menos sensible, selectivo y
preciso que los métodos analiticos instrumenta-
les, y presenta una gran variabilidad de resulta-
dos. Por ello hay una necesidad de sustituirlo
por técnicas analiticas, tanto por razones €ticas
como de precision.



En cuanto a ensayos bioquimicos, la YTX,
ha mostrado una débil inhibicién de la PP2A
(Ogino et al., 1997). De hecho, la concentracién
de YTX necesaria para reducir la actividad enzi-
matica en un 50% (IC50) result6é ser cuatro
ordenes de magnitud mayor que la hallada para
el OA (Tubaro ef al., 1996).

La deteccién inmunolégica mediante ensa-
yos ELISA (Enzyme-linked inmunosorbent
assays) es capaz de detectar todos los andlogos
de la YTX que la UE actualmente regula en
muestras de moluscos (45-OH-YTX, homo-
YTX, 45-OH-homoYTX), y los formatos mas
sensibles resultan tener un limite de cuantifica-
cién de entre 20 pg/mL (Briggs et al., 2002) y 70
pg/mL (Samdal ef al., 2002), que esta por deba-
jo del nivel mdximo recomendado, que es 1
mg/kg.

Sin embargo, los resultados obtenidos
mediante ensayos ELISA y HPLC-EMS presen-
tan muchas discrepancias (Miles et al., 2002).
Ademas, muchos laboratorios han concluido
que el método ELISA no siempre proporciona
resultados cuantitativamente fiables, ya que,
debido a las reacciones cruzadas, se subestima
el contenido de toxina.

En lo que se refiere a ensayos de citotoxici-
dad, en un experimento realizado por Aune
(Aune et al., 1991), se observaron los efectos a
nivel morfolégico que una serie de biotoxinas
marinas (OA, DTX-1. PTX-1 y YTX) provoca-
ron sobre hepatocitos de ratas. El ensayo fue
propuesto como método para diferenciar entre
toxinas diarreicas y no diarreicas. Sin embargo
existen muchas desventajas a la hora de trabajar
con este método, ya que es lento y proporciona
resultados confusos en el caso de muestras mix-
tas, por lo que es mejor complementarlo con
algin método quimico.

Por otro lado, los métodos quimicos instru-
mentales son la alternativa y/o el complemento
mads prometedor a los ensayos bioldgicos para el
control y monitorizacién de todos los grupos de
toxinas acudticas. Esto podrd suceder si combi-
nados o solos pueden detectar al menos los ana-
logos regulados (en el caso de las YTX: YTX,
45-OH-YTX, homoYTX, 45-OH-homoYTX en
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la UE), no son menos efectivos que los métodos
biolégicos y su implementacién supone un nivel
equivalente de proteccion de la salud publica.

Las yessotoxinas carecen de un croméforo
fuerte, muy util en la absorcién UV sensible. Sin
embargo, la presencia de yessotoxina se puede
monitorizar empleando esta técnica, con una
longitud de onda de absorcién maxima a 230 nm
(Murata et al., 1987; Satake et al., 1997¢).

La yessotoxina y sus andlogos no presentan
una fluorescencia natural, por lo que han de ser
modificados quimicamente para su deteccion.
Asi, se ha propuesto un método de deteccién
fluorimétrica en moluscos mediante HPLC, en
el que la molécula de YTX es derivatizada
empleando el reactivo 4-[2-(6, 7-dimetoxi-4-
metil-3-oxo-3, 4- dihidroquinoxalinil) etil]1, 2,
4-triazolina-3, 5-dieno (DMEQ-TAD) (Yasumo-
to y Takizawa, 1997; Tubaro et al., 1997;
Ramstad er al., 2001). Este método demuestra
linealidad, carencia de interferencias y el limite
de deteccion se estima en 1 ng de yessotoxina
inyectada, que supone una sensibilidad 2.000
veces mayor a la conseguida con el bioensayo.
Asi, el método HPLC-FID es recomendado para
la deteccion de yessotoxina ya que provee mejor
informacion sobre la toxicidad en moluscos que
el bioensayo con ratones.

En cuanto a la técnica HPLC-(ESI) MS se
empled para la determinacién del peso molecu-
lar de diferentes andlogos de YTX: 45-OH-
YTX, 45, 46, 47-trinorYTX (Satake er al.,
1996), homoYTX y 45-OH-homoYTX (Satake
et al., 1997b) aislados a partir de muestras con-
taminadas de moluscos. También se emple6 esta
técnica para la confirmacion de la presencia de
YTX en muestras de fitoplancton (Satake et al.,
1997c¢).

El primer método para la identificacién
directa de YTX en muestras de moluscos
empleando HPLC-MS y HPLC-MS-MS con
SRM (selected reaction monitoring) (Draisci et
al., 1998b) hace uso de una fuente de ionizacion
a presion atmosférica (API) e interfase ionspray.
El limite de deteccidn resulta ser 4.000 veces
menor que en el bioensayo, y la sensibilidad es
similar a la obtenida en el método fluorimétrico
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(HPLC-FID). El método es especifico, sensible
y rdpido para la determinacion de YTX tanto en
moluscos como en fitoplancton, y acabé con la
ambigiliedad de los falsos negativos tras el bio-
ensayo con ratones (Draisci et al., 1998b;
Draisci et al., 1999b).

Posteriormente se desarrollé un método que
permitia el andlisis simultdneo en muestras de
diez toxinas relacionadas con eventos DSP (OA,
DTX1, palAO, palDTX1, PTX1, PTX2,
PTX2SA, PTX6, YTX y 45-OH-YTX) de
Patinopecten yessoensis mediante HPLL-MS
con fuente de ionizacién a presién atmosférica
(AP]) e interfase ionspray (ESI) y un analizador
de masas de triple cuadrupolo. La separacién
cromatogréfica de todas las toxinas se consiguié
mediante una combinacién de distintas colum-
nas y fases moviles. El limite de deteccién estu-
vo entre 40 y 80 ng/g de tejido (Goto et al.,
2001; Ciminiello et al., 2002).

Recientemente se ha propuesto un nuevo
método de andlisis de YTX y 45-OH-YTX en
moluscos empleando HPLC-MS?, haciendo uso
de ESI como fuente de ionizacién en modo
negativo y un analizador de masas de trampa de
iones (Fernandez Amandi et al., 2002). El limi-
te de deteccion fue 30 pg de YTX en columna,
equivalentes a 3 ng/g en tejido de molusco. Se
puede concluir que aunque una validacién total
de los métodos HPLC-MS esta todavia dificul-
tada por la carencia de estandares, representan
una alternativa prometedora y efectiva al bioen-
sayo para el andlisis de YTX y DSP en muestras
bioldgicas tanto en programas de monitoriza-
cién como de investigacion. Esta técnica ha sido
propuesta como idénea para desarrollar un
método de determinacién universal de toxinas
lipofilicas (Quilliam et al., 2001).

Intoxicacion amnésica (ASP)

Fue descubierta por vez primera en Prince
Edward Island (Canadd) en 1987, después de un
episodio serio de intoxicaciones por mariscos

(Quilliam et al., 1989). El maximo responsable
de la intoxicacién amnésica es el 4cido domoico
(AD), que fue inicialmente aislado de la micro-
alga Chondria armata por investigadores japo-
neses estudiando propiedades insecticidas de
extractos de algas (Takemoto et al., 1958).

El 4cido domoico fue el responsable de la
intoxicacién en el episodio canadiense (Wright
et al., 1989). La toxina estaba presente a niveles
tan altos como 1.000 mg/g de tejido y es el pri-
mer dato que existe sobre la presencia de acido
domoico como una toxina de mariscos (Wright
et al., 1995). Los sintomas, observados en las
victimas durante 24 horas, fueron neurotoxicos
(pérdida de memoria, confusion, desorienta-
cién) y gastrointestinales (diarrea, vomitos),
pero también se aprecié una aguda pérdida de
memoria. De este tipo de sintomas surgio el
nombre ASP (amnesic shellfish poisoning).

1. Organismos productores

La fuente de AD en el incidente canadiense fue
la diatomea Pseudonitzschia pungens f. multise-
ries (Subba Rao er al., 1988). Hasta este inci-
dente se crefa que las ficotoxinas solo procedian
de dinoflagelados y las diatomeas no se conside-
raban como posibles fuentes de dichas toxinas.
Otras especies pertenecientes al género Pseudo-
nitzschia son P. pseudodelicatissima y P. austra-
lis. Este dltimo fue el organismo responsable de
las muertes de pelicanos y cormoranes en la
Bahia de Monterrey, California (Fritz et al.,
1992), después de la ingestion de anchoas que
contenian dcido domoico en concentraciones tan
altas como 100 mg/g. Ademds, el AD se ha
detectado en muestras de moluscos procedentes
de Francia (Amzil et al., 2001), Portugal (Vale et
al.,2001), Japén (Kawatzu et al., 2000), Irlanda
(Furey et al., 2001) y Escocia (Hess et al., 2001).

2. Propiedades quimicas

El 4cido domoico es un compuesto de origen
natural, andlogo del 4cido glutdmico, aislado del
fitoplancton marino. La estructura quimica
del 4cido domoico y sus isémeros se muestra en



la Figura 8.5. El 4cido domoico parece ser el
compuesto predominante tanto en el plancton
como en los mariscos contaminados. Algunos de
sus isomeros como el acido isodomoico A, C, D,
o las domoilactonas A y B parecen no haber sido
encontradas todavia en extractos del plancton o
en tejidos de mariscos contaminados. El 4cido
domoico es un compuesto cristalino soluble en
agua con propiedades tipicas de aminoécido y su
estructura es claramente dependiente del pH,
pudiendo dar lugar a cinco formas protonadas.
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3. Toxicologia

Los efectos téxicos del 4cido domoico se estable-
cieron tras estudios llevados a cabo utilizando
ratas o monos. Tras la inyeccién intraperitoneal
en ratones, esta toxina induce una sintomatolo-
gia peculiar conocida como scratching syndro-
me. Los animales se rascan los hombros con las
extremidades posteriores, le siguen convulsio-
nes y a menudo la muerte. También se inform6
de efectos sutiles tales como hipoactividad,
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rigidez, temblores, etc. (Tasker et al., 1991).
De los efectos téxicos en humanos se tuvo
conocimiento con posterioridad al incidente
canadiense, cuando 107 personas tuvieron que
ser hospitalizadas; 14 de ellas presentaron sin-
tomas neuroldgicos severos y cuatro de las per-
sonas de edad avanzada intoxicadas murieron
en un periodo de 11 a 24 dias. En sus cerebros
se detectaron dafios severos, fundamentalmen-
te en la regiéon del hipocampo (Todd et
al.,1993). Los sintomas humanos fueron rela-
cionados fundamentalmente con trastornos
gastrointestinales (diarrea, vomitos), pero tam-
bién se observaron sintomas neuroldgicos,
siendo la pérdida de memoria temporal uno de
los sintomas mads caracteristicos asociados con
este tipo de intoxicacién. La farmacocinética y
el mecanismo de accién del d4cido domoico
muestran que tras la exposicién oral, y como
ocurre con la mayoria de las toxinas, se excre-
tan en heces tanto de ratas como de ratones
(Iverson et al., 1990). En el torrente sanguineo
el 4cido domoico es purificado muy facilmente
en los rifiones (Suzuki et al., 1993).

El AD es estructuralmente similar al acido
glutamico, acido kainico y acido aspartico,
todos aminodcidos conocidos por las lesiones
cerebrales que provocan debido a su excitotoxi-
cidad (Hess et al., 2001). Sin embargo, se sabe
que el 4cido domoico es un neuroexcitador de
dos a tres veces mas potente que el acido kaini-
co y aproximadamente cien veces mds potente
que el glutamato.

Una serie de estudios iniciales sugirieron que
la neurotoxicidad del 4cido domoico era resulta-
do de su actuacion sobre receptores del acido
kainico en el cerebro (Larm et al., 1997). Sin
embargo, investigaciones mas recientes han
demostrado que el 4cido domoico provoca sin-
tomas neurotéxicos debido a una sobrecarga e
inhibicién de los iones calcio (Nijjar et al.,
2000), y se le ha relacionado con el incremento
de liberacion de glutamato en el cerebro (Ross et
al., 2000; Quintela et al., 2000).

Después del incidente canadiense el nivel de
acido domoico estipulado como limite de segu-
ridad fue de 20 mg/g de tejido de marisco

(Iverson et al., 1994). Dicho nivel ha sido adop-
tado por la mayoria de los paises como limite
legal. El limite de accidn legal del dcido domoi-
co en visceras de cangrejos ha sido reciente-
mente modificado y establecido en 80 mg/g. De
los datos obtenidos en el incidente canadiense se
estima que la concentracion de dcido domoico
en los mariscos estaba en el rango de 300-1.000
mg/g y los individuos intoxicados podrian haber
ingerido entre 1-2 mg/kg de la toxina.

Asi, el consumo de 250 g de carne de meji-
1I6n con el maximo nivel de tolerancia corres-
pondera a la ingestion de 0,1 mg AD /kg peso de
adulto.

Los grados de acumulacién del 4cido domoi-
co en los mariscos y su velocidad de eliminacién
varian entre las diferentes especies y entre 6rga-
nos diferentes. En la mayoria de los mariscos el
AD se acumula en los érganos digestivos.

4. Métodos de andlisis

El AD puede ser detectado mediante el bioensa-
yo para PSP siempre y cuando el tiempo de
observacion sea de mas de cuatro horas. La toxi-
na es detectada en los ratones por una sintoma-
tologia caracteristica, el sindrome de scratching
ya mencionado. El éxito de dicho ensayo biol6-
gico en el incidente canadiense fue en parte
debido a los niveles elevados de toxinas presen-
tes en los mariscos contaminados (300-1.000
mg/g tejido). Sin embargo la sensibilidad del
bioensayo es inadecuada para el limite de accién
de 20 mg/g tejido establecido como limite de
control. Los sintomas en ratones, tales como el
scratching fueron observados en extractos con-
teniendo >40mg/g.

Se han desarrollado diversas alternativas
para el andlisis de toxinas ASP. El primer méto-
do quimico desarrollado fue la cromatografia de
liquido en fase inversa con detecciéon UV del
compuesto no derivatizado a un méaximo de
absorcion de 242 nm (Quilliam ez al., 1989a)

Desde entonces se desarrollaron numerosas
alternativas utilizando diversos procedimientos
de extraccion o de deteccién, incluyendo el uso de
reactivos de derivatizacion distintos (Pocklington



et al., 1990; James et al., 2000) permitiendo obte-
ner niveles de deteccion de 1 pg/g o incluso mas
bajos.

La electroforesis capilar, una técnica analitica
muy prometedora, ha sido investigada también y
aplicada al andlisis de 4cido domoico (Nguyen et
al., 1990; Zhao et al., 1997, Pifieiro et al., 1999).
La técnicas GC-MS y HPLC-MS (Furey et al.,
2001; Pifeiro et al., 2001) fueron propuestas
también para la determinacién de dichos com-
puestos. Asi, la técnica de GC-MS es aplicable a
concentraciones de dcido domoico en mariscos
contaminados en el rango de 1-500 mg/g. Sin
embargo, la reaccién de derivatizacion es nece-
saria para convertir los componentes ASP en sus
derivados N-trifluoroacetyl-O-silyl requiriéndo-
se un clean-up intensivo para facilitar la deriva-
tizacién (Pleasance et al., 1990). La técnica
HPLC combinada con i6n spray MS ha resultado
muy Ttil para la confirmacién del dcido domoico
en mariscos (Quilliam er al., 1989b).

Entre los ensayos bioquimicos, ademds del
radioinmunoensayo (Lawrence et al., 1994) se
han desarrollado diversos ensayos ELISA
(Garthwaite et al., 1998; Kawatzu et al., 1999;
Kawatzu et al., 2000) altamente sensibles, reco-
mendables para ensayos de rutina.

Entre todas las alternativas analiticas para el
control de ASP, 1a mas recomendable es la téc-
nica de HPLC-UYV, utilizada con fines de control
en la mayoria de los organismos oficiales para
prevenir incidentes de ASP (Lawrence et al.,
1989; Lawrence et al., 1991; Quilliam et al.,
1989a; AOAC, 1991). Este método es recomen-
dable para detectar niveles de contaminacién
superiores a 20 mg/g, sin embargo ciertas inter-
ferencias cominmente presentes en matrices tan
complejas pueden causar falsos positivos en
extractos crudos. Este es el caso del triptéfano y
alguno de sus derivados presentes a menudo en
tejidos de mariscos, eluyendo préximos al AD o
a alguno de sus isémeros, siendo necesario un
clean-up eficaz para eliminar las citadas interfe-
rencias y consecuentemente obtener un control
seguro de los citados compuestos toxicos. A tal
fin se han desarrollado métodos de clean-up
efectivos mediante extraccion en fase sélida
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(SPE) utilizando C18 o intercambio anidnico
como fases estacionarias. No obstante, dichos
procedimientos han mostrado una gran variabi-
lidad, por lo que todavia son necesarias estrate-
gias de preparacion de muestra alternativas que
permitan paliar las citadas carencias. Por todo
ello, el uso de técnicas confirmatorias, tales
como la espectrometria de masas, son muy reco-
mendables para asegurar la presencia o ausencia
de ASP en alimentos marinos.

Toxinas emergentes

Gracias al desarrollo de nuevas técnicas analiti-
cas se han descubierto nuevos grupos de bioto-
xinas marinas, incluyendo las espirolidas, pro-
rocentrolidas, gymnodiminas, pinnatoxinas,
azaspiracidos (AZP).

1. Espirolidas

Este grupo de toxinas se descubri6 tras demos-
trarse la toxicidad que presentaban muestras de
moluscos de consumo cultivados en Nueva
Escocia (Canadd). Ya en un principio se sospe-
ché que las espirolidas eran de origen fitoplanc-
tonico debido a su elevada concentracién en las
glandulas digestivas de estos moluscos y a su
aparicién estacional. Mas tarde se demostré que
el dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii es la
principal fuente de estas toxinas ya que, tras
la recoleccién de muestras de plancton en la
regiéon del sureste de Nueva Escocia, fueron
detectadas en el andlisis mediante HPLC-MS de
sus células una vez aisladas y cultivadas
(Cembella et al., 2000).

Cuatro de estas toxinas, las espirolidas A, B,
C y D, que se muestran en la Figura 8.6a han
sido aisladas a partir de muestras de mejillones y
vieiras (Placopectena magellanicus) y su estruc-
tura ha sido elucidada (Hu et al., 1995). Son
moléculas macrociclicas polares que poseen un
sistema con un grupo espiro unido a un éter tri-
ciclico. Ademas, contienen un grupo con imina
ciclica de siete miembros. Asi, el nombre espi-
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Toxina Sitio 2-3 R, R,
Espirolida A Doble enlace H CH,
Espirolida B Enlace sencillo H CH,
Espirolida C Doble enlace CH, | CH,
Espirolida D Enlace sencillo CH, CH,
13-dimetil-espirolida C | Doble enlace CH, H

Figura 8.6a. Estructura general de las espirolidas

toxicas.

rolidas proviene de su estructura caracteristica.
Durante los procedimientos de aislamiento de
los cuatro andlogos de espirolida anteriormente
citados, se descubrieron dos nuevos compues-
tos menores, las espirolidas E y F, que también
fueron aisladas y elucidadas estructuralmente.
Estos fueron caracterizados como derivados de
la hidrdlisis de las keto aminas de las toxinas
principales y se demostrd su inactividad en el
bioensayo con ratones. Recientemente, las espi-
rolidas Ay C, y un andlogo de la espirolida C, la
13-dimetil-C, fueron estructuralmente elucida-
das tras su extraccién a partir de muestras de
vieiras y fitoplancton recogidas en una zona
dedicada a la acuicultura en Nueva Escocia y a
partir de cultivos del dinoflagelado Alexandrium
ostenfeldii (Hu et al., 2001).

Su actividad farmacolégica no estd muy defi-
nida todavia, pero existen suficientes evidencias
como para afirmar que afectan a los canales de
Ca en las células. Aunque el grupo imina ciclica
es poco frecuente en biotoxinas marinas, se han

encontrado similares grupos en prorocentrolidas
(Torigoe et al., 1988; Hu et al., 1996a), gymno-
diminas (Seki et al., 1995) y pinnatoxinas
(Uemura et al., 1995). Ademés, las espirolidas
inactivas E y F no poseen este grupo por lo que
se ha sugerido que dicho grupo es el responsable
de la actividad farmacoldgica de estas toxinas
(Hu et al., 1996b).

2. Prorocentrolidas

En 1984 se observé un hecho inusual: durante la
extraccion de toxinas DSP de muestras del dino-
flagelado Prorocentrum maculosum (formal-
mente P. concavum), se inyectaron en ratones las
fracciones solubles en éter y butanol. Las toxinas
(DSP) contenidas en la fraccion éter causaron la
muerte de los ratones en un espacio de horas,
mientras que las toxinas solubles en butanol
(polares) la causaron en cuestion de minutos.

Un afio més tarde, las células de la especie
fitoplanctonica Prorocentrum lima fueron aisla-
das y cultivadas, y sometidas a un procedimien-
to de extraccién de toxinas DSP. La fraccién
butandlica se aisld, de manera que la estructura
de la prorocentrolida, que se muestra en la
Figura 8.6b, fue determinada por primera vez
(Torigoe et al., 1988).

En 1996, una nueva toxina, la prorocentro-
lida B (Figura 8.6b), se aislé y elucid6 estruc-
turalmente también a partir de células de Proro-
centrum maculosum, provocando una toxicidad
muy ripida tras ser inyectada en ratones (Hu e?
al., 1996a).

Se ha comprobado que este grupo de toxinas
no son inhibidores de la proteina fosfatasa, pero
sus propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas
todavia atin no han sido establecidas. Contienen
una imina ciclica (al igual que las espirolidas,
gymnodiminas y pinnatoxinas), y esta caracte-
ristica comtin determina su similar actividad far-
macoldgica, siendo todas ellas muy téxicas en
ratones.

Sin embargo, no hay que olvidar que las pro-
rocentrolidas no han sido detectadas todavia en
muestras de moluscos, por lo que han de ser
consideradas como una amenaza potencial.



Figura 8.6b.

3. Gymnodiminas

En 1994 se detectaron signos de toxicidad en
muestras de ostras de la especie Tiostrea chilen-
sis procedentes del Estrecho de Foveaux (Nueva
Zelanda), pero los andlisis no revelaron la pre-
sencia de ninguna toxina conocida hasta esa
fecha (MacKenzie et al., 1995). Tras su extrac-
cion, estas muestras se sometieron a distintas eta-
pas de purificacion hasta el total aislamiento de
la toxina que contenian, monitorizando las frac-
ciones mediante cromatografia con detector con
haz de diodos y bioensayo con ratones. Durante
el mismo periodo que sucedi6 la intoxicacion, se
produjeron afloramientos del dinoflagelado
Gymnodinium cf. mikimotoi, por lo que se deci-
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Estructura de prorocentrolida (a) y prorocentrolida (b).

di6 cultivarlo, para finalmente descubrir que era
el responsable de la produccién de la toxina
denominada gymnodimina (Seki et al., 1995).

Tras la elucidacién estructural de este com-
puesto mediante RMN, se comprobd que posee
un anillo de 16 dtomos de carbono y una imina
ciclica (Seki et al., 1995), por lo que guarda cier-
ta similitud con las pinnatoxinas y prorocentroli-
das. Posteriormente, la configuracion absoluta de
la toxina (Figura 8.6c) se establecié mediante ané-
lisis estructural con rayos X (Stewart et al., 1997).

Recientemente, se ha descubierto un nuevo
andlogo, la gymnodimina B, aislada a partir de
un cultivo de Gymnodinium spp., y cuya estruc-
tura ya ha sido elucidada (Figura 8.6¢) (Miles
et al., 2000).

Figura 8.6c.

Estructura de gymnodimina (a) y gymnodimina (b).
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En cuanto a su toxicidad, las gymnodiminas
pueden resultar ictiotéxicas a bajas concentra-
ciones (250-500 ppb), y la dosis letal minima
tras la inyeccidn en ratones ha sido establecida
en 450 pg/kg.

4. Pinnatoxinas

En Japén se han producido numerosos fenéme-
nos de intoxicacion tras el consumo de moluscos
del género Pinna; el primero de ellos se dio en
1975, cuando cerca de 1.500 personas consumie-
ron ejemplos del bivalvo Pinna pectinata en mal
estado. En China se dieron casos similares en
los afios 1980 y 19809 tras el consumo de la espe-
cie Pinna attenuata, pero la toxina responsable
de estos fendmenos no se aislo hasta 1995 a par-
tir de muestras de Pinna muricata (Chou et al.,
1996a). La estructura de la pinnatoxina A posee
un macrociclo con multiples grupos éter y una
imina ciclica (Figura 8.6d), por lo que es similar
a las prorocentrolidas, gymnodiminas y espiroli-
das. Se han descubierto los andlogos pinnatoxi-
na B, C y D, pero solamente la estructura de la
pinnatoxina D ha sido elucidada (Figura 8.6d)
(Chou et al., 1996b, Suthers et al., 1998).

En cuanto a su toxicidad, se ha comprobado
que extractos de la glandula digestiva de ejem-
plares de P. muricata, P. attenuata, P. atropu-
prea y P. pectinata contaminadas causan la

muerte durante el bioensayo con ratones, herra-
mienta principal en la monitorizacién de esta
toxina, en cuestion de minutos, aunque su origen
bioldgico aln no ha sido determinado. Ademas,
estudios preliminares demostraron que la pinna-
toxina activa el canal del i6n calcio y que los
sintomas que provoca en seres humanos son
tipicamente neurotéxicos, induciendo diarrea,
pardlisis y convulsiones.

5. Azaspiracidos (AZP)

En 1995 varias personas sufrieron problemas
gastrointestinales en los Paises Bajos tras el con-
sumo de mejillones (Mytilus edulis) cultivados
en Killary Harbour (Irlanda). A pesar de que el
programa de monitorizacién de toxinas DSP no
detect6 niveles altos de estas, los sintomas que
los intoxicados presentaban son los tipicos pro-
vocados por las toxinas DSP: nduseas, diarrea,
vomitos y calambres en el estomago. Andlisis
realizados posteriormente a las muestras de
bivalvos mostraron niveles muy bajos de AO y
DTX-2 (Satake et al., 1998a).

Posteriormente se procedi6 al aislamiento y
elucidacién estructural de la toxina responsable
de este episodio, que en aquel momento fue
denominada killarytoxin-3 (KTX-3) (Ito et al.,
1998). La investigacion sobre su estructura
determiné que este compuesto posee un anillo

Figura 8.6d.

Estructura de pinnatoxina A (a) y pinnatoxina D (b).



espiro triple, un anillo azospiro tnico a un 2,9-
dioxabiciclo (3.3.1) nonano y un 4cido carboxi-
lico terminal (Figura 8.6e), por lo que el nombre
de esta toxina se cambid por azaspirdcido-1
(AZA-1) (Satake et al., 1998b).

Un segundo incidente téxico se dio en 1997
en la Isla de Arranmore (Irlanda), cuando doce
personas se intoxicaron tras el consumo de
mejillones cultivados en la zona. La toxicidad
persistié en las muestras de moluscos durante
unos ocho meses, lo que permiti6 aislar e iden-
tificar dos nuevos andlogos de azaspirdcidos:
AZA-2 y AZA-3 (Figura 8.6e), ambos presen-
tes en concentraciones superiores a AZA-1.
Tras la determinacion estructural de estos dos
nuevos andlogos, se comprob6 que AZA-2 es
un §-metilazaspirdcido, y que AZA-3 es un 22-
dimetilazaspirdcido (Ofuji ef al., 1999).

Nombre R, R, R, R,
AZA] H H CH, H
AZA2 H cH, | cH, H
AZA3 H H H H
AZA4 OH H H H
AZAS5 H H H OH
AZAG CH, H H H
AZA7 H CH, OH H
AZA8 H cH, | H OH
AZA9? CH, H OH H
AZA10 CH, H H OH
Figura 8.6e. Estructura de los diez andlogos de azas-

pirécidos descubiertos hasta la fecha.
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Recientemente se han identificado nuevos
andlogos: AZA-4 y AZA-5 son los 3-hidroxi y
23-hidroxi analogos respectivamente de AZA-3
(Ofuji et al., 2001). Ademds, AZA-6 es isdmero
de AZA-1 (Furey et al., 2002; James et al.,
2003) y AZA-7, AZA-8, AZA-9 y AZA-10 son
derivados hidroxilados de AZA-1 (Moroney et
al.,2002). Se cree que los analogos hidroxilados
son productos de la bioconversién de los bival-
vos, ya que no se han detectado en muestras de
fitoplancton.

Este sindrome t6xico se ha identificado ade-
mads en moluscos cultivados en otros paises del
norte de Europa, como Inglaterra y Noruega
(James et al., 2002a) asi como en Espafa y
Francia (Brafia Magdalena et al., 2003).

En cuanto a la toxicidad de estos compues-
tos, se ha comprobado que la dosis letal minima
para AZA-1 es 0,2 pg/g tras administracién
intraperitoneal (i.p.) en ratones, mientras que
para AZA-2 y AZA-3 es menor: 0,14 pg/g (Ito et
al., 2000). También se observé que los ratones
muestran sintomas tipicamente neurotéxicos,
diferentes a los provocados por las toxinas dia-
rreicas, como son pardlisis progresiva, respira-
cién dificultosa, lentitud de movimientos y
espasmos (Satake et al., 1998a). En otro estudio
se analizaron los cambios morfol6gicos sufridos
en distintos 6rganos de ratones y se detectaron
multiples dafios en la [dmina propia del intestino
delgado, glandula del timo y bazo, ademds de
generar depdsitos grasos en el higado (Ito et al.,
2000). Recientemente se han estudiado los efec-
tos cronicos de la administracion no letal de
azaspirdcidos a ratones (Ito ef al., 2002), donde
la recuperacion de 6rganos dafiados fue muy
lenta y los cambios morfolégicos en el intestino
delgado y el estbmago no habian sanado tras un
periodo de tres meses.

Sin embargo, es necesario que la toxicidad
de los azaspirdcidos se estudie con mayor pro-
fundidad tanto para confirmar la accién de
AZA-1 como promotor de tumores como para
determinar los efectos patoldgicos provocados
por los otros andlogos.

El bioensayo con ratones es el método de
andlisis tipico para la monitorizacién de toxinas
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DSP en la mayoria de paises europeos, pero en
el caso de los azaspiracidos los resultados no
son satisfactorios; se han obtenido resultados
positivos en muestras con un elevado contenido
téxico, pero en otros casos se han dado por bue-
nas mercancias que luego han causado intoxica-
ciones humanas en diferentes paises europeos
(James et al., 2000a). Este fracaso del bioensayo
con ratones se debe principalmente al inusual
patrén de distribucién de estas toxinas en los
tejidos del mejillon (James et al., 2002b), ya que
los azaspiracidos se distribuyen por todos los
organos, mientras que en el bioensayo se toma
solamente el hepatopdncreas, donde se acumu-
lan las toxinas diarreicas.

En cuanto al origen biolégico de los azaspi-
récidos, se supuso desde un principio que eran
de origen dinoflagelado por su estructura oxige-
nada (Ofuji ef al., 1999; Yasumoto et al., 2000).
Finalmente, se ha demostrado que el productor
de los azaspiracidos es la especie Protoperidi-
nium crassipes (James et al., 2003) muy comin
en las comunidades fitoplancténicas de aguas
templadas.

En cuanto a los métodos de anélisis desarro-
llados para la deteccion y cuantificacion de los
azaspirdcidos, cabe decir que el primero en ser
propuesto empleaba la técnica HPLC-MS/MS
(Draisci et al., 2000) para la determinacién de
AZA-1. Otros métodos propuestos emplean
HPLC-MS para la determinacion de AZA-1,
AZA-2 y AZA-3 (Ofuji et al., 2000; Furey et
al., 2002). Posteriormente se han desarrollado
métodos para el andlisis simultdneo de AZA-1,
AZA-2, AZA-3, AZA-4 y AZA-5 empleando
HPLC-MS/MS (Lehane ef al., 2002) y reciente-
mente se ha propuesto un método HPLC-MS’
para la determinacion de los diez azaspiracidos,
incluyendo los andlogos hidroxilados en molus-
cos (Lehane et al., 2004).

También se ha desarrollado un ensayo de
citotoxicidad para la deteccién y diferenciacion
entre toxinas DSP y AZP (Flanagan et al., 2000;
Flanagan et al., 2001). Sin embargo, el método
parece no ser tan selectivo como en un principio
se penso, por lo que el ensayo de citotoxicidad
no es sustituto, por el momento y hasta que no

se realice una investigaciéon mds completa, del
analisis mediante HPLC-MS, ademas de ser
mucho més lento (Flanagan et al., 2001).

Conclusiones

En conclusién, podemos decir que gracias al
desarrollo de nuevas técnicas y métodos anali-
ticos, se ha descubierto un buen nimero de bio-
toxinas marinas. La mayoria de estas toxinas
estan presentes en el medio marino de una mane-
ra natural, pudiendo provocar problemas de cali-
dad y seguridad en los alimentos de origen mari-
no, y, en consecuencia y a bajos niveles, a la
salud de las personas consumidoras de éstos.

La busqueda de técnicas analiticas sensibles
es necesaria para un control de riesgos adecua-
do. Ademas es importante la realizacion de estu-
dios toxicoldgicos para un mejor entendimiento
de los mecanismos de accién de estos compues-
tos. Sin embargo, la carencia de estindares y
materiales de referencia dificulta obviamente
avanzar en esta area. Por otro lado, el interés en
el estudio de estas sustancias estd aumentando
considerablemente debido a su enorme impacto
socioeconomico. En la actualidad diferentes
equipos de investigacion en todo el mundo estdn
trabajando en el desarrollo de nuevos métodos
analiticos para su deteccién y cuantificacion,
que poco a poco resultard en un mayor conoci-
miento de los compuestos téxicos involucrados
en diferentes episodios nocivos, y por tanto en
una reduccion de los riesgos para la salud de los
consumidores.
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Introduccién a las
cianobacterias

Las cianobacterias o algas cianoficeas (algas
verdes-azuladas) son protofitas pigmentadas que
contienen alrededor de unos 150 géneros y unas
2.000 especies. Son las procariotas fototréficas
mds diversas y extendidas, permitiendo las dife-
rencias en su organizacion celular con respecto a
otras algas un tratamiento taxonémico indepen-
diente de las mismas (Skulberg et al., 1993).

Debido a su capacidad de realizar fotosinte-
sis aerobia (utilizando oxigeno) y a su morfolo-
gia, que se corresponde con la de un alga, el tra-
tamiento de las cianoficeas puede seguir las
reglas del Codigo de Nomenclatura Botanica
(1972). Sin embargo, las caracteristicas propias
de las bacterias que poseen estas algas verde-
azuladas, también permitiria una clasificacién
basdndose en el Cédigo de Nomenclatura de las
Bacterias (1975).

Su facilidad de crecimiento favorece su apari-
cién tanto en el suelo como en el medio acuatico,
preferentemente en aguas dulces con pH alcali-
nos o neutros y temperaturas entre 15 y 30 °C.
Requieren alta concentracién de nutrientes,
principalmente nitrégeno y fésforo.

Las floraciones de estas algas se distribuyen
ampliamente en las aguas superficiales, y la apa-
ricién de las mismas en determinadas condicio-
nes ambientales (Carmichael, 1994) es ubicua,
de forma que se reconoce a escala mundial que
en la mayoria de los paises se presentan estos
crecimientos anormales (Sivonen, 1996; Fastner
et al., 1999; Mankiewicz et al., 2001).

Las cianobacterias han sido objeto de aten-
cién en el campo de la biotecnologia, ya que
pueden emplearse como suplementos en la ali-
mentacién debido a que algunas especies pre-
sentan un alto contenido en proteinas, vitaminas
y pigmentos (Falch ef al., 1995).

Sin embargo, algunas especies de cianobac-
terias producen potentes toxinas, capaces de ori-
ginar efectos agudos y crénicos en el hombre y
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animales, considerandose téxicas mas del 50%
de estas floraciones (Roset et al., 2001).

Cianobacterias
potencialmente toxicas

Las cianobacterias presentan una importante
diversidad de formas. Difieren en su morfolo-
gia, estructura y funciones, y en su respuesta a
los estimulos medioambientales, (Skulberg et
al., 1993).

La forma y el tamafio celular juegan un
importante papel en su clasificacién. Las ciano-
bacterias unicelulares tienen formas esféricas,
ovoides o cilindricas y se reproducen por fision
binaria. Pueden aparecer en forma de células
aisladas o agregadas en colonias irregulares. La
morfologia de la colonia variara con los factores
de crecimiento medioambientales.

La filamentosa es tipica de un cierto nimero
de cianobacterias y sus repetidas divisiones
celulares dan lugar a una estructura multicelular
llamada tricoma siendo frecuente las variacio-
nes en la morfologia del mismo: recto, espirala-
do, etc. (Figura 9.1). Otras caracteristicas espe-
ciales incluyen: una diferenciacién de ciertas
células en heterocistos, estructuras fijadoras de
nitrégeno, y en acinetos, estructuras donde
almacenan sustancias de reserva (Figura 9.2).

Existen alrededor de unas 40 especies toxi-
génicas identificadas y los géneros mayormente
implicados en floraciones toxicas son: Ana-

Microcystis aeruginosa

Figura 9.1.

Aphanizomenon issatchenkoii

baena, Aphanizomenon, Microcystis, Nodularia,
Oscillatoria (Carpenter y Carmichael, 1995;
Holte et al., 1998).

Estudios de campo y trabajos de laboratorio
con cultivos de cianobacterias han revelado que
existen especies con variedades productoras de
toxinas y variedades no productoras, conside-
randose las toxinas como metabolitos secunda-
rios (Carmichael, 1992).

La presencia de especies toxigénicas se pro-
duce comuinmente entre el plancton de las aguas
fluviales, aunque se ha comprobado la existen-
cia de algunas cianobacterias plancténicas mari-
nas (Codd, 1998).

Cianotoxinas

Se han aislado y caracterizado diversas toxinas
producidas por cianobacterias, cuyos efectos
toxicos principales son: neurotdxicos, hepatot6-
xicos y dermatotdxicos (estos ultimos produci-
dos por cianobacterias marinas) (Sivonen,
1998).

Las toxinas producidas por las cianobacte-
rias pueden clasificarse de la siguiente manera:

— Hepatotoxinas: afectan principalmente al
higado. Son de estructura peptidica, diferen-
cidndose los siguientes tipos:

e Microcistinas (MC): se conocen més de 70
variantes, dependiendo de los aminoéaci-
dos que constituyan su estructura (Fastner

Anabaena circinalis

Morfologia de cianobacterias: unicelular y filamentosas (recta y espiralada).



Figura 9.2. Heterocistos y acinetos de un tricoma.

et al., 2002). Son heptapéptidos ciclicos
que contienen aminodcidos D y L. Se
caracterizan por sus dos aminodcidos D,
llamados N-metil-dihidroalanina (Mdha)
y acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-
10-fenildeca-4,6 dienoico (ADDA). Los
L-aminoécidos de las posiciones 2 y 4 son
variables y son los que diferencian unas
MC de otras (Figura 9.3) (Carmichael,
1992). En la posicién 2 los L-aminodcidos
mds comunes son, leucina (L), arginina (R)
y tirosina (Y). En la posicion 4 el aminoa-
cido més frecuente es arginina (R), seguida
de alanina (A), leucina (L), tirosina (Y),
homoarginina (Har), etc. (Sivonen, 1998).
Dichos aminoécidos en las posiciones 2 y
4 se identifican con un sufijo de dos letras;
por ejemplo MC-LR contiene leucina (L)
en la posicion 2 y arginina (R) en la posi-
cién 4. Las toxinas mds frecuentes en

MC-IR  MC-RR  MC-YR
R:Arg R:Arg R:Arg
R:leu R:Arg R:Tyr

Figura 9.3. Estructura general de las MC.
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| A: Acineto

H: Heterocisto

aguas naturales y de las que existen mads
estudios toxicolégicos son MC-LR, MC-
RR y MC-YR.

e Nodularinas: la mayor variacién estruc-

tural de estas hepatotoxinas ha sido
encontrada en la especie Nodularia spu-
migena. Su estructura es pentapeptidica
ciclica (Carmichael, 1992).

Cilindrospermopsinas: son alcaloides de la
guanidina, producida por Cylindrosper-
mopsis raciborskii (Sivonen, 1996) y actu-
an como inhibidores de la sintesis de pro-
teinas. Ademds de afectar al higado,
también ejercen su accién en el rifién, pul-
mon, glandulas adrenales e intestino.
Existen diversas variantes de esta toxina
(Codd et al., 1999a). El citocromo P-450
interviene en su metabolismo dando lugar
a metabolitos més potentes que la toxina
original (Carmichael, 1997).

COCH CHs
N CH;
O I
©)
NH
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CHs;
NH
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— Neurotoxinas: bloquean la neurotransmi-
sién y causan la muerte por una rapida paralisis
respiratoria (Sivonen, 1998). Son de estructura
alcaloide, diferenciandose varios tipos:

* anatoxina-a: especifica de cianobacterias.

» homoanatoxina-a: forma metilada de la
anterior. Ambas son agonistas colinérgicos
nicotinicos postsindpticos y agentes blo-
queantes neuromusculares.

* anatoxina-a (s): es guanidina-éster metil
fosfato y actia como inhibidora de coli-
nesterasas, especifica de cianobacterias. La
s de su nombre es debida a la hipersaliva-
ci6én que produce en mamiferos.

o saxitoxina: producida por algas marinas y
algunas cepas de Aphanizomenon flos-a-
quae.

* neosaxitoxina: también producida por
algas marinas. Estas dos tultimas actian
bloqueando los canales de sodio (Car-
michael,1994; Codd et al., 1999a).

— Lipopolisacaridos (LPS): las cianobacte-
rias contienen endotoxinas lipopolisacaridicas
en su envoltura celular. Los LPS procedentes de
cianobacterias han sido menos estudiados que
los producidos por bacterias heterotréficas, ya
que tienen bajos niveles de toxicidad. Los LPS
de Microcystis, en comparacién con los de
Salmonella, son 10 veces menos téxicos. La
exposicion a LPS procedentes de cianobacterias
aisladas o cultivadas ha causado una reduccion
en las actividades del glutatién soluble y micro-
somico en el pez cebra (Best et al., 2002).
Ademads, la exposicion a LPS de cianobacterias
ingeridos a través del agua de bebida, ha provo-
cado, mediante la produccion de angiotensina II
(AII), un aumento del consumo de agua por
parte de los peces expuestos, lo que parece
aumentar la tasa de exposicion a otras cianoto-
xinas e incluso a otros contaminantes presentes
en las aguas, como plaguicidas. Es necesario lle-
var a cabo nuevas investigaciones para determi-
nar el mecanismo de accién de estos LPS y los
posibles efectos de estas endotoxinas en otras
especies acuaticas y terrestres (Best et al., 2003).

Microcistinas en el medio
ambiente

A pesar de que en Europa se han detectado flo-
raciones de cianobacterias en numerosos paises
(Codd et al., 1999a; Pomati et al. 2000; Blom
et al., 2001), los estudios acerca de la toxicidad
de las floraciones en la regién Mediterranea no
son muy abundantes, a excepcion de las llevadas
a cabo en Portugal, Francia, Marruecos (Oudra
et al., 2001) y Espafia (Moreno et al., 2003a;
Moreno et al., 2004a).

Los primeros casos de floraciones téxicas se
detectaron a partir de los animales afectados tras
el consumo de aguas contaminadas y se estima
que la implicacion de estas microalgas en la pro-
duccién de intoxicaciones es superior a la espe-
rada inicialmente (Sivonen y Jones, 1999).

Las floraciones productoras de hepatotoxinas
son mas frecuentes a escala mundial que las de
neurotoxinas. Estas pueden presentarse como
resultado del aumento de la eutrofizacidn, gene-
ralmente de naturaleza antropogénica, de los
ecosistemas acudaticos (Mankiewicz et al., 2001).
Esto es cada vez mads frecuente, principalmente
en algunas regiones donde el crecimiento de la
actividad agricola e industrial ha sufrido un rapi-
do aumento, unido a que estos procesos no han
estado seguidos por un desarrollo adecuado de
los tratamientos de aguas residuales (Azevedo ef
al.,2002). Algunos autores sugieren que es posi-
ble que todas las reservas de agua a escala mun-
dial puedan tener cianobacterias en un momen-
to dado (Sivonen, 1996; Fastner et al., 1999;
Mankiewicz et al., 2001).

1. Distribucién de las toxinas en las
reservas de agua dulce

Las floraciones de cianobacterias se estan con-
virtiendo en un importante problema en la cali-
dad del agua en muchos paises del mundo (Park
y Watanabe, 1996) debido a la produccién de
hepatotoxinas y neurotoxinas que las convierten
en un riesgo para la salud, tanto para humanos



como para diversas especies animales (Premazzi
et al., 1993; Falconer et al., 1994; Pouria et al.,
1998; Jochimsen et al., 1998; Singh et al., 1999;
Chorus et al., 2000) tras ingestion de las células
intactas de cianobacterias o bien de MC extra-
celulares (Yu, 1989; Penaloza et al., 1990;
Andersen et al., 1993; Carmichael y Falconer,
1993; Rodger et al., 2003; Jochimsen et al., 1998;
Zimba et al., 2001) ya que estas son liberadas al
agua tras la ruptura celular (Li et al., 2003).

La poblacién de cianobacterias puede estar
dominada por una tunica especie o estar com-
puesta por varias, algunas de la cuales pueden
ser no toxicas. Incluso en una floracién consti-
tuida por una Unica especie, pueden existir varie-
dades toxicas y no toxicas; también puede ser que
una de las variedades sea mucho mads téxica
que las otras, siendo necesario el aislamiento en
cultivo de las variedades de cianobacterias para
confirmar su toxicidad (Sivonen y Jones, 1999).

La produccién de MC por las especies Micro-
cystis viridis y Microcystis aeruginosa estd des-
crita en todo el mundo. Se ha observado una fuer-
te correlacion estadistica entre la abundancia de
M. aeruginosa y la concentracién de MC-LR, por
lo que la presencia de dicha alga puede emplearse
como indicador de la presencia potencial de MC-
LR en las muestras analizadas (Kotak et al., 1994).

Otras especies como Anabaena sp. Oscilla-
toria agardhii, Oscillatoria rubescens y Nostoc
se han descrito como productoras de MC local-
mente (Sivonen y Jones, 1999).

Las concentraciones de MC-LR intracelula-
res son usualmente superiores a las encontradas
disueltas en agua (Kotak et al., 1994). Los nive-
les de MC extracelulares se ven afectados por la
propia descomposicién de las algas, que se pro-
duce bajo condiciones aerébicas y en oscuridad;
tras la ruptura de las células se produce una libe-
racion de toxinas al agua, aumentando de forma
considerable los niveles extracelulares de estas
(Tsuji et al., 1996). Se ha comprobado que
estas toxinas permanecen frecuentemente en los
suministros de agua de consumo ptblico, supo-
niendo un grave riesgo para la salud humana (Li
et al., 2003) ya que pueden causar efectos toxi-
cos tanto agudos como crénicos.
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En funcién de los distintos estudios toxicol6-
gicos existentes hasta ahora se han establecido
diversos limites de seguridad para MC en aguas.
La OMS ha adoptado (WHO, 1998) un valor
guia provisional de 1,0 pg/L de MC-LR en aguas
de bebida, comprendiendo tanto las MC intra
como las extracelulares, cuando la exposicion sea
a corto plazo. Se propuso asimismo un nivel de
seguridad en aguas de 0,1pg/L de MC cuando la
exposicion sea a largo plazo. Incluso, Ueno et al.
proponen un valor guia de seguridad en aguas,
para exposiciones a largo plazo, de tan solo 0,01
pg/L de MC basdndose en la posible correlacién
entre la incidencia de cancer primario hepatico en
algunas zonas de China y la presencia de MC
en rios, lagos, etc. (Ueno et al., 1996).

En la mayoria de los paises europeos, los
organismos responsables del abastecimiento de
agua potable y las agencias de medio ambiente
han incluido planes de vigilancia y control de cia-
nobacterias y sus toxinas, con el objeto de asegu-
rar la calidad del suministro de las aguas pota-
bles y evitar intoxicaciones. En algunos paises
como Gran Bretafia, cuentan con legislaciéon y
métodos normalizados; en Espaiia la legislacion
referente a los niveles de MC en aguas, viene
recogida en el Real Decreto 140/2003, de 7 de
febrero, por el que se establecen los criterios
sanitarios de la calidad del agua de consumo
humano. En él se establece el limite de 1 ng/L de
MC-LR en dichas aguas, siendo obligatoria la
determinacién de este pardmetro cuando existan
sospechas de eutrofizacion en las aguas de cap-
tacion, teniéndose que realizar la determinacién
de MC a la salida de la Estacion de Tratamiento
de Agua Potable (ETAP), o en el depdsito de
cabecera. Este Real Decreto traspone al ordena-
miento juridico espafiol la Directiva 98/83/CE
(de 3 de noviembre de 1998) la cual, sin embar-
g0, no hace referencia a los niveles de MC.

2. Factores que influyen en la
formacién de las tloraciones

Es necesario el estudio de la influencia de diversos
factores ambientales para poder llegar a prevenir
la aparicion de las floraciones (Mur et al., 1999).
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Las reservas de agua tienen sus propias
poblaciones de cianobacterias en cualquier
estacion del afio. La duracién de las floracio-
nes de las cianobacterias depende de las con-
diciones climaticas de la regién. En zonas tem-
pladas la presencia de cianobacterias es mas
frecuente al final del verano y principios del
otoflo y suelen permanecer de 2 a 4 meses. En
regiones mas mediterraneas o con climas sub-
tropicales, las floraciones empiezan antes y
persisten mds tiempo. La predominancia de
una u otra floracién depende no solo del clima,
sino también de las condiciones geoquimicas
especi-ficas del medio acudtico (Sivonen y
Jones, 1999).

La descomposiciéon de las floraciones se
produce como resultado de la disminucién de
la intensidad de luz y la desestabilizaciéon de la
columna de agua; posteriormente las toxinas
son liberadas al agua y entran en contacto con
cualquier organismo asociado a las mismas. La
concentracion de toxinas extracelulares medidas
al final de las floraciones es muy inferior (< 4
pg/L) a la concentracién intracelular de estas
toxinas (Park et al., 1998).

La produccién de toxinas parece variar
segln las estaciones del afio, probablemente
debido a la propia variabilidad de los factores
iniciadores y controladores de dicha produc-
cién. Los niveles mds altos de MC se observan
durante los periodos de mitad de verano, cuan-
do las radiaciones de luz son mas fuertes y las
columnas de agua son mds estables, favorecién-
dose en estas condiciones la produccién de las
toxinas. Aun asi, los maximos de concentracion
de MC no siempre coinciden con una elevada
biomasa de cianobacterias. La toxicidad por
unidad de peso seco varia tanto semanal como
anualmente, por lo que se cree que a veces hay
factores atin desconocidos que controlan la pro-
duccién de toxinas (Chistoffersen, 1996). Las
condiciones ambientales pueden inducir cam-
bios en la toxicidad o en la concentracién de
toxinas, lo que supone generalmente un factor
multiplicativo de tres o cuatro (Sivonen y
Jones, 1999).

3. Efectividad de diversos
procedimientos de tratamientos
de agua

El control de las cianobacterias y la liberacion de
MC al agua de consumo son del maximo interés
y objeto de continuos estudios, debido al peligro
que estas constituyen para la salud humana.

El primer paso de control lo constituiria la
prevencién de la eutrofizacidn; la siguiente
etapa seria la inclusién de técnicas de ingenieria
que fueran capaces de alterar las condiciones
hidrofisiol6gicas del agua para asi disminuir el
crecimiento de las cianobacterias. El paso final
en la resolucién del problema de las cianobacte-
rias y sus toxinas es el tratamiento de las aguas.

Las técnicas mds inmediatas para el control
de la calidad del agua son la filtracion y el trata-
miento con alguicidas, utilizados como medida
de emergencia en el control de las cianobacte-
rias, para asi garantizar la salud publica
(Hrudey, et al., 1999; Hoeger et al., 2004).

La inhibicién del crecimiento de Microcystis
aeruginosa o la destruccién de sus toxinas pro-
ducidas se puede llevar a cabo por una serie de
tratamientos sobre el agua potable: irradiacién
ultravioleta, carbon activo, tratamiento con
alguicidas, membranas de filtracion, 6smosis
reversa, filtros domésticos, sulfato de cobre, clo-
ruro férrico, cloro, permanganato, peréxido de
hidrégeno, ozono y oxidacién fotocatalitica uti-
lizando TiO, (Moreno et al., 2003b).

Se considera que los tratamientos que
emplean carbon activo o la ozonizacién son los
mas efectivos en la destruccion de MC (Lambert
et al., 1996; Lawton y Robertson, 1999).

Fuentes de exposicion

Las cianobacterias representan un peligro para
las poblaciones que estan expuestas a ellas a tra-
vés del agua de bebida y de alimentos contami-
nados. Se han producido brotes de hepatoenteri-
tis a través del agua de bebida procedente de



depdsitos tratados con cloro en los que se ha
inducido, de forma natural o mediante la adicién
de cobre, la lisis de la célula y la liberacién de
las toxinas (Pietsch et al., 2001).

La exposicién a aguas contaminadas con MC
mientras se realizan actividades recreativas, ha
llegado a producir desde hepatoenteritis y neu-
monia hasta irritaciones cutdneas y gastroenteri-
tis (Beausse et al., 2003).
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Se han dado casos letales de pacientes some-
tidos a didlisis, debido a que el agua utilizada
para el tratamiento procedia de un depésito con-
taminado por cianobacterias (Carmichael et al.,
2001; Azevedo et al., 2002).

La identificacién del peligro por MC, ha sido
ampliamente estudiada en las aguas recreacio-
nales y de bebida. Estas y otras fuentes de expo-
sicion se resumen en la Tabla 9.1.

Tabla 9.1.  Vias de exposicion a las MC (Codd, 1988).
Via de Exposicién/actividad Ejemplo Referencias
exposicion
Agua de Ingestién accidental de flora-  1992-1994, Haymen y Fusui, China: personas que bebian de Harada et al.,
bebida ciones en agua sin trafar. determinados pozos y acequias contaminados con MC tenian 1996

Ingestién de células de ciano-
bacterias o MC libres en
aguas sin tratar o tratadas
ineficazmente.

una incidencia mayor de carcinoma hepdtico que el resto de per-
sonas que bebian de otras fuentes de agua no confaminadas.
EE UU y Australia: se han producido casos de intoxicacion
aguda y efectos crénicos en personas que consumieron agua
del suministro municipal después de haber sido tratada con sul-
fato de cobre, lo que produjo la lisis de las cianobacterias y la
liberacién masiva de las toxinas.

Ueno et al., 1996

Carmichael,
1996

Piel y mucosas

Contacto directo con flora-
ciones o MC libres en activi-
dades recreativas, de traba-
io, bafio o ducha.

Uno de los primeros casos que se conocen sobre la implicacion
de las cianobacterias en las reacciones alérgicas humanas se
desarrollé con sintomas de asma, fiebre del heno, irritacién de la
piel y oidos y conjuntivitis, en personas que practicaban el bafio
en un lago en el que existian floraciones de cianobacterias.

El contacto con altos niveles de cianobacterias mientras se rea-
lizan actividades acuéticas constituye un alto riesgo para el
hombre.

Bell y Codd,
1994

Carmichael,
1996

1996, Caruaru, Brasil: 116 de 130 pacientes de un centro de
didlisis sufrieron una serie de sintomas asociados a su trata-
miento de didlisis tales como néuseas y vémitos; de estos, 26
murieron debido a un fallo hepdtico agudo.

Jochimsen et al.,
1998

Es una ruta minoritaria que se produce principalmente a través
de la préctica de duchas con aguas contaminadas.

Estudios realizados en animales de laboratorio han confirmado
que los efectos por esta via son similares a los observados por

Carmichael,
1996

Bell y Codd,
1994.

Hemodidlisis  Contacto con MC durante el
tratamiento con hemodidlisis.
Inhalacion En la ducha, en précticas de
trabajo y deportes acuéticos.

via i.p.
Alimentos Pescados y moluscos conta-

contaminados

minados.

Plantas (legumbres y hortali-
zas) en las que se acumulan
las MC debido a irrigaciones
con aguas contaminadas.

Los peces se ven afectados por la presencia de MC en su medio
acudtico.

La lechuga salada (Lactuca sativa) retiene MC tras ser regada
con agua contaminada con cianobacterias, por irrigacién en
spray durante su crecimiento.

La MC-IR inhibe la fotosintesis del haba francesa (Phaseolus
wulgarys) cuando se irrigan en spray con agua contaminada
con dicha toxina.

Bury et al., 1995
Codd et al., 1999

Toshihiko et al.,
1996
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Las cianobacterias como
complemento alimentario

A lo largo de la historia las algas han sido fuen-
te de alimentacién y de tratamiento para ciertas
enfermedades. Actualmente, diversas microal-
gas verde azuladas como las cianobacterias, se
estan empleando en Estados Unidos, Canada y
Europa como suplementos alimentarios, adi-
tivos farmacéuticos e incluso como alimento
animal y humano (Gilroy et al., 2000; Chamorro
et al.,2002).

El género de cianobacteria mas habitualmen-
te empleado para estos fines ha sido Spirulina,
destacando las especies S. platensis 'y S. maxima
(Chernova et al., 2002; Kanlayakrit et al.,
2003). Se consumen como fuente de proteinas,
carbohidratos y microelementos, ademas de
complemento energético (Gilroy et al., 2000;
Chernova et al., 2002). Otro género empleado
con el mismo fin y que tuvo mucho auge a par-
tir de los afios 80 fue Aphanizomenon, concreta-
mente, A. flos-aquae. Uno de los problemas del
empleo de esta especie como suplemento ali-
mentario es la coexistencia con la especie de
cianobacteria téxica M. aeruginosa, pudiendo
contaminarse con MC (Carmichael et al., 2000).

Estudios realizados en productos comerciali-
zados (pildoras, cdpsulas, polvos), constituidos
por Aphanizomenon y Spirulina, revelaron la
existencia de estas toxinas en cantidades varia-
bles entre 0,5 y 35 pg/g MC (Lawrence et al.,
2001), superando el limite establecido por la
Divisién de Salud de Oregén de 1 pg/g de MC
en productos alimentarios que contengan ciano-
bacterias (Gilroy et al., 2000).

Estos complementos alimentarios obtenidos
a partir de microalgas verde azuladas pueden
estar contaminados por otras especies potencial-
mente toxicas, distintas a M. aeruginosa, pro-
ductoras también de otro tipo de cianotoxinas,
como son las anatoxinas. Este hecho se compro-
bo realizando un estudio de algunos suplementos
alimentarios en cuya composicion predominaban
las cianobacterias, detectandose homoanatoxi-

na-a y anatoxina-a junto con sus productos de
degradacioén (Draisci et al., 2001). Estos resulta-
dos apuntan hacia el posible peligro para la
salud humana asociado al consumo de este tipo
de suplementos alimentarios.

Acumulaciéon de microcistinas
en alimentos

Existe un interés creciente por conocer la conta-
minacién de productos agricolas y alimentos de
origen animal con toxinas producidas por ciano-
bacterias. A pesar del amplio niimero de estu-
dios realizados en relacion a los efectos toxicos
producidos a corto y a largo plazo por estas toxi-
nas, los trabajos realizados relativos al consumo
créonico de productos agricolas contaminados
con las mismas son escasos (Orr et al., 2003).
Tanto en alimentos de origen vegetal como ani-
mal, se ha comprobado la retencién y acumula-
cion de MC, constituyendo por tanto, un peligro
potencial para la salud humana.

1. Acumulacién de MC en haba
francesa (Phaseolus vulgaris) tras
riego por aspersion

La practica de utilizar el agua de lagos y rios
para el riego de cultivos agricolas es muy
comun, pero a veces estas aguas pueden estar
contaminadas con floraciones de cianobacterias,
las cuales en una alta proporcién son capaces de
producir MC, que tras ser liberadas por lisis
celular se pueden transferir a las plantas someti-
das a este riego.

En un estudio realizado por Abe et al., (1996)
se observo la influencia del riego con agua con-
taminada a distintas concentraciones de MC-
LR, sobre el crecimiento del haba francesa,
comprobandose que a las concentraciones mas
bajas (10 pg/L) se producia una inhibicién de la
capacidad fotosintética de Phaseolus vulgaris,
mientras que a concentraciones mas elevadas
(20pg/L) los dafios eran irreversibles.



Con este estudio se llegé a la conclusion de
que el peligro que representan las MC para la
salud humana y animal era manifiesto y que se
debian llevar a cabo estudios mds precisos de
acumulacion de estas toxinas en alimentos rega-
dos por aspersion.

2. Acumulacién de MC en la lechuga
(Lactuca Sativa) tras riego por
aspersion

Siguiendo los estudios de la posible acumula-
cion de las MC en cultivos regados por asper-
sién con aguas contaminadas con cianobacte-
rias, Codd et al., (1999b) observaron los efectos
producidos en lechugas regadas con aguas que
contenian colonias de M. aeruginosa producto-
ras de MC detectadas al microscopio en diferen-
tes zonas (parte externa, media e interna de la
lechuga). Mediante inmunoensayo se comprob6
que en las hojas internas se producia la mayor
acumulacioén de toxinas. Se concluyd, asimismo,
que son necesarias mas investigaciones en este
campo para poder tomar medidas preventivas
para el uso racional de este tipo de aguas en el
riego de cultivos agricolas y en el consumo
humano de dichos cultivos.

3. Acumulacién de MC en diferentes
tejidos de plantas

Se estudiaron asimismo los efectos t6xicos pro-
ducidos por exposicion a MC-RR en plantas
superiores (Lemna minor), por Weiss et al.,
(2000) comprobdndose que concentraciones
superiores a 3 mg/L de esta toxina producian
malformaciones en la planta, disminucion del
16% de su capacidad fotosintética y del 50%
del contenido de carotenoides.

Para confirmar los resultados obtenidos por
estos y otros investigadores, McElhiney et al.,
(2001), estudiaron los efectos inhibidores del
crecimiento y la toxicidad acumulada en los teji-
dos de tres especies diferentes de plantas, la
patata (Solanum tuberosum), semillas de la mos-
taza (Synapis alba) y en el haba francesa (Pha-
seolus vulgaris).
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Las conclusiones que obtuvieron, fueron las
siguientes:

* MC-LR inhibio6 el crecimiento de la patata
a una concentracién de 0,005pg/cm’.

e MC-LR, -RR y -LF inhibieron el creci-
miento de las semillas de mostaza con
valores de inhibicién del crecimiento
medio (Glsp) de 1,9; 1,6 y 7,7 pg/mL, res-
pectivamente.

 El crecimiento del haba francesa se inhibio
en un 30% en presencia de MC-LR.

 En todos los tejidos de estas plantas fueron
detectadas estas toxinas, lo cual tiene
importantes implicaciones, por su posible
transferencia a través de la cadena alimen-
taria.

4. Acumulacién de MC en colza
(Brassica napus L.) y en arroz
(Oryza sativa L.)

En un estudio llevado a cabo por Chen et al.,
(2004) se confirmaron los resultados obtenidos
por otros autores, observindose inhibicién del
crecimiento y del desarrollo de estas dos plantas
(arroz y colza), siendo mas pronunciada esta
inhibicion en la colza. Ademas, detectaron un
aumento del estrés oxidativo a través de la deter-
minacién de las actividades enzimadticas supero-
xido dismutasa y peroxidasa.

Las MC fueron detectadas por técnica de
ELISA en los extractos de las semillas de ambas
plantas, ratificando los posibles riesgos para la
salud derivados del consumo de plantas expues-
tas a MC por las aguas de riego.

5. Contaminacién de leche de ganado
alimentado con aguas contaminadas
con MC.

Se analiz6 el contenido en MC de la leche pro-
porcionada por ganado expuesto a estas toxinas,
a través del agua de bebida. Considerando que el
ganado bebia entre 70 y 80 L de agua al dia,
contaminada con 1 x 10° células/mL de la espe-
cie toxica M. aeruginosa, se llegd a la conclu-
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sién de que los niveles detectados en la leche
eran tres veces inferiores a la concentracion con-
siderada como problemdtica para este alimento
(0,86 pg/L) la cual se calcula, segiin la OMS,
teniendo en cuenta la ingesta diaria tolerable de
MC y el consumo diario de leche per capita (Orr
etal.,2001).

En un estudio posterior se comprobé que los
niveles de MC en leches procedentes de ganado
expuesto a MC eran tan pequefios (< 0,2 pg/L),
que después de la digestién gastrointestinal se
puede producir la degradacién o bien una modi-
ficacion sustancial de estas cianotoxinas, como
para poder justificar su baja toxicidad (Feitz et
al. 2002). En relacién con las posibles altera-
ciones que puedan sufrir tras el proceso de
digestion gastrointestinal, hemos comprobado
(Moreno et al., 2004b) que en ensayos de diges-
tion in vitro, diferentes MC como MC-LR, MC-
RR y MC-YR pueden sufrir procesos de degra-
dacién fundamentalmente gastrica, en un
porcentaje que oscila entre 30-64%, siendo MC-
RR la toxina mds sensible. Este hecho explicaria
en parte la diferente toxicidad de las MC cuando
se administran por via oral o via intraperitoneal
en diversas especies animales. Esto repercute en
la dosis real del compuesto téxico que llega al
organo diana, y consecuentemente, en el riesgo
derivado de la exposicién humana a este tipo de
compuestos por via oral, tras consumo de aguas
y alimentos contaminados.

6. Contaminacién de los tejidos de
ganado y animales acuaticos

Los humanos pueden estar expuestos también a
estas toxinas a través del consumo de musculo
de animales (ganado, peces y moluscos) que
hayan estado en contacto con aguas contamina-
das por cianobacterias téxicas.

Uno de los primeros estudios que trataba
de estimar la acumulacién de MC en tejidos de
peces y mejillones fue llevado a cabo por
Watanabe et al., (1997). Los mejillones (Unio
douglasiae y Anodontoa woodiana) y peces
(Cyprinus carpio, Carassius carassius y Hypome-
sius transpacificus) estudiados procedian de un

lago en el que eran habituales las floraciones
masivas de Microcystis. Los autores trataron de
relacionar la aparicién de estas floraciones
potencialmente toxicas con la presencia de toxi-
nas en los tejidos y 6rganos de los peces y meji-
llones expuestos. La identificacion de las toxinas
se hizo mediante cromatografia liquida asociada
a un detector de masas Frit FAB. Se detectd la
presencia de MC-LR y MC-RR en los mejillones
ensayados, aunque no se lograron identificar en
los tejidos de los peces estudiados.

A lo largo de los afios los métodos de extrac-
cién e identificaciéon han ido mejorando y los
estudios de acumulacién de toxinas en peces han
ido progresando, con el objeto de poder deter-
minar pequefias concentraciones de estas toxi-
nas y evaluar el riesgo toxico de su consumo
(Lawrence y Menard, 2001). Asi, en posteriores
estudios, como el llevado a cabo por Magalhaes
et al., (2001) se lleg6 a la conclusion de que las
MC se pueden acumular en los tejidos de peces
que posteriormente pueden ser utilizados para
consumo humano. Se realiz6 un estudio durante
tres afios y se demostro la bioacumulacion de las
MC en musculos y diversos 6rganos de Tilapia
rendalli, incluso en periodos donde la densidad
de cianobacterias en agua era muy baja. Los
niveles encontrados fueron muy cercanos al
limite recomendado para el consumo humano
(0,04 pg/kg).

Otra posibilidad de exposicion humana a las
MC resulta del consumo de ganado intoxicado y
en esta direccion Orr et al., (2003) estudiaron
en ganado vacuno su acumulacion tras la admi-
nistracion de Microcystis aeruginosa a través
del agua de bebida durante 28 dias. Mediante la
técnica de ELISA, se detectaron concentracio-
nes de 0,92 pg MC equivalente/g en higado,
mientras que en sangre no se detectaron niveles
de toxinas, al menos superiores al limite de
deteccion de esta técnica. Se concluy6 que el
consumo por parte del hombre de ganado vacu-
no que haya estado expuesto a concentraciones
aproximadas de 1 x 10° células por mL de Micro-
cystis aeruginosa, a través del agua de bebida, no
entrafia riesgo para la salud humana segtin las
directrices de la OMS.



Efectos toxicos

Los sintomas asociados a las intoxicaciones pro-
ducidas por MC por contacto o ingestion de las
mismas son: gastroenteritis, irritacion de la piel,
episodios alérgicos, dolores musculares y daiio
renal y hepatico. Estos incidentes se producen
tras una Unica exposicién o un periodo muy
corto de contacto a las toxinas (Carmichael et al.,
2001; Bothaa et al., 2004).

La consecuencia fundamental tras una expo-
sicidn repetida a MC durante un periodo largo
de tiempo es que pueden conducir a la aparicién
de céancer primario de higado (Codd, 1998;
Codd et al., 1999a).

1. Efectos agudos

Debido al rechazo del puiblico a beber agua con-
taminada con cianobacterias por el mal olor y
sabor producidos por estas, no se han llegado a
producir grandes fatalidades como resultado de
la exposicion a las MC, a excepcion de las into-
xicaciones fatales ocurridas en 1996 en el centro
de didlisis de Caruaru, Brasil, en el que murie-
ron 76 pacientes debido a la contaminacién por

Tabla 9.2.
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MC del agua utilizada para la didlisis (Jochim-
sen et al., 1998; Pouria et al., 1998; Carmichel
et al.,2001; Azevedo et al., 2002).

Los sintomas principales que presentan las
personas que han estado en contacto con las toxi-
nas son: irritaciones de la piel y de los ojos, epi-
sodios alérgicos, fatiga, mareos y gastroenteritis
agudas (Carmichael, 1996; Carmichael et al.,
2001).

En la siguiente tabla (Tabla 9.2), resumimos
estos efectos.

2. Efectos crénicos

Uno de los peligros potenciales de las MC para
la salud humana es su actividad promotora de
tumores tras el contacto con la piel durante el
bafio o tras una exposicioén prolongada a niveles
subcrénicos y crénicos de estas toxinas en el
agua de bebida y posibles alimentos contamina-
dos tras ser regados por aspersion (Bell y Codd,
1994).

Se ha estudiado la posible relaciéon entre la
exposicion crénica a estas toxinas mediante el
agua de bebida y una mayor incidencia de can-
cer hepdtico en humanos (Fujiki et al., 1996).
Diferentes estudios han demostrado que la dis-

Efectos téxicos agudos por exposicién a microcistinas.

Lugar de accién

Sintomas y efectos

Referencias

Piel, ojos, oidos y boca

Sintomas: irritacién ocular, de oidos y de la piel, con descamacién, erupcionesy Bell y Codd, 1994
aparicién de ampollas en la piel y en la boca.

Carmichael, 1996

Higado Hepatoenteritis con hepatomegalia y dolor abdominal. Bell y Codd, 1994
Elevados niveles de enzimas hepéticas en suero. Carmichcel, 1996

Falconer, 1999

Rifidn Dafio en el rifién, acompaiiado de pérdida de electrolitos, glucosa, cetonas y Falconer, 1999

sangre en la orina. Deshidratacion.

Tracto digestivo

Gastroenteritis con dolor abdominal, diarrea, vémitos y nduseas.

Jochimsen et al., 1998
Bell y Codd, 1994
Carmichael, 1996

Tracto respiratorio

Dolor de garganta, tos seca, neumonia atipica.

Carmichael, 1996

Otros lugares de accién  Reacciones alérgicas con sintomas de asma y fiebre del heno. Incremento de los Bell y Codd, 1994

niveles de Ig E.
Dolor de cabeza, mareos y letargo.

Carmichael, 1996
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tribucién de carcinoma hepatocelular varia geo-
graficamente, de forma que se ha constatado que
en las aguas superficiales del sur de China,
donde las floraciones de cianobacterias son muy
abundantes, la incidencia del hepatocarcinoma
ha sido mayor (Kuiper-Goodman et al., 1999;
Zhao et al., 2003). Estudios realizados en
Haimen y Fusui (China), 4dreas endémicas de
cancer primario de higado (PLC), cuyos indices
de mortalidad entre 1981 y 1984 fueron de
100,13; 91,00 y 4,28 por 100.000 habitantes, los
cuales se abastecian de agua de rio, pozos o
manantiales, han demostrado que las MC cons-
tituyen un factor de riesgo en la alta incidencia
de PLC en China (Ueno et al., 1996). Estudios
similares de monitorizaciéon de MC, llevados a
cabo en la misma zona durante los afios 1992-
1994, confirmaron el hecho de que los habitan-
tes de estas ciudades que bebian aguas contami-
nadas tenfan un indice de mortalidad por PLC
mayor que los que se abastecian de aguas no
contaminadas (Harada et al., 1996).

Con el reconocimiento de las MC como pro-
motoras de PLC en China, se iniciaron progra-
mas de construcciéon de embalses con la finali-
dad de conseguir que el 80% de la poblacién de
las zonas afectadas cambiaran su fuente de abas-
tecimiento de agua por la de estos embalses no
contaminados, comprobédndose que tras la inclu-
sién de esta medida la incidencia de PLC ha
decaido considerablemente (Falconer ef al.,
1999).

A pesar de estos hechos, las MC no han sido
clasificadas auin por la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC).

2.1. Carcinogénesis

En conexién con el apartado anterior, el meca-
nismo de induccién de esta carcinogénesis por
parte de las MC puede ser el siguiente:

Algunos compuestos quimicos pueden iniciar
procesos cancerigenos (normalmente dafiando
el ADN); otros tipos de compuestos, sin embar-
g0, son capaces de promover la aparicién de
cancer una vez que los iniciadores han actuado.
Las MC han sido investigadas por su capacidad

promotora tumoral (Kuiper-Goodman et al.,
1999), compardndose su estructura y mecanis-
mo de accién con la del acido okadaico, una
toxina obtenida de los dinoflagelados marinos,
con una potente actividad promotora de tumo-
res. La estructura molecular de las MC es simi-
lar a la cavidad flexible de dicho acido, siendo
ambos tipos de toxinas hepatotdxicas. Las MC
inhiben la unién del acido okadaico a su recep-
tor, sugiriéndose que la toxicidad de las MC
puede ser inducida por un mecanismo similar al
del acido, mostrando actividades bioquimicas
similares. Ademads, las MC penetran facilmente
en los cultivos primarios de hepatocitos, donde
hay una retencién a largo plazo de las toxinas,
de la misma forma que el 4cido okadaico y como
él inhiben las fosfatasas de proteina 1 y 2A (PP-
1y PP-2A) (Bell y Codd, 1994) (Fujuki et al.,
1996). Las fosfatasas de proteinas PP-1 y PP-2A
tienen una importante funcién reguladora, ya
que mantienen la homeostasis en las células, de
forma que su inhibicién permite un aumento en
la fosforilacién de proteinas (Fujuki et al., 1996)
(Kuiper-Goodman et al., 1999). En las cé€lulas
hepaticas, los filamentos intermedios del citoes-
queleto, al estar hiperfosforilados, provocan dis-
rupcién celular (Kuiper-Goodman et al., 1999) y
cambios en su morfologia (Fujuki et al., 1996).
Por todo ello se piensa que los pasos en la pro-
mocién tumoral de las MC son similares a los del
acido okadaico (Bell y Codd, 1994); (Fujuki et
al., 1996). El mecanismo de accién por el que se
produce esta promocién tumoral se detalla en el
Apartado 1 de Mecanismos (inhibicién de las
fosfatasas de proteinas).

2.2. Mutageénesis y teratogénesis

Dentro de los efectos que se producen a largo
plazo por la exposicion repetida a las MC, son
de particular interés su capacidad mutagénica y
teratogénica.

En estudios realizados administrando MC
purificadas o extractos de algas por via oral en
ratas durante 6 meses se observé un incremento
de las aberraciones de la metafase de los cromo-
somas.



La administracién via i.p. de extractos de
algas a ratas prefiadas, produjo un incremento
en la muerte de los fetos, presentando estos
hemorragias internas y teratogenicidad media.

Tras la administracién por via oral de extrac-
tos de algas en el agua de bebida a ratones, no se
observaron efectos sobre la fertilidad, mortalidad
del embrién o teratogenicidad. Sin embargo, los
higados de los ratones intoxicados presentaron
dafios dosis-dependientes (Falconer et al., 1988).

Otros estudios revelaron que tras la adminis-
tracion por via oral de distintas dosis de MC-LR
en ratones prefiados, solo a la dosis mds elevada
(20 pg/kg) se observo toxicidad materna y muer-
te, produciéndose un retraso en el peso del feto
y una osificacién del esqueleto, aunque no se
produjeron efectos letales en los fetos (Kuiper-
Goodman et al., 1999).

Mecanismo de accién

La mayoria de los estudios existentes de toxici-
dad aguda con MC revelan que son toxinas pri-
mariamente hepatotoxicas en mamiferos y
peces, encontrandose cambios en la estructura
celular y alteraciones bioquimicas séricas, indi-
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cadoras del dafio hepético (Fawell et al., 1999;
Fischer et al., 2000). Estas toxinas son captadas
fundamentalmente por un transportador especi-
fico de sales biliares localizado en el hepatocito
(Runnegar et al., 1995). Se acepta que a nivel
subcelular son inhibidores especificos de las
fosfatasas de proteinas tipo 1 (PP1) y tipo 2A
(PP2A), las cuales regulan multitud de procesos
bioldgicos. Esta inhibicién causa un aumento en
la fosforilacién de las proteinas celulares que
activa la cascada de las caspasas, desencadenan-
dose el proceso de apoptosis con la consecuente
muerte celular (Figura 9.4) (Yoshida et al., 1997;
Hooser et al., 2000).

Las células diana de las MC son fundamen-
talmente hepatocitos y macréfagos. Los estudios
del mecanismo de absorcién celular de las MC
por diferentes células, como eritrocitos huma-
nos, células de hepatocarcinoma humano Hep
G2, lineas celulares de neuroblastoma humano
SH-SYS5Y, fibroblastos de ratén (3T3) y hepato-
citos aislados de rata, utilizando dihidromicro-
cistinas radiomarcadas, revelan que se produce
una captacion especifica de estas solo en los
hepatocitos, siendo la absorcidn despreciable en
los otros tipos celulares. Este mecanismo de
entrada explicaria la especificidad hepética de las
MC (Kaya, 1996).

MICROCISTINAS

Inhibicién de proteinas

PAF (?)

fosfatasas

Hiperfosforilacién

Déficit de glutation

Acido araquidénico

Ciclooxigenasa

TXA, =+ PGI,

Cambios citoesqueleto Cascada caspasas | Estrés oxidativo | | |
| i Daiio oxidati
Cambios estructurales de no oxidaivo TXB, 6é-cetoPGF,,

la membrana I

Disminucién tamaiio celular
Condensacién cromatina

Redistribucién de orgéanulos

Figura 9.4. Mecanismos de accién toxica de las MC.

Muerte celular
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1. Inhibicién de fosfatasas de proteinas

Los niveles de proteinas fosforiladas dependen
de las actividades relativas de las proteinas qui-
nasas y de las fosfatasas de proteinas.

Las MC son potentes inhibidores de las fos-
fatasas de proteinas: la MC-LR inhibe de forma
altamente especifica las fosfatasas de proteinas
tipo 1 (PP1) y tipo 2-A (PP2A) (MacKintosh et
al., 1990).

Se considera que la interaccidn con las fosfa-
tasas de proteinas ocurre en dos etapas:

e En una primera etapa existe una unién
rapida reversible que conduce a una inhibi-
cion nanomolar de la actividad catalitica,

* Y en una segunda, que tarda un periodo de
horas en producirse, se establece un enlace
covalente entre el residuo de N-Metil-
dehidroalanina (Mdha) de las MC y las
posiciones nucleofilicas de las enzimas, lle-
gandose a una inactivacion irreversible pue-
den detectar dichas uniones covalentes in
vitro e in vivo (Craig et al., 1996; Runnegar
et al., 1995; Williams et al., 1997).

Esta inhibicién rompe el equilibrio entre
enzimas, observandose un aumento de la fosfo-
rilacién de proteinas (Carmichael, 1992, 1994).
Se cree que, a consecuencia de los cambios en la
fosforilacién de proteinas, pueden ocurrir los
siguientes efectos:

» Reorganizacion del citoesqueleto (afecta a
la organizacién de los microfilamentos,
filamentos intermedios y microtibulos)
tanto en hepatocitos, como en otras lineas
celulares, tales como células renales y
fibroblastos. Los efectos observados son
similares para los tres tipos de células fun-
damentalmente estudiadas: los microfila-
mentos de actina son igual de resistentes
para los tres. En fibroblastos y algunos
hepatocitos se afectan antes los filamentos
intermedios, como vicentina y citoquera-
tina, que los microtibulos; sin embargo, la
mayoria de los hepatocitos sufren una alte-
racién de la estructura de los microtibulos

primero, posteriormente se afectan los fila-
mentos intermedios, y por dltimo los micro-
filamentos, por lo que se considera que
hay dos sitios de fosforilacién que provo-
can alteraciones en el citoesqueleto
(Wickstrom et al., 1995). Los cambios en
los microfilamentos incluyen una agrega-
cion inicial de la actina (Carmichael, 1997).
» La division celular deja de estar regulada,
lo que conduce a la proliferacién de la acti-
vidad tumoral. Esto se debe a que las fosfa-
tasas de proteinas juegan un papel regula-
dor importante en el mantenimiento de la
homeostasis de las células, de forma que su
inhibicién puede conducir a una hiperfos-
forilacién de proteinas diana, tales como las
proteinas supresoras de tumores. Esta
modificacién post transduccional puede dar
lugar a una proliferacién celular, transfor-
macion celular y desarrollo de tumores. Las
implicaciones de dicha inhibicién de fosfa-
tasas de proteinas en humanos, por exposi-
cién crénica a bajos niveles de MC, ain no
se conocen (Kuiper-Goodman et al., 1999).

2. Estimulacion del metabolismo
del acido araquidénico

Es muy posible que la cascada del 4cido araqui-
dénico esté relacionada con la patologia téxica
de la MC-LR en animales.

La MC-LR produce una reduccién significa-
tiva de la absorcién y un aumento de la libera-
cién de acido araquidoénico. Este es un factor
muy importante en su mecanismo de toxicidad,
que puede provocar cambios en la estructura de
la membrana celular y alteraciones en el trans-
porte y metabolismo de los dcidos grasos
(Naseem et al., 1991).

En los hepatocitos, las MC estimulan el
metabolismo del dcido araquidénico por la via
de la ciclooxigenasa. A su vez, reaccionan con
compuestos como el glutatién, que contiene un
grupo tiol. Pueden reaccionar con el grupo tiol
de la coenzima A (CoA) y/o inhibiendo la acti-
vidad de las enzimas acetil-CoA-acetiltransfe-
rasa y acetil-CoA-sintetasa, bloqueandose la



reabsorcion del dcido araquiddnico libre y pro-
duciéndose un aumento de la sintesis de prosta-
glandinas.

La liberacién del acido araquidénico por
parte de la membrana celular varia segin el tipo
de célula y el donador del residuo &cido.
Normalmente, el donador es la fosfatidilcolina,
aunque hay otros fosfolipidos que también son
importantes en el metabolismo de este 4cido. La
ruptura del fosfatidilinositol conlleva la libera-
cién de acido araquidénico, y en el caso de la
formacion de prostaglandinas por la accién de
las MC, es este en parte el que actia como dona-
dor (Naseem er al., 1991).

La sintesis y liberacion de prostaciclinas (6-
cetoF|,) y tromboxano B, (TXB,) es estimulada
por las MC, no asi la liberacion de prostaglandi-
nas F,, 0 E,. El TXB, deriva del TXA,, el cual
es inestable y uno de los mas fuertes mediadores
de la agregacién plaquetaria. La 6-ketoF,, deri-
va de la prostaglandina I,, la cual actia como
inhibidor de la agregacién de plaquetas. La for-
macién de TXB, demuestra la formacién de
TXA, y por tanto la posibilidad de coagulacién
de la sangre en el higado (Kaya, 1996).

3. Apoptosis

En conexidn con el Apartado 1 de Mecanismos, se
considera que el principal mecanismo de toxici-
dad de las MC es la potente inhibicién de las PP-
1y -2A, las cuales regulan multitud de procesos
biolégicos, dando lugar a una fosforilacién de pro-
teinas celulares y activando la cascada de las cas-
pasas, resultando en una muerte celular de los
hepatocitos por apoptosis (Yoshida et al., 1997;
Yoshida et al., 1998; Hooser, 2000). El grado de
hiperfosforilacion de los elementos del citoesque-
leto, como citoqueratina 8 y 18, puede determinar
si la muerte celular ocurre por necrosis o por
apoptosis. A la inversa, la induccién de apoptosis
por MC puede conducir a la hiperfosforilacion de
otras proteinas citoplasmaéticas (p53, Bcl-2, etc.)
que inducen mas directamente esta forma de
muerte celular (McDermott et al., 1998).

Los cambios morfolégicos y bioquimicos
tipicos de la apoptosis en hepatocitos de rata
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son: redistribucién de los orgdnulos, condensa-
cion de la cromatina y disminucién del tamafio
de la célula (a los 30 minutos de la administra-
cién de MC).

4. Estrés oxidativo

Se esta estudiando asimismo el papel que puede
jugar el estrés oxidativo como mecanismo de
toxicidad de estas toxinas. Las MC producen
déficit de glutatiéon reducido (GSH); por otro
lado, actian sobre la cadena de transporte elec-
trénico (CTE) de la membrana mitocondrial
dando lugar a un aumento de los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y alterando
los niveles normales de permeabilidad trans-
membrana de la mitocondria (MPT). Todo esto
provoca un aumento del estrés oxidativo (Ding y
Ong, 2003).

Son escasos los estudios realizados sobre
como afecta la exposiciéon de MC a la produc-
cion de las ERO y a las defensas antioxidantes,
exponiendo algunos de ellos a continuacion.

En concreto, cuando se han tratado cultivos
primarios de hepatocitos con extractos de MC se
ha observado un aumento de ERO (Ding et al.
1998), principalmente peroxido de hidrégeno y
radical superéxido (Ding et al., 2001), posible-
mente derivados de las alteraciones producidas
por la oxidacién de lipidos (Towner et al., 2002)
aunque el mecanismo exacto por el que se for-
man no estd claro y deberian realizarse mas
investigaciones al respecto. Ademds, se han
observado cambios en el potencial de membrana
mitocondrial (Ding et al., 1998). Esté bien docu-
mentado que las ERO pueden afectar a la orga-
nizacion de los principales elementos estructura-
les del citoesqueleto como son los microtiibulos,
los microfilamentos y los filamentos interme-
dios debido a su capacidad para oxidar las pro-
teinas del citoesqueleto o alterar el balance
intracelular de tioles (Milzani er al., 1997,
Fiorentini et al., 1999; Van Gorp et al., 1999).

Algunos autores han determinado las activi-
dades de diversas enzimas implicadas en los
mecanismos oxidativos mediante estudios in
vitro, observandose en hepatocitos tanto de
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peces como de ratas un claro aumento de las
actividades catalasa, superéxido dismutasa y
glutatién peroxidasa (Li et al., 2003); por otro
lado, en estudios realizados en ratas, tanto in
vitro, con hepatocitos, como en estudios créni-
cos in vivo se ha observado un incremento en la
peroxidacion lipidica después de la exposicion a
MC (Guzman y Solter, 1999; Ding et al., 1998).
Nuestro equipo de investigaciéon ha demostrado
que la administracién a ratas de 100 pg/kg de
MC-LR por via intraperitoneal produce una alte-
raciéon de diversas enzimas biomarcadoras de
estrés oxidativo y un aumento de la peroxida-
cién lipidica en mucosa intestinal, rifién, higado
y suero de los animales (Moreno et al., 2002;
Moreno et al., 2003c; Moreno et al., 2003d).
Estos mismos efectos también se han puesto de
manifiesto en higado, rifién y branquias de
peces expuestos a floraciones de MC por via
oral, siendo el higado el 6rgano mas afectado.
Este estudio revelé ademds una afectacion de los
biomarcadores de estrés oxidativo dependiente
del tiempo de exposicioén y una mayor toxicidad
derivada de las toxinas libres que de las células
intactas de MC (Jos et al., 2004).

Como conclusién, son necesarias nuevas
investigaciones que nos permitan valorar el ries-
go toxico derivado de la exposicién a MC a tra-
vés del consumo de alimentos vegetales y ani-
males, potencialmente contaminados por estas
toxinas, habida cuenta de los importantes efectos
toxicos derivados de la accidn de las mismas.
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ALIMENTOS CON SUSTANCIAS TOXICAS
DE ORIGEN NATURAL: PLANTAS
SUPERIORES ALIMENTICIAS

Adela Lopez de Cerain, Ana Gloria Gil, José Bello

Introduccion. Lectinas (fitohemoaglutininas). Glucésidos cianogénicos.
Glucosinolatos: compuestos bociégenos. Compuestos favicos: p-glucosidos de
vicia faba. Latirogenos: aminodcidos no proteicos. Otros aminodcidos téxicos.
Glucoalcaloides de las patatas. Alcaloides de pirrolizidina. Fitoestrogenos.
Aminas vasopresoras. Sustancias psicoactivas. Compuestos con actividad

cancerigena. Bibliografia.

Introduccion

Las plantas resultan imprescindibles para la vida
animal ya que, gracias a la fotosintesis, son capa-
ces de convertir el agua y CO, en los macronu-
trientes basicos: hidratos de carbono, proteinas y
lipidos. Ademas, las plantas también sintetizan
otros compuestos orgdnicos, algunos de los cua-
les pueden manifestar un efecto t6xico o antinu-
tritivo. Tradicionalmente se ha considerado a este
segundo grupo de compuestos como metabolitos
secundarios de la planta, por carecer de una fun-
cion fisioldgica conocida. No obstante, hoy dia se
sabe que muchos de estos metabolitos juegan un
papel importante en ciertos aspectos como, por
ejemplo en la proteccion de la planta frente a
infecciones flingicas, bacterianas o viricas, o bien
frente a condiciones climdticas adversas de défi-
cit hidrico, exceso de sal, etc. Por esta razon, aun-
que de muchos de ellos se desconoce atin su fun-

cion, la tendencia actual es evitar la distincion
entre metabolito secundario y primario.

El publico en general tiene un concepto de la
toxicidad de los alimentos vegetales muy simple:
considera que algunas plantas son téxicas y no
deben comerse, mientras que las alimenticias care-
cen por completo de efectos toxicos. Por otra
parte, la sociedad actual exige la ausencia de cual-
quier traza de contaminacién quimica de origen
antropogénico —hay una demanda creciente de
productos ecoldgicos— pero, al mismo tiempo, no
se tiene ninguna conciencia del peligro potencial
que supone la presencia de compuestos toxicos de
origen natural lo que, desde un punto de vista cien-
tifico, supone a veces un riesgo mas elevado.

Se considera aceptado que los componentes
basicos de la dieta (hidratos de carbono, pro-
tefnas y grasa), en condiciones normales no ejer-
cen ningtn efecto adverso sobre la salud huma-
na. Los potencialmente t6xicos, estudiados de
manera aislada, a ciertas dosis tienen un eviden-
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te efecto deletéreo que, sin embargo, en las con-
diciones normales de dieta no se pone de mani-
fiesto por diversas razones. En primer lugar no
siempre estan presentes en la planta; depende a
menudo de su grado de maduracion y de las con-
diciones climdticas y caracteristicas del suelo.
Por otro lado, su concentracidn en el alimento es
a menudo tan baja, que seria necesario un consu-
mo exagerado del mismo durante un tiempo pro-
longado para alcanzar dosis téxicas. Ademas, en
ocasiones los efectos adversos solo se ponen de
manifiesto en ciertos sujetos que por sus caracte-
risticas genéticas o situacion general desde el
punto de vista nutritivo presentan alguna defi-
ciencia que los hace especialmente susceptibles.

Entre los compuestos naturales con actividad
toxica presentes en los alimentos se distinguen
dos grandes grupos: aquellos que tienen un efec-
to deletéreo y aquellos con un efecto antinutriti-
vo. Estos tltimos interfieren en los procesos nor-
males de absorcién y metabolismo de los
nutrientes y se tratan en otro capitulo de este

Tabla 10.1.

libro. Entre los primeros, se pueden distinguir a
su vez, las toxinas fungicas producidas por los
hongos superiores y las micotoxinas sintetizadas
por hongos filamentosos, que serdn tratadas en
sendos capitulos, asi como otros compuestos con
efecto deletéreo, que son objeto de este tema. Por
otra parte, las toxinas presentes en plantas utiliza-
das como remedios medicinales se tratan en otro
capitulo. A pesar de ello, es previsible un cierto
solapamiento, ya que algunas especies pueden ser
utilizadas como alimento y como plantas medici-
nales (e.g. alcaloides de pirrolizidina).

Las sustancias téxicas presentes en las plan-
tas superiores alimenticias constituye un grupo
muy numeroso y muy variado. Algunas clasifi-
caciones se realizan en funcién de su estructura
quimica o segun la presencia de grupos funcio-
nales presentes en su estructura; otras lo hacen
segun el tipo de efecto ejercido por estas sustan-
cias. Atendiendo a este dltimo criterio, los com-
puestos comentados en este capitulo aparecen
clasificados en la Tabla 10.1.

Clasificacién de las sustancias con actividad deletérea presentes en alimentos vegetales.

Efecto téxico

Estructura quimica

Familia, género, especie o alimento

Sustancias hemotéxicas
Lectinas (fitohemoaglutininas)
Compuestos févicos
Sustancias productoras de HCN
Compuestos bociégenos
Sustancias neurotdxicas
Latirégenos
Glucoalcaloides de las patatas
Compuestos con actividad estrogénica

Compuestos hepatotéxicos y carcinogénicos
Compuestos con efecto vasopresor

Sustancias psicoactivas

Compuestos cancerigenos
Cicasina
Safrol, estragol
Quercetina

Proteinas/glucoproteinas
B-glucssidos

Glucésidos
Glucosinolatos

Aminodcidos no proteicos

Glucoalcaloides

Isoflavonas

Cumarinas

lactonas del dc. resorciclico

Alcaloides de pirrolizidina

Metil-xantinas

Aminas (tiramina y ofras)

Miristicina

Carotatoxina

Alcaloides (mescalina,
dioscorina, psilocibina)

Metil-xantinas

Glucésido
Metilendioxibencenos
Flavona

Taninos

Leguminosas

Vicia faba

Leguminosas, rosdceas, gramineas y ofras
Cruciferas

Lathirus spp.
Solanum spp.
Soja
Leguminosas

Boraginaceae, Compositae, Leguminoseae y otras
Café, té, cacao

Quesos, chocolate, aguacate, vino, efc

Nuez moscada, pimienta negra

Apio, zanahorias

(cactus , batata, la seta Psilocybe mexicana)

Café, té, cacao

Cycacedaea

Azafrén, estragén

Pieles de los citricos

Frutas tropica|es, café, cacao, té
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Lectinas
(fitohemoaglutininas)

Las lectinas o fitohemoaglutininas son un grupo
de productos naturales que tienen en comun el
hecho de ser proteinas o glucoproteinas con
capacidad para aglutinar los eritrocitos. Su exis-
tencia se conoce desde el afio 1888, en el que
Stillmark aislé de Ricinus communis una frac-
cién proteica con capacidad para aglutinar las
células sanguineas, que denomin6 ricina (Desh-
pande, 2002). Son numerosas las plantas en las
que se han identificado este tipo de compuestos,
la mayor parte pertenecientes a la familia de las
leguminosas (Liener, 1976).

Estos productos presentan ademds otras pro-
piedades quimicas y bioldgicas de interés como
son, su capacidad para inducir la mitosis, para
aglutinar células tumorales o para interaccionar
con grupos sanguineos especificos, asi como su
toxicidad en animales (Sharon y Lis, 1989).
Todos estos efectos derivan de la unién de las
lectinas a ciertos tipos de azicares presentes en
la superficie celular (Liener, 1976, 1997;
Pusztai, 1989; y Sharon y Lis, 1989).

La mayor parte de las lectinas son tetrdmeros
con un peso molecular situado en el rango entre
100.000 y 150.000 Da. Este tetradmero estd cons-
tituido por subunidades reactivas frente a los eri-
trocitos (E) y subunidades reactivas frente a los
linfocitos (L) (Felsted et al., 1981b). La mayor
parte de las lectinas contienen ademds hasta un
4-10% de hidratos de carbono. La diferente
composicion de los polipéptidos del tetrdmero
confiere a las lectinas variabilidad de propieda-
des aglutinantes y mitogénicas, especialmente
en el género Phaseolus (Brown et al., 1982ay b;
Felsted er al., 1981 ay b).

No obstante, las lectinas producen sinto-
mas parecidos, de mayor o menor gravedad,
entre los que destaca, en primer lugar, una
intensa inflamacién de la mucosa intestinal,
seguida de destrucciéon de los epitelios, asi
como edema y hemorragia del tejido linfatico
(Lindner, 1990).
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Se conocen poco las funciones fisioldgicas
de las lectinas en las plantas en las que son pro-
ducidas. Se les ha atribuido desde un papel
insecticida hasta actividades enzimaticas (Han-
kins y Shannon, 1978), asi como de determina-
cion de la especificidad del hiesped en la sim-
biosis de las leguminosas con bacterias del
género Rhizobium (Sharon y Lis, 1989).

El hecho de que las lectinas se encuentren
tan ampliamente distribuidas entre los vegetales
de consumo humano plantea la importante cues-
tién sobre el posible riesgo para la salud huma-
na. Afortunadamente, la mayor parte de las lec-
tinas se destruyen facilmente por los métodos
culinarios tradicionales. Sin embargo, en deter-
minadas condiciones puede no conseguirse una
destoxicacion completa, sobre todo si se utili-
zan semillas molidas o si se aplican procedi-
mientos industriales de comida rdpida, ya que
las lectinas no se inactivan por el tratamiento
con calor seco (Jaffe, 1980).

Por otra parte, el consumo de alubias que no
hayan sido convenientemente cocinadas puede
ser la causa de ciertos casos de intoxicaciones
humanas que se manifiestan inicialmente con
trastornos de tipo gastrointestinal. Ello puede
darse si se consumen ensaladas con alubias cru-
das u otro tipo de platos poco cocinados. Por
esta razon se recomienda que las alubias se cue-
zan como minimo durante 10 minutos.

Por dltimo, debido a su propiedad para unir-
se de manera especifica a los azicares y otros
glucoconjugados, las lectinas tienen diversas
aplicaciones en biomedicina (Liener, 1997). Asi,
por ejemplo, se han utilizado para la deteccién
de receptores de membrana, de células malignas
o de grupos sanguineos, asi como para evitar el
rechazo en transplantes de médula 6sea (Sharon
y Lis, 1989).

Glucosidos cianogénicos

Los glucésidos cianogénicos son compuestos
que producen acido cianhidrico (HCN) por tra-
tamiento dcido o mediante hidrdlisis enzimatica.
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Estan presentes tanto en el reino animal como
vegetal en donde se encuentran ampliamente
distribuidos. Se han identificado en aproxima-
damente 2.000 especies de plantas superiores
pertenecientes a 110 familias distintas de
angiospermas, gimnospermas o helechos
(Poulton, 1983; Deshpande y Sathe, 1991). Las
familias mds importantes por su capacidad cia-
nogénica son las siguientes: Rosaceae (150
especies), Leguminosae (125), Graminae (100),
Araceae (50), Compositae (50), Euphorbiaceae
(50) y Passifloraceae (30).

La estructura de algunos glucésidos cianogé-
nicos se presenta en la Figura 10.1; generalmen-
te contienen glucosa pero también se pueden
encontrar en ocasiones otros mono o disacari-
dos. Entre los glucésidos cianogénicos se
encuentra la limarina, presente en la lima, la
amigdalina, componente de las semillas de las
frutas con hueso, como el melocotén o albarico-
que, y la durrina, sustancia presente en el sorgo
(Roberts, 1981). Otros alimentos que contienen
glucésidos cianogénicos son la mandioca, la
batata, el bambu, el maiz o los frijoles.

Son compuestos relativamente estables a
pH neutro. El tratamiento dcido a temperaturas
elevadas los hidroliza dando lugar a los diferen-
tes componentes (aldehido o cetona, azicar y
HCN). No obstante, la produccién de HCN a
partir de estos compuestos es generalmente de
tipo enzimdtico y el proceso se conoce como
cianogénesis. En la Figura 10.2 se presenta la
hidrdlisis de la limarina, que requiere la accion
de una beta-glucosidasa y de una hidroxinitrilo-
liasa.

H, Cc==N
"/
N CH,OH
2
7 o
o)
OH
HO OH
(S)-DURRINA

Figura 10.1.

H\\C v
<:(D}70—CH2 ya
@ O
OH
HO OH
OH HO
OH

Puesto que tanto los glucésidos cianogénicos
como las enzimas se encuentran en las plantas, es
l6gico presuponer que sustratos y enzimas estan
situados en distintos compartimentos celulares o
incluso tisulares, como asi se ha comprobado en
algunos casos (Kojima et al., 1979). La cianogé-
nesis ocurre generalmente cuando el tejido de
una planta cianogénica se aplasta o destruye de
alguna manera (Conn, 1979). Esto puede ocurrir
durante el proceso de preparacion del alimento a
partir de la planta (triturado, molienda) y tam-
bién cuando la planta se ingiere directamente
(durante la masticacién). En la medida en que se
destruyan las enzimas o los sustratos antes de
que se produzca la liberacion de HCN, el fen6-
meno cianogénico podra ser evitado. Estos com-
puestos se han implicado en diversas enfermeda-
des, sobre todo en paises con una alimentacién
basada en productos vegetales con un alto conte-
nido en glucdsidos cianogénicos. Asi, en las
regiones tropicales se han referido numerosos
casos de alteraciones neuroldgicas y endocrinas
debido al consumo de mandioca (Manihot escu-
lenta) (Tewe e Yyayi, 1989; Rosling y Tylleskdr,
2000), fuente importante de carbohidratos en la
dieta de algunas zonas del oeste africano, princi-
palmente en Nigeria. No obstante, puesto que la
atencion médica en estos paises es escasa, pro-
bablemente el impacto sobre la salud humana
pase bastante desapercibido.

La letalidad del cianuro se debe a su capaci-
dad para inhibir la respiracién, ya que es un
potente inhibidor de la citocromo oxidasa, enzi-
ma de la cadena respiratoria. Ademds inhibe
otras enzimas dependientes de metales como

C=N
CH,OH

(R)- AMIGDALINA

Estructura quimica de algunos glucésidos cianogénicos.
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HG,  oH
"C\
CHOH _ / “C=N CH,OH
0 Beta-glucosidasa O OH
OH > OH
HO HyO
OH 2 Ho 1
LIMARINA +
Figura 10.2.  Hidrdlisis enzi- H,C CH, o H.C CH
“, Hidroxinitrilo-liasa 3™, 3
mética de la limarina, glucési- ~ HCN + C/ C/
. L. ,
q|o cianogénico presente en la oo\ o’ =N
lima. O

nitrato reductasa, xantino oxidasa (Mb); fosfata-
sa alcalina, anhidrasa carbodnica (Zn); ascorbato
oxidasa (Cu); y también otras no dependientes
de metales (Deshpande y Sathe, 1991). La dosis
letal minima en la especie humana se estima esta
entre 0,5 y 3,5 mg/kg peso corporal (equivalen-
te a 30-210 mg para una persona de 60 kg). El
HCN se absorbe rapidamente del tracto gas-
trointestinal y produce sintomas tanto a dosis
letales como subletales. A dosis subletales, por
la accién de la enzima rodanasa, ampliamente
distribuida en los tejidos animales, se puede
convertir también en tiocianato, que es un cono-
cido factor desencadenante del bocio.

Glucosinolatos: compuestos
bociogenos

Los glucosinolatos son glucésidos con azufre en
su estructura molecular que se encuentran
exclusivamente en plantas cruciferas, especial-
mente en las semillas. Estan presentes a concen-
traciones relativamente altas en las familias
Brassicaceae, Capparaceae y Resedaceae.
Alimentos que contienen este tipo de compues-
tos son: la berza o col, coles de Bruselas, bréco-
1i, coliflor, nabo, rabanos, mandioca, semillas de
colza o semillas de mostaza, con una cantidad

total variable en un rango entre 0,21 y 60 mg/g
(Tabla 10.2). Se conocen aproximadamente 80
glucosinolatos de origen natural (Verkerk et al.,
1998). La cantidad relativa de glucosinolatos en
una determinada especie vegetal depende tanto
de factores genéticos, como de determinadas
précticas agrondmicas.

La estructura quimica comiin de los glucosi-
nolatos se presenta en la Figura 10.3.

En casi todos los casos el azicar es la D-glu-
cosa y la cadena lateral R puede estar constitui-
da por un grupo alifatico saturado o insaturado,
un grupo aromdtico o un heterociclo, normal-
mente con grupos hidroxilo (que pueden estar
glucosilados) y grupos terminales metiltiol y sus
andlogos oxidados, ésteres y cetonas (Fenwick

Tabla 10.2.  Contenido total de glucosinolatos
en alimentos de origen vegeral.

Alimento Glucosinolatos (mg/g)
Berza 0,26-1,56
Coles de Bruselas 0,60-3,90
Coliflor 0,61-1,14
Nabo 0,21-2,27
Rébano 0,42-1,19
Rébano picante 33,2-35,4
Semillas de mostaza 18,0-60,0
Semillas de colza 13,0-42,0

Datos tomados de: Deshpande, 2002
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et al., 1989; Verkerk et al., 1998). La cadena
lateral es la que determina la naturaleza quimica
de los productos de hidrélisis y, por lo tanto, sus
efectos biologicos y potencia. Las propiedades
quimicas de los glucosinolatos y sus productos
de hidroélisis han sido revisados por Rosa et al.,
(1997).

Las plantas ricas en glucosinolatos tienen
efectos adversos sobre la salud y crecimiento de
los animales. Asi, en algunas especies la presen-
cia en el pienso de semillas de colza disminuye
la ingesta de alimento y el crecimiento de los
animales, mientras que aumenta el tamafio de su
higado, rifién, glandulas tiroideas y adrenales
(Verker et al., 1998). En la especie humana se
relaciona con una disminucién de la funcién
tiroidea y el desarrollo del bocio.

Los glucosinolatos que actian como probo-
ciégenos dan lugar a isotiocianatos, nitrilos y
tiocianatos (Figura 10.3). Estos compuestos
generalmente se forman por la accidén enzimati-
ca de las mirosinasas o tioglucosidasas (EC
3.2.3.1). Estas enzimas se localizan en la planta,
en compartimentos celulares separados de los
glucosinolatos, y se liberan cuando las células
vegetales se dafan, al cortar o aplastar los vege-
tales (Fenwick y Heaney, 1983). El complejo

Figura 10.3. Estructura
quimica general de los
glucosinolatos e hidrélisis
enzimdtica.

R—N=—=C=S
Isotiocianato

+

glucosinolatos-mirosinasa constituye un sistema
de defensa de la planta frente a los insectos. Con
menor frecuencia, los productos de los glucosi-
nolatos se pueden formar por hidrélisis quimica
o por la accién de enzimas no presentes en la
planta, como pueden ser aquellos presentes en
la poblacién microbiana intestinal.

Los bociégenos actian impidiendo la absor-
cién de yodo por la gldndula tiroidea y, por con-
siguiente, reduciendo la sintesis de las hormonas
tiroideas triyodotironina y tiroxina. Los boci6-
genos presentes en la mandioca se consideran
responsables de la diferente distribucién y seve-
ridad del bocio endémico en algunas zonas de
Africa.

Los glucosinolatos tienen también ciertas
propiedades beneficiosas, ya que el conocido
efecto protector de las plantas cruciferas frente
al cancer se ha atribuido al contenido relativa-
mente alto en glucosinolatos, y en particular a
los isotiocianatos que se generan en su hidrolisis
enzimatica. Estas propiedades anticarcinégeno
se han demostrado en roedores con una gran
variedad de carcinégenos quimicos (Verkerk et
al., 1998). También en la especie humana se ha
demostrado, en numerosos estudios de casos y
controles, que un consumo relativamente eleva-

/S_C6H11O5
R—C\\ _
N—O—SQO,
H,0 Tioglucosidasa

/SH
R—C{ _ + D-GLUCOSA
N—O—SO,
R—C=N + R—S—C=N
Nitrilo Tiocianato
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do de vegetales brassica disminuia el riesgo de
cancer de colon (Steinmetz y Potter, 1991). Se
relaciona ese efecto anticarcindgeno con la
induccidn de enzimas de fase II en la mucosa del
intestino delgado e higado, que actuarian en
reacciones de destoxicacidon de carcinégenos
(Zhang et al., 1992; Talalay y Zhang, 1996);
también se les ha atribuido un papel como
supresores del desarrollo tumoral a través de la
induccién de la apoptosis o muerte celular pro-
gramada (Smith et al., 1996).

Compuestos favicos:
B-glucésidos de Vicia faba

Se conoce como favismo la crisis hemolitica que
sobreviene en algunos individuos después de
haber comido semillas de Vicia faba (habas). Es
una patologia propia de la cuenca mediterranea
y del oriente medio, conocida ya en el mundo
helénico y que fue recogida por primera vez en
la literatura médica hacia mediados de la década
de los 50 (Chevion et al., 1983). Actualmente se
conoce bien su patogénesis por los estudios que
se han realizado de tipo genético, bioquimico y
epidemioldgico.

Los agentes causales de esta enfermedad son
dos B-glucésidos, denominados vicina y convi-
cina, cuyas estructuras se presentan en la Figura
10.4. Parece ser que estos glucésidos se encuen-
tran exclusivamente en especies del género
Vicia, a una concentracion en relacion al peso
seco de 0,75-0,19% en V. faba (Pitz et al., 1980).
Factores genéticos y ambientales influyen en la
concentracion de estos compuestos en las semi-
llas de V. faba. Los glucésidos se sintetizan en
etapas tempranas del desarrollo de la semilla y
su concentracion disminuye conforme esta
madura, por lo que se encuentran niveles mas
altos en las semillas verdes que en las maduras.
Los procesos culinarios tienen poco efecto sobre
el contenido de estos glucésidos.

La hidrdlisis de estos compuestos por la acti-
vidad de las B-glucosidasas de la poblacién bac-
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teriana intestinal libera las pirimidinas divicina e
isouramilo, que son especies que generan una
gran cantidad de radicales libres (Figura 10.4).
Se piensa que estos dos compuestos son los res-
ponsables de las crisis de favismo, ademads de
causar también otros efectos adversos, como son
peroxidacion lipidica o alteracién del metabolis-
mo de 4cidos grasos y mitocondrial (Marquardt,
1989). Los efectos de los radicales libres se pue-
den contrarrestar mediante compuestos capaces
de ceder un hidrégeno, como las vitaminas antio-
xidantes C y E, o el glutatién (GSH).

Las crisis de favismo ocurren solo en perso-
nas deficientes en glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa (EC 1.1.1.49), enzima que tiene una
gran importancia para el funcionamiento nor-
mal de los hematies, ya que contribuye al man-
tenimiento de los niveles de GSH. En efecto, la
glutation reductasa regenera el glutation reduci-
do a partir de dos moléculas de glutatién oxida-
do en una reaccion que requiere NADPH. Como
en las células sanguineas no existe mas via
metabdlica para la sintesis de NADPH que la de
las pentosas-fosfato, la presencia de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa resulta funda-
mental para mantener unos niveles de GSH
suficientes que aseguren la integridad celular de
los eritrocitos.

La divicina e isouramilo disminuyen rapida-
mente los niveles de GSH de los eritrocitos defi-
cientes en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
causando la hemdlisis. Las manifestaciones cli-
nicas son: anemia hemolitica, hemoglobinuria e
ictericia, a menudo acompafnada de fiebre. Los
sintomas aparecen pocas horas después de la
ingesta y, en los casos mds graves, la muerte
puede ocurrir a las 24-48h. La deficiencia en
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es una meta-
bolopatia congénita relativamente frecuente en
paises de la cuenca mediterranea que confiere
una mayor susceptibilidad a padecer crisis
hemoliticas, no solo por el consumo de habas,
sino también por otros compuestos como la
primaquina, compuesto antimalaria. El favismo
no ocurre en personas sin esa deficiencia y, por
lo tanto, no se considera un problema grave.
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Figura 10.4.

respectivamente.

Latirogenos: aminoacidos
no proteicos

El consumo de algunas especies del género
Lathyrus produce alteraciones neurolégicas carac-
terizadas por paraparesia espdstica, tanto en ani-
males como en la especie humana. Esta enferme-
dad se llama latirismo y comienza con dolor de
espalda y rigidez de las piernas; en fases posterio-
res se produce debilidad muscular y, en los casos
mas graves, pardlisis de las piernas. Afecta sobre
todo a varones entre 20 y 29 afios (Concon, 1988).

Es una enfermedad que se conoce desde los
tiempos de Hipdcrates (Seley, 1975) y que hoy
dia todavia adquiere el caricter de epidemia en
algunas regiones de la India, en épocas de
sequia o de inundaciones, cuando otras plantas
quedan destruidas y unicamente sobrevive la
especie L. sativus (Roy y Spencer, 1989).

Se distinguen dos tipos de latirismo: el osteo-
latirismo y el neurolatirismo. El primero se

OH
O—~-D-glucosa

HO/gN NH,

CONVICINA

HO Beta-glucosidasa

OH

OH

Ho/]\N NH,
ISOURAMILO

Estructura de la vicina y convicina. Hidrélisis enzimética que da lugar a la divicina e isouramilo,

produce en ratas y otros animales de experi-
mentacion por la ingesta de semillas de L. odo-
ratus, L. hirsutus y L. pusillus; el segundo se
produce en el ser humano por el consumo pro-
longado de semillas de L. sativus.

Se han estudiado diversos compuestos que
podrian estar implicados en el desarrollo de
estas dos variantes de enfermedad. Parece ser
que los trastornos neurolégicos propios de la
enfermedad humana se deben a la actividad
del 4cido 3-N-oxalil-L-2,3-diaminopropiénico
(ODAP), que es un aminodcido que no forma
parte de las proteinas humanas (Figura 10.5).
Este compuesto resulta convulsivante en roedo-
res y primates, y en la rata produce diversas
alteraciones en células del sistema nervioso
(Olney et al., 1976). Debido a su semejanza con
el acido glutimico, el ODAP interfiere también
con el sistema especifico de transporte de aspar-
tato y glutamato y produce anomalias en la
médula espinal. Algunos latir6genos semejantes
a este se han identificado en semillas de Vicia

SpPp-
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Acido 3 -N-oxalil-L-2,3-diaminopropiénico (ODAP)

Figura 10.5. Estructura quimica del neurolatirégeno
presente en semillas de Lathirus sativa.

El compuesto B-aminopropionitrilo es res-
ponsable del osteolatirismo que aparece en ani-
males de experimentacién (DuPuy y Lee, 1954).
Este compuesto, sin embargo, y otros osteolati-
régenos, no producen efectos téxicos sobre el
sistema nervioso, sino que interfieren con la
reaccion inicial de formacién de puentes cruza-
dos en los tejidos conjuntivos, que tienen como
consecuencia un aumento en la solubilidad del
coldgeno y la aparicién de deformidades en los
huesos, ademads de otros efectos (Deshpande,
2002).

Se han sugerido diversos métodos para la
eliminacién del ODAP de las semillas de L. sati-
vus (Mohan et al., 1966). Asi, por ejemplo, el
tostado de la semilla a 150 °C durante 20 minu-
tos destruye aproximadamente el 85% del
ODAP; también se elimina parte del mismo si
las semillas se someten a procesos de remojo en
agua fria y caliente alternativamente, si bien la
eliminacién nunca es completa.

Otros aminodacidos téxicos

Ademads de los aminodcidos latirdgenos, otros
aminodcidos estan también presentes en la cade-
na alimentaria ejerciendo su efecto toxico como
antimetabolitos. Hay que tener en cuenta que las
plantas sintetizan cientos de aminoacidos, de los
cuales tan solo 20 forman parte de las proteinas.
Los aminoécidos no proteicos estan presentes en
muchas familias de plantas pero son muy carac-
teristicos de las leguminosas.
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En Sumatra y Java se consumen en abundan-
cia semillas de Pithecolobium lobatum, arbol de
la familia Leguminoseae, que contiene 4cido
djencdlico, semejante a la cisteina. Este amino-
acido no proteico es muy poco soluble y si no es
metabolizado, cristaliza en los tibulos renales y
en la orina. La ingestién de grandes cantidades
de este acido puede producir insuficiencia renal,
con aparicién de hematuria y cristales aciculares
en la orina (Lindner, 1991).

La mayor parte de los que son téxicos para el
ser humano producen sintomas de intoxicacién
de carécter crénico, lo que sugiere que se pro-
duce un efecto acumulativo cuando constituyen
parte de la dieta normal durante un periodo
prolongado de tiempo. Muchos de estos com-
puestos, debido a su analogia estructural con los
aminodcidos proteicos, ejercen su toxicidad
alterando los sistemas enzimaéticos.

Glucoalcaloides de las
patatas

La solanina es un glucoalcaloide que se descu-
brié en las patatas en el afio 1826 (Cheeke y
Shull, 1985). Esta constituido por un ntcleo
alcaloide esteroideo, denominado solanidina, y
una cadena lateral de azicares (Figura 10.6).
Posteriormente se descubrié otro glucoalcaloi-
de en la patata o papa, la chaconina, con el
mismo nucleo alcaloide y distinta cadena lateral
(Figura 10.6). En la actualidad se conocen
diversos glucoalcaloides que difieren tanto en
el grupo aglucona como en la cadena de azica-
res (Deshpande, 2002). En diversas especies de
Solanum, tanto de patata como de tomate, se
sintetiza este tipo de compuestos.

Estos compuestos se encuentran en diferen-
tes partes de la planta de la patata: tubérculos,
pieles, brotes y flores. Las partes verdes de la
planta (brotes y pieles verdes) presentan las con-
centraciones mds elevadas. Su concentracién en
los tubérculos depende de la variedad de patata,
grado de maduracion, factores ambientales y de
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Solanidina: R=H
Solanina: R = Galactosil-glusil-ramnosil
Chaconina: R = Glucosil-ramnosil-ramnosil

Figura 10.6. Estructura quimica de la solanina y cha-
conina, glucoalcaloides presentes en las patatas, y de su
forma aglucona, la solanidina.

estrés; también las infecciones bacterianas y
fungicas pueden aumentar su concentracion. Por
su potencial toxico se considera que en la plan-
ta tienen un papel de defensa de la misma frente
a cualquier tipo de agresion.

Los tubérculos se ponen verdes por exposi-
cién a la luz durante el crecimiento o después de
la cosecha y adquieren esa tonalidad por la clo-
rofila; parece ser que las mismas condiciones
ambientales favorecen la sintesis tanto de cloro-
fila como de glucoalcaloides (Jadhav et al.,
1981). Por lo tanto, cambios en el contenido en
glucoalcaloides de las patatas se pueden produ-
cir durante el almacenamiento de las mismas,
por la influencia de la luz y de las radiaciones
(Friedman y McDonald, 1999).

Este tipo de compuestos presentan actividad
anticolinesterasa y la intoxicacién produce dos
tipos de efectos: alteraciones gastrointestinales y
del sistema nervioso. Puesto que se absorben
relativamente mal por el tracto gastrointestinal,
los efectos son mds acusados cuando estos
compuestos se administran por via parenteral
(Nishie et al., 1971). Por otra parte, los glucé-
sidos son mas toxicos que las correspondientes
agluconas.

Los efectos sobre el sistema nervioso se
deben a la acumulacién de acetilcolina en las
terminaciones nerviosas y se manifiestan como
temblor, aumento de la salivacion, debilidad

muscular, convulsiones, coma. Entre los efectos
gastrointestinales se pueden citar inflamacién de
la mucosa intestinal, hemorragias, dolor abdo-
minal, estrefiimiento o diarrea. También se han
sugerido efectos teratogénicos (Renwick, 1972).
Se han referido casos de intoxicacién no solo en
la poblacién humana, sino también en animales
de granja alimentados con patatas estropeadas o
expuestas al sol (Deshpande, 2002).

Los glucoalcaloides de Solanum spp. no se
destruyen por los procedimientos culinarios
habituales (coccion, fritura, asado) (Jadhav er
al., 1997; Cheeke y Shull, 1985). La incidencia
relativamente baja de intoxicaciones por solani-
na se debe a tres factores: su mala absorcién
gastrointestinal, la rdpida excrecioén de sus meta-
bolitos, y su hidrélisis en el intestino, dando
lugar a la solanidina, que es menos toxica.

A pesar de ello, en las nuevas variedades de
patata que van surgiendo se determina el nivel
de glucoalcaloides, que debe estar siempre por
debajo de 20 mg/100 g (Jadhav et al., 1997,
Plahk y Sporns, 1997). Concentraciones supe-
riores a 14 mg/100 g dan un sabor amargo y por
encima de 20 mg/100 g producen sensacién de
quemazoén en la boca y garganta (Deshpande,
2002).

Alcaloides de pirrolizidina

Los alcaloides de pirrolizidina constituyen un
grupo de aproximadamente 200 compuestos dis-
tintos. Se encuentran principalmente en las
familias Boraginaceae, Compositae y Legumi-
nosae, pero también en Apocynacae, Ranuncu-
laceae y Scrophulaiaceae. Algunas especies
contienen un Unico alcaloide de pirrolizidina
pero en muchas otras se encuentran entre cinco
y ocho distintos.

La estructura pirrolizidina estd constituida
por dos ciclos de cinco dtomos fusionados que
comparten un dtomo de nitrégeno y con distin-
tos sustituyentes en las posiciones C-1 y C-7
(Figura 10.7).



Alimentos con sustancias téxicas de origen natural: Plantas superiores alimenticias 201

R R’

Figura 10.7. Estructura general de los alcaloides de
pirrolizidina. Estructura quimica de la retrorsina.

Se han referido intoxicaciones por alcaloides
de pirrolizidinas en animales de granja, que han
producido graves pérdidas econdmicas; también
en la especie humana, causada bien por la inges-
tién de granos inadvertidamente contaminados
con semillas que contienen pirrolizidinas, bien
por el consumo de tés e infusiones herbales con
fines medicinales (Stewart y Steenkamp, 2001).
Las intoxicaciones a gran escala se han debido
fundamentalmente a la contaminacién de cerea-
les con semillas de plantas que contienen estos
alcaloides (Crews, 1998). El riesgo de este tipo
de intoxicacidn en paises pobres es muy alto, ya
que en situaciones de hambre y sequia es fre-
cuente el consumo de cereales de baja calidad.

Las ingestas intencionadas se deben sobre
todo a la utilizacidon de plantas medicinales, si
bien en algunos paises como Japon, se toman
como vegetales plantas de Petasites, Symphytum
y Tussilago spp., que contienen estos alcaloides.
En Jamaica, el 70% de la poblacién bebe infu-
siones hechas con mezclas de hojas de especies
silvestres de los géneros Senecio, Crotalaria y
Heliotropo. Las intoxicaciones accidentales no
son infrecuentes hoy dia, debido al éxito cre-
ciente en los ultimos afios de las terapias alterna-
tivas, hierbas medicinales e infusiones exoticas.

El metabolismo y toxicidad de estos com-
puestos se ha estudiado en profundidad y hay

numerosos articulos de revisién (Crews, 1998;
Stewart y Steenkamp, 2001). Algunos compues-
tos son hepatotdxicos y hepatocarcindégenos en
animales de experimentacién. En el ser humano
el consumo de hierbas que contienen alcaloides
de pirrolizidina podria estar asociado a una alta
incidencia de enfermedad hepatica crénica y
céncer hepdtico en paises asidticos y africanos,
especialmente cuando actiian en sinergia con los
agentes hepatotoxicos aflatoxina y virus de la
hepatitis B (Arseculeratne ef al., 1981). Una vez
ingeridos, los alcaloides de pirrolizidina experi-
mentan bioactivacion en el higado dando lugar a
metabolitos muy reactivos capaces de formar
aductos con el ADN, ARN y proteinas. En el
higado la principal manifestacién del efecto
toxico es enfermedad veno-oclusiva, trombosis
venosa e ictericia. De manera secundaria tam-
bién se han referido efectos en los pulmones,
corazodn, rifién, estdbmago y sistemas nervioso y
reproductor (Huxtable, 1989). Los nifios pare-
cen ser especialmente vulnerables.

Fitoestrogenos

Los estrogenos son compuestos esteroideos pro-
ducidos por los mamiferos que sirven para man-
tener los caracteres sexuales femeninos. El prin-
cipal estrégeno humano es el 17B-estradiol
(Figura 10.8). Los fitoestrégenos son un grupo
de compuestos sintetizados por algunas plantas
que, aunque carecen de la estructura esteroidea,
tienen propiedades similares al 17f-estradiol.
En algunos alimentos de origen vegetal el con-
tenido en fitoestrégenos es relativamente alto y,
por lo tanto, las implicaciones desde el punto de
vista de la salud humana resultan de gran interés
(Helferich et al., 2001).

Los compuestos responsables de la actividad
estrogénica responden a tres tipos de estructu-
ras: isoflavonas, cumarinas y lactonas del 4cido
resorciclico (Figura 10.8). Son isoflavonas la
mayoria de los fitoestrogenos que se encuentran
en las plantas; las mas comunes son: genisteina,
genistina, daidzen, biocanina A, formononetina
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Figura 10.8.
resorciclico (zearalenonal).

y pratenseina; las cumarinas mds importantes,
cumestrol y 4-metoxicumestrol; zearalenona es
una lactona del 4cido resorciclico presente en
las plantas que también puede ser sintetizada por
varias especies de Fusarium, y por lo tanto es
también una micotoxina que tiene sus propias
vias para introducirse en la cadena alimentaria
(de Nijs et al., 1996).

Se ha comparado la afinidad de estas estruc-
turas por los receptores de estrégeno en relacién
con la del 17B-estradiol. Todos ellos son menos
potentes que la hormona natural, siendo el orden
relativo de potencia 17fB-estradiol > cumestrol >
zearalenona > genisteina (Aldridge y Tahourdin,
1998).

Se ha referido actividad estrogénica en fru-
tas, vegetales, cereales y aceites. Asi por ejem-
plo, cerezas, manzanas, zanahorias, ajo, patatas,
perejil, trigo, maiz, cebada, aceite de oliva, etc.
El contenido en fitoestrégenos de algunos ali-
mentos se presenta en la Tabla 10.3. Las semi-
llas y brotes de soja son una fuente muy rica en

ISOFLAVONAS

HO

ZEARALENONA

Estructura del 17B-estradiol. Estructura de fitoestrogenos: isoflavonas, cumarinas y lactonas del acido

isoflavonas; en general, los alimentos a base de
soja constituyen el principal aporte de fitoestro-
genos en la dieta humana.

Entre los efectos fisiologicos de los fitoes-
trégenos se pueden citar hipertrofia de la vagina,
utero y glandulas mamarias en las hembras de
mamifero e hipertrofia de glandulas accesorias y

Tabla 10.3. Contenido en isoflavonas de distintos
alimentos vegetales.

Alimentos Isoflavonas (pg/g)
Semillas de soja, secas 1.953,0
Harina de soja 1.777,3
Semillas de soja, frescas 181,7
Guisantes, secos 72,6
Alubias blancas, secas 15,6
Garbanzos, secos 15,2
Alubias pintas, secas 10,5
Alubias rojas, secas 3,1
Alubias verdes, frescas 1,5

Datos tomados de: Deshpande, 2002
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desarrollo de caracteristicas secundarias femeni-
nas en los machos de mamifero. El grado de
desarrollo de estos signos depende de la canti-
dad de estrégeno, de la duracién de la exposi-
cién y de la especie animal. Generalmente estos
efectos son transitorios y desaparecen con el
cambio de dieta, a menos que los animales
hayan sido expuestos a concentraciones muy
elevadas de estos compuestos durante periodos
de tiempo muy prolongados.

Los estrégenos también se han relacionado
con la induccién de cancer; el riesgo parece
estar relacionado tanto con la cantidad de estré-
genos presente en la comida como con su propia
actividad biolégica (Stob, 1983; Quattrucci,
1987; Aldridge y Tahourdin, 1998).

El efecto real de los aportes alimentarios en
el caso de los seres humanos no esta bien defi-
nido. En todo caso, parece poco probable que
las dietas normales puedan constituir un peligro,
desde el punto de vista del equilibrio hormonal,
debido a los bajos niveles que representa su
ingesta, por lo reducido de sus concentraciones
en los alimentos vegetales.

También se han referido efectos beneficiosos
para los fitoestrogenos, principalmente sobre la
base de las diferencias observadas en la inciden-
cia de enfermedades crénicas entre la poblacién
oriental y la occidental. Estdn documentados los
efectos sobre el colesterol y posiblemente en la

NH, m NH,
HO

FENIL ETILAMINA

OH
HO HO
NH,
NH, NH, N
HO HO

DOPAMINA

Figura 10.9.

TIRAMINA

NOREPINEFRINA
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enfermedad coronaria; también se aboga por los
efectos beneficiosos de alimentos a base de soja
en mujeres postmenopdausicas (Deshpande,
2002). No obstante todos estos aspectos necesi-
tan ser confirmados con mds investigacion, ya
que no se han establecido niveles seguros de
consumo de fitoestrégenos (Helferich et al.,
2001).

Aminas vasopresoras

Algunos alimentos contienen sustancias que
producen alteraciones en la funcién cardiovas-
cular y que se denominan aminas vasoactivas o
vasopresoras por contener en su estructura un
radical amino (Figura 10.9). Se encuentran en
este grupo la tiramina, dopamina, norepinefrina,
triptamina, feniletilamina, histamina. También
manifiestan este tipo de efectos las metilxanti-
nas, que se comentaran en el siguiente apartado.

La mayor parte de estos compuestos se meta-
bolizan rdpidamente a través de una desamina-
cién oxidativa catalizada por monoamino oxida-
sa (MAO) y no representan un verdadero riesgo
para la salud humana. Ahora bien, sus efectos
hay que tenerlos en cuenta en personas tratadas
con inhibidores de MAO (iMAO), medicamen-
tos utilizados en la terapia antidepresiva. Asi, la

— )

HISTAMINA

H
TRIPTAMINA

Estructura quimica de algunas aminas vasopresoras presentes en los alimentos.
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ingesta de alimentos ricos en tiramina como
queso, vinos, aguacate, naranja, platano o toma-
te, puede producir dolores intensos de cabeza,
hipertensién y, en los casos mas severos, hemo-
rragia intracraneal y muerte (Blackwell et al.,
1967). No obstante, la prevalencia de la hiper-
tension en personas medicadas con iMAO des-
pués de tomar alimentos que contienen aminas
vasopresoras es muy bajo, tan solo del 8,4%
(Bethune et al., 1964). También fenil-etilamina,
presente en los chocolates, quesos y vinos tintos,
puede provocar crisis de migrafia (Sandler et al.,
1974). Los mecanismos por los cuales estas
aminas provocan el dolor de cabeza es descono-
cido, aunque se relaciona con cambios en el
flujo sanguineo cerebral.

Sustancias psicoactivas

Ciertos compuestos presentes en los alimentos
tienen actividad sobre el sistema nervioso cen-
tral. La mayor parte de ellos son nitrogenados y,
en funcidn de su estructura quimica, se pueden
agrupar en feniletilaminas, tropanos, triptaminas
y xantinas (Figuras 10.9 a 10.12). Otros no
contienen ningdn dtomo de nitrégeno en su
estructura, como por ejemplo la miristicina pre-
sente en Myristica fragans, el arbol que propor-
ciona la nuez moscada, o la carotatoxina, que se
encuentra en el apio y en las zanahorias, y que
resulta muy neurotéxica para el ratén (Desh-
pande, 2002) (Figura 10.10).

La nuez moscada y su pariente, el macfis, se
han usado mucho en medicina popular con una
gran variedad de aplicaciones (reumatismo, cole-
ra, desdérdenes digestivos) y también se ha emple-
ado como veneno debido a su efecto depresivo
del sistema nervioso central. Las reacciones a la
nuez moscada varian mucho, desde falta de efec-
tos a experiencias tipicamente alucindgenas
(Shibamoto y Bjeldanes, 1993). La miristicina,
que constituye aproximadamente el 4% del acei-
te esencial de la nuez moscada, se ha identificado
también en la pimienta negra, perejil, apio, enel-

OCH,

o) AN
MIRISTICINA

(CgH17)CEC—CEC—CH2—C|)H—CH=CH2

OH
CAROTATOXINA

Figura 10.10. Estructura quimica de la miristicing,
presente en la nuez moscada, y la carotatoxina, pre-
sente en zanahoria y apio.

do y miembros de la familia de la zanahoria. La
miristicina pura no es tan potente como la nuez
moscada. Por ello se piensa que, ademés de la
miristicina, otras sustancias serian responsables
también de las propiedades psicoactivas de esta
especia (Shibamoto y Bjeldanes, 1993).

1. Alcaloides psicoactivos

Entre los alcaloides psicoactivos se pueden citar
la mescalina (3,4,5-trimetoxifenil-etilamina),
que se encuentra en un cactus de México; la
dioscorina, tropano presente en diversas espe-
cies de batata, que produce depresién del SNC y
convulsiones (Deshpande, 2002) y varias trip-
taminas, presentes en diversas especies de hon-
gos basidimiocetos, con propiedades aluciné-
genas (Figura 10.11). Asi, por ejemplo, la seta
Psilocybe mexicana produce una sintomatologia
semejante a la esquizofrenia, que se atribuye a
los alcaloides psilocina y psilocibina; también
la Amanita muscaria contiene bufotenina, con
propiedades alucindgenas.

Entre las xantinas, la cafeina y la teobromina
son las mas frecuentes en la dieta habitual,
mientras que la teofilina es un constituyente die-
tético minoritario. Todos estos compuestos son
derivados metilados de la xantina y difieren
exclusivamente en el nimero y posicién de los
grupos metilo (Figura 10.12).

La cafeina es la inica metilxantina presente
en el café; el té contiene cafeina, teobromina y
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Figura 10.11.  Estructura quimica de algunos alcaloi-

des psicoactivos presentes en productos vegetales.

teofilina, en orden decreciente de concentracion;
el cacao contiene fundamentalmente teobromi-
na, en menor cantidad cafeina y trazas de teofi-
lina. La cafeina es la inica metilxantina afiadida
a las bebidas. En funcién de estos datos y de
consumo se estima que el mayor aporte de cafei-
na en la dieta es por bebida de café.

Las metilxantinas son compuestos vasoacti-
vos con efectos sobre el sistema cardiovascular.
Producen aumento de la presién sanguinea y del
gasto cardiaco, probablemente porque aumenta

0]
. N/R2
1\N/I >
2L
CH,

CAFEINA: Ry = Ry = CH3
TEOFILINA: Ry = CH3, Ry = H
TEOBROMINA: Ry = H, Ry = CH3

Figura 10.12.  Estructura quimica de las metilxantinas
presentes en alimentos.
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la concentracién urinaria de las aminas vaso-
presoras epinefrina y norepinefrina (por aumen-
to de su liberacion) (Atuk et al., 1967); Bellet
et al., 1969).

La toxicidad aguda de las metilxantinas se ha
estudiado en diversas especies animales. Para la
cafeina la DL, oral estd en un rango entre125 y
246 mg/kg; para la teobromina entre 959 y 1350
mg/kg y para la teofilina 332 mg/kg en ratén, lo
que las coloca entre las sustancias moderada-
mente toxicas (Deshpande, 2002). La muerte se
produce por fallo respiratorio después de con-
vulsiones. En la especie humana se han referido
casos de muerte por ingestas masivas; la toxici-
dad se manifiesta por alteraciones de la concien-
cia, seguido de convulsiones, vomitos y coma.

Los posibles efectos mutagénicos y carcinogé-
nicos del café y té, asi como de las metilxantinas,
se han estudiado muy ampliamente y existen
numerosas revisiones al respecto (IARC, 1991;
Mohr et al., 1993). A la vista de los resultados se
puede afirmar que estos compuestos no resultan
carcindgenos en los animales de experimentacion.

Compuestos con actividad
cancerigena

1. Cicasina y compuestos afines

La cicasina y otros glucésidos relacionados se
encuentran en diversas especies de la familia
Cycadaceae que habitan en zonas tropicales y
subtropicales del Pacifico y Caribe, México,
Florida, Japén y sudeste asidtico. Son plantas
muy resistentes frente a las condiciones climati-
cas adversas, de tal manera que, por ejemplo,
durante la estacion de los tifones, cuando otros
cultivos se destruyen, constituyen la principal
fuente de subsistencia. Se ha encontrado cicasina
en Cycas revoluta y C. Circinalis (Deshpande,
2002).

Este glucdsido, cuya estructura se presenta
en la Figura 10.13, y otros azoxiglucésidos ané-
logos presentes en Cicas spp., solamente mani-
fiestan sus efectos toxicos cuando se adminis-
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Figura 10.13.

Estructura quimica de la cicasina.

tran por via oral; por via parenteral, no resultan
toxicos. Su toxicidad es dependiente de la hidré-
lisis que se produce en el tracto gastrointestinal
que libera la forma aglucona.

La cicasina es capaz de inducir tumores
benignos y malignos en higado, duodeno, colon,
recto y rifiones en roedores. También se consi-
dera como probable carcinégeno humano
(Concon, 1988).

Estas toxinas son muy hidrosolubles, por lo
que su presencia se puede reducir lavando con
agua abundante (Whiting, 1963).

2. Safrol y compuestos afines

El safrol es un compuesto ampliamente distri-
buido en el reino vegetal (alrededor de 50 espe-
cies y variedades pertenecientes a 10 familias)
(Figura 10.14). Estd presente en muchas espe-
cias y aceites esenciales como el del azafran, el
del anis estrellado y el del alcanfor. También se
encuentra en la nuez moscada, macfs, jengibre
silvestre japonés, hojas de laurel de California y
aceite de hojas de canela. Se utiliz6 como agen-
te saborizante en bebidas no alcohdlicas y otros
alimentos. Sin embargo, se interrumpid su uso al
descubrir su actividad hepatocarcindégena en
roedores.

o—\ OCH,
O
CH,—CH=CH, CH,—CH=CH,
SAFROL ESTRAGOL
Figura 10.14. Estructura quimica del safrol y del

estragol.

La DLsj en rata es de 1.950 mg/kg. Se des-
cubri6 que induce tumores hepaticos en rata des-
pués de dos afios de administracién del com-
puesto a altas dosis: con un 0,5% en la dieta
aparecfan tumores malignos; con un 0,1% tumo-
res benignos. A pesar de ello, las altas dosis
necesarias para que se produzca el efecto carci-
nogéno sugiere que, en las condiciones dietéti-
cas normales, estos compuestos no representan
un riesgo para la salud humana (Deshpande,
2002).

Una sustancia semejante es el estragol, que
es un componente del aceite esencial de estra-
g6n, producido por Artemisia dracunculus, que
se utiliza como aromatizante (Figura 10.14). El
estragol produce cancer hepatico en los ratones
macho jovenes (Shibamoto y Bjeldanes, 1993).

Otros metilendioxibencenos se encuentran
en otras muchas plantas. Asf, la miristicina en la
nuez moscada, el apiol en perejil y apio; sesa-
mol y andlogos en la semilla de sésamo; sin
embargo, su actividad como carcinégenos es
inferior a la del safrol (Miller, 1983).

3. Polifenoles: flavonoides y taninos

Los flavonoides son unos pigmentos amplia-
mente distribuidos entre los alimentos humanos
de origen vegetal. Por su amplia distribucion,
los efectos de estos compuestos sobre la salud
humana se consideran de gran interés. Se estima
que en la dieta se ingiere diariamente masde 1 g
de flavonoides diversos (Janssen ef al. 1997 ).

Desde el punto de vista estructural, son deri-
vados de polihidroxi-2-fenilbenzo-g-pirona, que
se pueden encontrar como glucésidos, agluco-
nas o ésteres metilicos, siendo mas frecuentes
los B-glucésidos. Se dividen en seis grandes
grupos: flavonas, flavononas, isoflavonas, anto-
cianidinas, chalconas y auronas.

El grupo de las flavonas es un grupo de pig-
mentos de color amarillo que se encuentran en
los citricos, generalmente localizados en las
vesiculas de la piel. Se ha estudiado en profun-
didad sus posibles efectos mutagénicos. Asi, la
quercitina (Figura 10.15) es un compuesto
mutagénico en el test de Ames que también ha
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resultado carcinogénico en animales de expe-
rimentacién tras administracién oral (Janssen
etal., 1997).

Los taninos son un grupo heterogéneo de
compuestos ampliamente distribuido en el reino
vegetal. Se considera que incluyen todos los
polifenoles de origen vegetal con un peso mole-
cular superior a 500 Da. En funcién de su distri-
bucién botdnica y de su capacidad de degrada-
cién, se distinguen dos grandes grupos: los
hidrolizables y los condensados. Entre los pri-
meros, los ésteres de glucosa con 4cido gélico,
digitalico y elagico, como por ejemplo el acido
tdnico o simplemente, tanino, que provoca
lesiéon hepatica aguda (higado graso y necrosis
hepatica). Los taninos condensados son flavo-
noides: polimeros de antocianidinas. Los prime-
ros son rdpidamente hidrolizados por acidos,
bases o ciertos enzimas; los segundos no se
degradan por tratamiento dcido sino que tienden
a polimerizarse.

Los taninos estdn presentes en muchas fru-
tas tropicales como mango, datil o caqui, asi
como en el café, té y cacao; también estdn pre-
sentes en cereales y leguminosas. Se estima
que en una taza de infusién de café puede haber
entre 72 y 104 mg de taninos y en una de té
entre 431 y 450 mg (Janssen et al. 1997). Otra
fuente importante de taninos, sobre todo en la
forma condensada, son las uvas, zumo de uva 'y
vinos. Las concentraciones mds elevadas se
encuentran en la piel de los frutos. Se conside-
ra que las uvas tienen un contenido medio
aproximado de 500 mg por kg y los vinos tin-
tos entre 1 y 4 g por litro de vino. A partir de
estos datos se estima, por tanto, que una perso-
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na puede ingerir aproximadamente 1 g o mas
de taninos al dia.

Los taninos contienen suficientes grupos
hidroxilo fendlicos como para formar puentes
estables con las proteinas. Asi, se pueden com-
binar con las proteinas de la piel de tal manera
que las hace resistentes a la putrefaccién, es
decir, convierte las pieles en cueros (Deshpande,
2002). Por otra parte, los efectos adversos de los
taninos se atribuyen precisamente a su capaci-
dad para interferir con enzimas digestivos, de tal
manera que dietas con un contenido elevado en
taninos producen una disminucién de peso, una
baja capacidad de digestién de proteinas y un
aumento en el contenido de nitrégeno en heces.
(Deshpande, 2002).

Los taninos se han relacionado también con
procesos de carcinogénesis. Algunos estudios
epidemioldgicos sugieren una posible asocia-
cion entre el consumo de productos vegetales
con un alto contenido en taninos y una elevada
incidencia de cancer de es6fago y boca (Morton,
1970, 1972). No obstante, en los tltimos afios se
han atribuido también propiedades beneficiosas
a los taninos, antimutagénicas, anticarcinogéni-
cas (Miyamoto y col., 1997) y de proteccioén
frente a las enfermedades vasculares y lesion
hepdtica. El fundamento de estas acciones pro-
tectoras estriba en su actividad como moléculas
antioxidantes y su capacidad para neutralizar
radicales libres.
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Introduccion

El empleo de las plantas medicinales con fines
curativos ha sido documentada en la medicina
tradicional asidatica a partir del afio 3000 a. de C.
(Ko, 1991). Segtin informes de la Organizacién
Mundial de la Salud, cuatro billones de personas
en el mundo usan terapias a base de plantas
medicinales o derivados de plantas. Existe la
creencia popular de que este tipo de sustancias
son inocuas para la salud, no existiendo ningtn
riesgo en su consumo (Hung et al. 1998). La
FDA (Food and Drug Administration) ha infor-
mado de 185 muertes, en un periodo de 5 afios,
asociadas al consumo de plantas medicinales
(Hirshon, 2002). La adquisicién de la mayoria
de las plantas medicinales en todo el mundo se
realiza sin receta, con escasa informacién para
el consumidor y muchas veces sin controles
suficientes para garantizar la calidad de los pro-

ductos comercializados. Solo en los ultimos
afios, las plantas medicinales han empezado a
tener una regulacién mads estricta por parte de
las autoridades, principalmente por la existen-
cia de informes de toxicidad en la literatura
cientifica (Sanfelix ef al. 2001). El comercio de
las plantas medicinales es ampliamente utilizado
por todos los miembros de la Unién Europea.
Entre los principales usos terapéuticos de las
plantas medicinales se encuentran: el tratamien-
to de las varices, de la tos, como coadyuvantes
de la circulacién, contra el dolor muscular, para
problemas digestivos, como calmantes, ansioli-
ticos, laxantes y para tratar afecciones vesicula-
res, renales y hepdticas. Francia y Alemania
dominan el mercado de las plantas medicinales
(Silano et al. 2004). El parlamento europeo esté
modificando la Directiva 2001/83/EC por la que
se establece el codigo comunitario sobre medi-
camentos de uso humano, ya que en esta solo se
incluyeron los productos homeopaticos junto a
los medicamentos, y no fueron consideradas las
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plantas medicinales. En EE UU existe aun muy
poca regulacién sobre la industria de las plantas
medicinales, ya que actualmente estas se pueden
vender sin estudios de eficacia o de seguridad.
En Espafia se ha dictado la Orden SCO/190/
2004, de 28 de enero, por la que se establece la
lista de plantas cuya venta al publico queda
prohibida o restringida por razén de su toxicidad
(BOE, 2004).

Definicion de plantas
medicinales

Las plantas medicinales son productos que con-
tienen exclusivamente como ingredientes activos
una o mds plantas (completas o fragmentos de
plantas en estado seco), o una o mas preparacio-
nes a base de plantas (preparaciones obtenidas
por tratamientos como extraccioén, destilacion,
purificacién, fermentacion, etc., obteniendo pos-
teriormente extractos, tinturas o aceites esencia-
les), o mediante la mezcla de una o mds plantas
en combinacién con una o mas preparaciones a
base de plantas (Hung et al. 1998).

Toxicidad de las plantas
medicinales

La toxicidad de las plantas medicinales puede
variar dependiendo de distintos factores. Las
variaciones climadticas y la época del afio pueden
influir en la composicién cuali y cuantitativa de
sus principios activos, a la que afecta también de
forma significativa la forma de preparacion y la
parte de la planta utilizada (Wolf, 2003). Si bien
es poco probable que las plantas medicinales
ocasionen intoxicaciones por si mismas, la
mayoria de las veces estas ocurren por el mal
uso que se hace de ellas, la mala identificacién o
por su contaminacién. Se han encontrado, por
ejemplo, metales pesados como plomo, mercu-

rio, arsénico o cobre en altas concentraciones en
este tipo de productos (Pearl y Nelson, 1998;
Ko, 1999).

Toxicidad por 6rganos

Toxicidad hepdtica: Las dos principales mani-
festaciones de toxicidad hepatica producida por
plantas medicinales son la hepatitis y la enfer-
medad venosa oclusiva. La hepatotoxicidad esta
relacionada con la susceptibilidad individual, la
via de exposicion y la cantidad ingerida. Se ha
asociado toxicidad hepdtica a plantas como el
chaparral (Larrea divaricata) usado como
analgésico, antiinflamatorio e inclusive como
antidoto para el LSD, camedrio (Teucrium cha-
maedrys), chuca (Packera candidissima), y
especies de efedra, entre otras (Bent et al. 2003).
Los alcaloides pirrolizidinicos se han asociados
con la induccién de toxicidad hepatica veno-
oclusiva; sin embargo, no todos los tipos de
alcaloides pirrolizidinicos presentan esta toxici-
dad. Podemos destacar la Crotalaria assamica o
la Crotalaria sessiliflora, de la familia de las
leguminosas, u otras especies como el Senecio
chrysanthemoides. Los sintomas de este tipo de
intoxicacion incluyen hipertension arterial e
hipertrofia ventricular derecha. La asociacién de
las plantas con la hepatotoxicidad es general-
mente incompleta o parcial, los informes al res-
pecto son poco concluyentes y es limitado el
conocimiento del que se dispone sobre su meca-
nismo patolégico (Pearl y Nelson, 1998; Hung,
1998; Ko, 1999).

Toxicidad hemdtica: ciertas plantas contie-
nen de forma natural sustancias anticoagulantes,
por lo que pueden ocasionar hemorragias cuan-
do son usadas de forma crénica o junto a otros
productos farmacéuticos de similar uso. Se sabe,
por ejemplo, que la ingestion de Dysosma
pleianthum, que contiene podofilotoxinas, ha
ocasionado trombocitopenia y leucocitosis
(Ellenhorn, 1997; Pearl y Nelson, 1998; Hung,
1998; Ko, 1999).



Toxicidad cardiaca: el aconito (Acinitum
carmichaeli) es una de las plantas cardiotd-
xicas mds comunes. También todas aquellas
que puedan contener glucésidos cardiacos. La
presentacion clinica tipica de su toxicidad
incluye nduseas, vémitos, calambres, mareos y
palpitaciones. En casos severos también se pro-
ducen hipotension y taquiarritmias ventricula-
res, que se pueden asociar con acidosis e hipo-
calemia (Pearl y Nelson, 1998; Hung, 1998;
Ko, 1999).

Toxicidad gastrointestinal: la mayoria de las
plantas originarias de China han sido relaciona-
das con alteraciones gastrointestinales. Sus efec-
tos generalmente son minimos, pudiendo existir
deshidratacién severa por el mal uso de estos
productos. También se ha detectado toxicidad
gastrointestinal severa cuando se ingieren en
gran cantidad plantas que estdn contaminadas
con arsénico (Pearl y Nelson, 1998; Hung, 1998;
Ko, 1999; Deng, 2001).

Toxicidad neurologica: las intoxicaciones
anticolinérgicas pueden ocurrir por la ingestién
de la especie Datura metel, usada tradicional-
mente en el tratamiento de la bronquitis crénica,
el asma y el dolor. Esta especie contiene los
alcaloides escopolamina, hiosciamina y/o atro-
pina, responsables de su toxicidad. Podophyllum
hexandrum puede causar intoxicaciones con
vomito y diarrea seguida de una neuropatia con
entumecimiento de brazos y piernas y dificultad
al caminar. Asimismo, la intoxicacién por estric-
nina debe ser considerada tras la ingesta de plan-
tas que contengan dicho alcaloide, como es el
caso de Strychnos nux vomica (Pearl y Nelson,
1998; Hung, 1998; Ko, 1999).

Toxicidad renal: se han notificado muchas
plantas medicinales como posibles agentes cau-
sales de toxicidad renal. Entre las manifestacio-
nes téxicas renales se encuentran, por ejemplo,
la fibrosis intersticial del rifién producida por
algunas plantas, cuyo mecanismo se sospecha
que es inmunitario. El regaliz, por su contenido
en glicirricina, se ha asociado con el sindrome
de Fanconi, consistente en un trastorno en la
funcién tubular proximal de los rifiones que
hace que ciertos compuestos en lugar de ser
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reabsorbidos por los rifiones en el torrente san-
guineo, sean excretados en la orina. Se piensa
que la glicirricina inhibe la bomba sodio-pota-
sio-ATPasa de las células tubulares proximales.
Otras alteraciones renales se deben, sin embar-
g0, a contaminacién o adulteracién de las plan-
tas medicinales (Pearl y Nelson, 1998; Haller,
2002; Bagnis et al. 2004).

Factores de riesgo de las
plantas medicinales

Contaminantes: la contaminacion de las plantas
medicinales es una de las grandes preocupaciones
de las autoridades sanitarias. La presencia de pes-
ticidas, metales o de adulterantes han ocasionado
graves casos de intoxicacion. Informes recientes
han revelado de hecho la presencia de plomo,
mercurio y arsénico en estas plantas (Slifman et
al. 1998; Pearl y Nelson, 1998; Ko, 1999; Caldas
y Machado, 2004; Bagnis et al. 2004).
Interacciones con drogas: este es un punto
importante a considerar debido a que muchos
pacientes consumen concomitantemente plantas
con productos farmacéuticos. Las plantas con-
tienen compuestos farmacoldgicamente activos,
los cuales puede interactuar con farmacos, oca-
sionando interacciones farmacocinéticas y/o far-
macodinamicas (Hung et al. 1998; Ko, 1999;
Caldas y Machado, 2004; Bagnis et al. 2004).

VI. Toxicidad de algunas
plantas medicinales

1. Poleo (Mentha pelegium)
Efectos téxicos

Los sintomas clinicos asociados con su toxici-
dad incluyen fallo hepatico fulminante, fallo
renal agudo, coagulacién intravascular disemi-
nada, acidosis metabdlica, sangramiento o
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hemorragias gastrointestinales. A nivel neurol6-
gico se puede observar: confusion, alucinacio-
nes, edema cerebral, temblores, mareos, delirio
y encefalopatia. También se pueden presentar
periodos alternantes de letargia y agitacién, pro-
duciéndose a veces una rapida depresion del sis-
tema nervioso central. Se han descrito igual-
mente casos de aborto en pacientes embarazadas
intoxicadas (Ciganda y Laborde, 2003; Yarnell y
Spoerke, 2004; DerMarderosian, 2003).

Embarazo

No se debe usar en este periodo.

Lactancia

No se debe usar en este periodo.

Interacciones

Puede interactuar con cualquier agente hepa-tot6-
xico. Interacciona con el alcohol, parace-tamol,
atorvastatina, diclofenaco, fluconazol, ibuprofe-
no, itraconazol, piroxicam, y 4cido valproico.

Rango de toxicidad

Con solo de 10 a 15 mililitros de aceite o esen-
cia de poleo se puede causar la muerte. Se
requieren entre 50 y 100 gramos de la planta
para producir 1 ml de esencia (Yarnell y
Spoerke, 2004; DerMarderosian, 2003).

2. Ginseng (Panax ginseng)

Efectos téxicos

Existen pocas referencias de intoxicacion aguda
por ginseng, sin embargo, su ingestion crénica si
puede ocasionar serios efectos toxicos. El 17 %
de los pacientes puede presentar hipertension y
un 4 % hipotensién. Se presenta edema en el
10% de los individuos que ingieren de forma
periddica este producto. A nivel neuroldgico se
ha descrito insomnio y nerviosismo en el 20%
de los pacientes que han consumido esta planta

durante mas de 2 afos, pudiéndose presentar
también excitacion del sistema nervioso central
con euforia en el 14% de ellos. Vértigo y cefalea
son otros sintomas frecuentes. A nivel gastroin-
testinal, una alta incidencia de diarrea esta refe-
rida al consumo de mas de 3 gramos diarios de
ginseng. Igualmente, se ha descrito sangramien-
to vaginal incluso con la ingestién de 200 mili-
gramos. Erupciones de piel y sindrome de
Stevens Johnson son otros de los efectos que se
han relacionados con su consumo.

Embarazo

No existe evidencia cientifica para el uso segu-
ro del ginseng en este periodo.

Lactancia

No existe evidencia cientifica para el uso segu-
ro del ginseng en este periodo.

Interacciones

Su uso simultdneo con digoxinas ha sido aso-
ciado con un incremento de los niveles séricos
de esta ultima. Puede disminuir la efectividad de
las warfarinas. Otras drogas que pueden interac-
cionar con el ginseng son: albendazol, hipoglu-
cemiantes, estrogenos, diuréticos, inhibidores de
la monoaminoxidasa, nifedipino, antinflamato-
rios no esteroideos y analgésicos opioides.

Rango de toxicidad

Se ha informado de casos de depresion con dosis
mayores de 15 gramos. La ingestién de aproxi-
madamente 25 gramos se ha asociado a arteritis
cerebral, y se ha notificado sangrado vaginal
con una ingesta de 200 miligramos (Der-
Marderosian, 2003; Morgan y Johns, 2000;
Piosindex Ginseng, 2004).

3. Ginkgo (Ginkgo biloba)
Efectos téxicos

El Ginkgo biloba puede causar vasodilatacion
arterial y venosa. A nivel neurolégico se puede



presentar cefalea, convulsiones (principalmente
en nifios) y hemorragia subaracnoidea. El
Ginkgo biloba puede inhibir la agregacion pla-
quetaria y su uso crénico incrementa el tiempo
de sangria y la aparicién de hemorragia espon-
tdnea; el componente causante de la inhibicion
plaquetaria el ginkolido B.

Embarazo

Ha sido catalogado en la categoria C de la FDA
(Food Drug Administration), esto es, estudios en
animales han mostrado un efecto adverso sobre
el feto, pero no hay estudios clinicos adecuados
en mujeres embarazadas.

Lactancia

No estd recomendado su uso durante este periodo.

Interacciones

Puede interactuar con anticonvulsivantes, anticoa-
gulantes, agentes antiplaquetarios, buspirona, dil-
tiazem, insulina, heparina de bajo peso molecular,
inhibidores de la monoaminoxidasa, nicardipino,
nifedipino, antiinflamatorios no esteroideos, papa-
verina, diuréticos tiazidicos, inhibidores selecti-
vos de la recaptacion de la serotonina y trazodona.

Rango de toxicidad

Dos frutos pueden causar eritema en la boca
(DerMarderosian, 2003; Mahdavi y Johns,
2000; Poisindex Ginkgo, 2004).

4. Hierba de San Juan (Hipericum
perforatum)

Efectos téxicos

Poca informacion existe sobre la toxicidad del
Hipericum perforatum. Sus principales efectos
estan relacionados con la fototoxicidad, las pro-
piedades inhibitorias sobre la recaptacion de la
serotonina y por la inhibicién de la monoamino-
oxidasa. Se ha descrito inflamacién de piel y
mucosas después de la exposicion al sol. Se
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puede presentar hipertensiéon con la sobredosis
crénica. Se han descrito también depresion del
sistema nervioso central, neuropatias asociadas
a su consumo y, ocasionalmente, se ha presenta-
do gastritis e incremento en las enzimas hepéti-
cas con hiperbilirrubinemia. Igualmente puede
ocasionar rigidez muscular.

Embarazo

Contraindicada en el embarazo.

Lactancia

No existe evidencia de su seguridad en este
periodo

Interacciones

Cuatro son los principales grupos de interaccio-
nes que presenta el Hipericum. El primero, tiene
relacién con su inhibicién de la recaptacion de
serotonina. El segundo, con la inhibicién de la
monoaminooxidasa. El tercero, por poseer una
accion indirecta simpaticomimética y, por tltimo,
su actividad inductora en el citrocromo P-450.
Asi podemos destacar las siguientes interaccio-
nes farmacoldgicas de la hierba de San Juan:
amiodarona, acetaminofeno (paracetamol), ami-
triptilina, anestésicos, anticoagulantes, formacos
antidiabéticos, barbitiricos, benzodiazepinas,
betabloqueantes, buspirona, cafeina, bloqueado-
res de los canales de calcio, carbamazepina,
clorzoxazona, clozapina, anticonceptivos, ciclo-
fosfamida, ciclosporina, dextrometorfan, digo-
xinas, estrogenos, etanol, etoposido, fenflurami-
na, Ginkgo biloba, loperamida, metadona,
inhibidores de la monoaminooxidasa, analgési-
cos opioides, antivirales para el tratamiento del
SIDA, paclitaxel, fenitoina, reserpina, inhibido-
res selectivos de la recaptacion de serotonina,
tacrolimus, tamoxifeno, teofilina, trazodona,
antidepresivos triciclicos, alimentos ricos en tia-
mina y venlafaxina.

Rango de toxicidad

La dosis toxica es desconocida. Dosis tnicas de
hasta 3.600 miligramos de Hipericum no han
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dado lugar a efectos téxicos (Schwarz y Johns,
2000; DerMarderosian, 2003; Poisindex Hype-
ricum Perforatum, 2004; Yarnell y Spoerke,
2004).

5. Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Efectos téxicos

Practicamente no se han descrito efectos toxi-
cos, aunque se ha informado de reacciones ana-
filacticas asociadas a su consumo.

Embarazo

No existe contraindicacion en su uso.

Lactancia

Puede ser usado en este periodo.

Interacciones

Solo se han descrito con los anticoagulantes.

Rango de toxicidad

No existe en la literatura (Johns, 2000; Yarnell y
Spoerke, 2004) .

6. Valeriana (Valeriana officinalis)

Efectos téxicos

Se ha descrito midriasis, dolor de pecho y taqui-
cardia con la ingesta de Valeriana. Hipotension,
fatiga, ataxia, vértigo, cefalea y temblores son
sintomas que también pueden presentarse. La
estimulacién del sistema nervioso central se pre-
senta con la ingesta crénica de valeriana, y deli-
rio puede presentarse como sindrome de absti-
nencia por la abrupta descontinuacién de la
ingesta. Se ha descrito hepatitis toxica en la lite-
ratura después de ingesta de entre 3 dias a 3
meses de este producto.

Embarazo

No existe evidencia cientifica para el uso segu-
ro de valeriana en este periodo.

Lactancia

No existe evidencia cientifica para el uso segu-
ro de valeriana en este periodo.

Interacciones

Puede interaccionar con barbituricos, benzodia-
zepinas, alcohol, loperamida, agentes hepatot6-
xicos y analgésicos opioides.

Rango de toxicidad

La ingesta de 20 gramos de valeriana produjo
fatiga, dolor abdominal, temblores y dolor de
pecho (Givens y Johns, 2000; Poisindex Ve-
lerian, 2004; Yarnell y Spoerke, 2004).

7. Cascara Sagrada (Rhamus prusiana)

Efectos téxicos

Provoca efectos principalmente irritantes, ndu-
seas, vomitos y diarrea. A nivel neurolégico
puede ocasionar convulsiones musculares y vér-
tigo. Se puede observar proteinuria y oliguria.
La orina se puede presentar de color rojo en ori-
nas alcalinas o de color amarillo parduzco en
orinas 4cidas.

Embarazo

Ha sido catalogado en la categoria C de la FDA
(Food Drug Administration).

Lactancia

No se debe usar en este periodo.
Interacciones

Se han descrito interacciones con hierro y digo-
xina.

Rango de toxicidad

No estd descrita, pero se ha informado de muer-
tes por el consumo accidental de bayas (Renner
y Johns, 2000; Yarnell y Spoerke, 2004; Poisin-
dex Anthraquinones, 2004).



8. Pasiflora (Pasiflora incarnata)

Efectos téxicos

La informacion referida a su toxicidad es muy
limitada. Altas dosis por periodos largos podrian
ocasionar depresion del sistema nervioso central
y arritmias cardiacas. Se han descrito bradicar-
dia y cambios electrocardiograficos, incluido
prolongacién del QTc, asi como nduseas y
vomitos.

Embarazo

Contraindicada en este periodo.

Lactancia

No existe evidencia cientifica para el uso segu-
ro de Pasiflora en este periodo.

Interacciones

Puede interaccionar con benzodiazepinas y bar-
bittricos.

Rango de toxicidad

Se ha descrito que con 3.500 miligramos de
pasiflora se presentan sintomas de toxicidad
(Yarnell y Spoerke, 2004; Poisindex Plants pas-
siflora, 2004).

9. Regaliz (Glycyrrhiza glabra)

Efectos téxicos

Los efectos toxicos son debidos principalmente
a su consumo crénico. Puede producir hiperten-
sién, arritmias e hipocalemia, y se ha descrito
edema pulmonar con la ingestién masiva. La
miopatia es comin ademds en las exposiciones
crénicas.

Embarazo

No se debe usar en este periodo.

Lactancia

No se debe usar en este periodo.
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Interacciones

Puede interaccionar con bloqueantes alfa-adre-
nergicos, antagonistas de los receptores de la
angiotensina II, inhibidores de la enzima con-
vertidora de angiotensina, antiarritmicos, hipo-
glucemiantes, agentes antiplaquetarios, bloque-
antes beta-adrenérgicos, bloqueantes de los
canales de calcio, clonidina, anticonceptivos,
corticoides, digoxina, diuréticos, estrégenos,
guanetidina, insulina, heparinas de bajo peso
molecular, minoxidil, inhibidores de la monoa-
minooxidasa, reserpina y angentes tromboliti-
Cos.

Rango de toxicidad

Maiés de 55 gramos pueden causar toxicidad
(Newton y Johns, 2000; Yarnell y Spoerke,
2004; Poisindex Liquorice, 2004).

Manejo de las intoxicaciones
por plantas medicinales

Al encontrarnos con un paciente intoxicado o
al diagnosticar una intoxicacién con plantas
medicinales deberemos actuar asegurdndonos
de mantener con vida al paciente. Lo mas
IMPORTANTE es tratar al PACIENTE y no al
téxico.

Se debe realizar el control de los signos vita-
les: (observar, sobre todo, si respira). Establecer
la secuencia del ABC de la reanimacidn, es
decir:

A. Via aérea permeable. Aspiracién de
secreciones.

B. Respiracion.

C. Circulacién. Constatar la presencia o
ausencia de pulsos. Si estdn ausentes ini-
ciar de inmediato la reanimacién con
masaje cardiaco y/o respiracién boca a
boca.
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Si el paciente estd consciente y coopera, se
debe iniciar la secuencia del tratamiento de la
intoxicacion.

El tratamiento especifico se inicia tratando
de identificar la hierba medicinal usada por el
paciente asi como la existencia de una medica-
cion habitual y de alguna enfermedad preexis-
tente, para posteriormente, planificar la terapia.

Para identificar el téxico son muy importan-
tes la anamnesis y el examen fisico, ya que los
andlisis de laboratorio generalmente informan
tardiamente del origen de la intoxicacion. Para
orientarse en este sentido es muy util conocer y
manejar los sindromes t6xicos.

El ABC del tratamiento de las intoxicaciones
consiste en: (a) evitar la absorcion del toxico,
mediante técnicas como el lavado géstrico; (b)
favorecer la adsorcion del téxico utilizando el
carbon activado; y (c) favorecer la eliminacion
del téxico, para lo que, dependiendo del caso, el
forzar la diuresis, alcalinizar la orina o la hemo-
didlisis puede ser util. Antagonizar el toxico
mediante el uso de antidotos puede estar reco-
mendado. Asimismo, se debe consultar al Centro
Toxicoldgico regional sobre la terapia especifica.

En la mayoria de los casos, con cesar la
ingesta de las plantas medicinales es suficiente.
Las medidas de apoyo a las funciones vitales
son capaces de conseguir una evolucion favo-
rable en la mayoria de estas intoxicaciones
(Ellenhorn, 1997; Paris y Rios, 2000).
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producidas por el consumo de setas. Bibliografia.

Introducciéon

En Europa existen alrededor de 3.000 especies de
setas, de las cuales unas 70 son consideradas
venenosas y un 5% o 6% son mortales. En nuestro
pais las intoxicaciones por ingestién accidental
por el consumo de estas especies toxicas son espe-
cialmente frecuentes en regiones como Catalufia y
el Pais Vasco, donde existe una tradicién popular
de acudir al bosque o al campo a recolectar setas.
Sin embargo, este fendmeno no es exclusivo de
estas zonas, sino que se ha extendido practica-
mente a todas las regiones de Espana. Es a partir
de los afios 50, pero especialmente en los ultimos
20 o 25 afos, cuando se convirtié en una moda
generalizada el consumo de productos obtenidos
de la propia naturaleza, entre los que las setas
constituyen un claro ejemplo.

La intoxicacién por ingestién de setas es un
fendmeno estacional, ya que la mayoria crecen
en otofio o a finales de primavera, y suele pro-
ducirse por la ignorancia y por confusién con
las especies comestibles. Se estima que pueden

darse de entre 5 y 10 casos de intoxicaciones por
el consumo de setas por millén de habitantes y
aflo en regiones micofilicas, como es el caso de
Catalufia y Pais Vasco.

Clasificacion de las
intfoxicaciones por setas

Las intoxicaciones por el consumo de setas se
pueden clasificar por el grupo botanico al que
pertenecen, sin embargo, dado que grupos taxo-
némicamente iguales poseen el mismo tipo de
téxicos, o que en ocasiones en el mismo género
se encuentran especies de setas toxicas con toxi-
nas diferentes, es mas util hacer una clasifica-
cién de las intoxicaciones por setas basadas en
la intoxicacion que producen, y en el tiempo
transcurrido entre la ingestion y la aparicion de
los primeros sintomas (periodo de incubacién o
de latencia).

Segun este ultimo criterio, se pueden clasifi-
car las intoxicaciones por setas en dos grandes
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grupos: intoxicaciones con periodo de latencia
breve e intoxicaciones con periodos de toleran-
cia largo o prolongado.

1. Intoxicaciones con periodo
de latencia breve

Constituyen la mayoria de las intoxicaciones
por setas, y en general son de escasa gravedad.
En estas intoxicaciones el intervalo desde la
ingestion y la apariciéon de los primeros sinto-
mas es inferior a 6 horas (Tabla 12.1). Dentro de
este grupo incluimos los siguientes sindromes:

Sindrome gastrointestinal

Es provocado por diversas especies flngicas de
diversos géneros: Lactarius, Russula, Boletus,
Tricholoma, Entoloma, Clitocybe, Omphalotus,
Scleroderma, Agaricus, Chlorophillum, Hebe-
loma, Nematoloma y otros.

El efecto irritante sobre el tracto digestivo es
debido a diversas sustancias de composicién
quimica heterogénea aisladas en algunas de
estas especies, entre las que podemos mencio-
nar: Fasciculoles E y F, triterpenos presentes en
Nematoloma fasciculare (hifoloma de ldminas
verdes, bolet de pi) y Nematoloma Sublaeteri-

Tabla 12.1. Intoxicaciones con periodo de latencia breve (< 6 horas).

Tipo de
Sindrome

Periodo de
incubacién

Setas

Toxinas

Sintomas

Sindrome
gastrointestinal

De 1 a 6 horas

Lactarius, Russula, Boletus,
Tricholoma, Entoloma,
Clitocybe, Omphalotus,
Scleroderma, Agaricus,
Chlorophillum,
Hebeloma, Hypholoma

Fasciculoles e y f
Fasciculoles a y b
Hebelosidos a, by ¢
Sesquiterpenos ciclicos
Iludinas y subiludinas
Bolesatina

Vinilglicina

Nduseas y vomitos.
Dolor abdominal y
deshidratacion

Sindrome
neurolégico o
muscarinico

De 30 minutos a
2 horas

Amanita muscaria
Amanita pantherina

Muscarina, panterinina

Derivados isoxazélicos

(Acido ibdtenico,
muscimol, ...)

Ataxia, agitacién
psicomotriz,
«borrachera»,
agresividad,
somnolencia, depresién,
sintomas digestivos,
cierto grado de
atropismo

Sindrome
alucinégeno

De 30 minutos a
1 hora

Psilocybe, Paneolus,
Stropharia, Conocybe,
Inocybe, Copelandia,
Pluteus

Derivados del indol
(norbaeocystina,
baeocystina, psilocina y
psilocibina) bufotenina,
serotonina, muscarina

Alucinaciones, alteraciones
de la conducta,
agresividad, pérdida del
control, convulsiones,
sintomas digestivos,
taquicardia, midriasis

Sindrome
cardiovascular

De 10 a 30

minutos

Coprinus atramentarius
Clitocybe claviceps

Coprina

Néuseas, vémitos,
enrojecimiento de la piel,
sensacién de calor,
palpitaciones, sequedad
de boca, arritmias,
hipotensién arterial

Sindrome
hemolitico

De 3 a 4 horas

Amanita rubescens
Paxillus involutus

Rubescenslisina

Color oscuro de la oring,
vémitos, diarreas,
hemoglobinuria, anemia,
dolor lumbar, colapso,
insuficiencia renal




tum (hifoloma color ladrillo, bolet de pi rogenc);
Fasciculoles A y B, serquiterpenoides presentes
en Nematoloma fasciculare; Hebelosidos (A, B
y C), glutarilcrustilinoles presentes en especies
del género Hebeloma; Sesquiterpenos ciclicos,
presentes en numerosos Lactarius, como el
Lactarius chrisorrheus (niscalo borde, rovello
de cabra o esne gorri falsoa); Iludinas y subilu-
dinas, terpenoides presentes en diversas especies
del género Omphalotus: O. olearius y O. illu-
deus (falsos rebozuelos, setas de olivo, girgoles
d’ olivera, zapo ziza). Las més téxicas son las
Iludinas S y M; Bolesatina, glucoproteina toxica
presente en diversos Boletus, especialmente B.
Satands (Figura 12.1); Vinilglicina, aminoacido
insaturado presente en Entoloma Lividum.

El cuadro gastroentérico provocado por estas
setas suele manifestarse como un sindrome gas-
trointestinal intenso (lividiano o pardiano) o
bien como un sindrome gastrointestinal menos
intenso (o resinoidiano).

Sindrome gastrointestinal intenso

Presenta un periodo de incubacioén corto, de 1 a
3 horas, y se caracteriza por un cuadro diarreico,
nauseas, vomitos y dolor abdominal. Todo ello
acompaifiado de una astenia profunda. Como
consecuencia se presenta deshidratacion, hemo-
concentracién, hipocloremia, hiponatremia,
hipopotasemia y acidosis metabdlica. Suele
evolucionar favorablemente en uno o dos dias.
El posible peligro es la deshidratacién por
vomitos y diarreas, asi como el consumo de
estas setas junto con otras de periodo de laten-
cia largo.

Sindrome gastrointestinal menos intenso
(o resinoidiano)

El periodo de incubacién es de 2 a 6 horas. No
produce trastornos graves salvo a personas débi-
les o a nifnos. Los toxicos que producen este cua-
dro resinoidiano se destruyen por ebullicién
(cuerpos ceténicos o antraquinonas).

El tratamiento en ambos casos es sintomati-
co. En general, por la naturaleza de los sinto-
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mas, no es precisa la evacuacion del téxico. En
los casos mas graves hay que combatir la deshi-
dratacion.

Sindrome neurolégico
o muscarinico

Schmiedeberg y Kopp en 1869 aislaron de la
Amanita muscaria (Figura 12.2) una sustancia
toxica a la que denominaron muscarina y se
pensé que era la toxina responsable del cuadro
clinico que provocaba esta seta.

Sin embargo, se comprobd que la muscarina
se hallaba en esta seta en cantidades muy peque-
fias (aproximadamente 3 ppm de peso fresco),
y por tanto debia contener otros principios acti-
vos de los que no era antidoto la atropina, que
incluso podria exacerbar los sintomas de la into-
xicacién por esta seta. En los afios 60 estas sus-
tancias fueron aisladas e identificadas y se com-
probd que se trataba de derivados isoxazoélicos
(acido iboténico, muscimol) principales respon-
sables del cuadro neuroldgico producido, que se
comportaban como falsos neurotransmisores.
Ademas, presenta ciertas sustancias irritantes
del tubo digestivo.

Cuadro clinico

Este cuadro neurolégico estd provocado, funda-
mentalmente por la Amanita muscaria y la
Amanita pantherina. Las manifestaciones clini-
cas producidas por el consumo de Amanita
muscaria inicialmente eran conocidas como
«sindrome muscarinico», también como «mico-
colinérgico o sudoroso», ya que se le achacaba a
la muscarina (derivado de amonio cuaternario),
téxico de la Amanita muscaria, pero como se ha
indicado, la concentracion de la muscarina en el
citado hongo es relativamente pequefia y no pro-
duce un sindrome muscarinico, sino un cuadro
clinico diferente debido a otras sustancias.
Podemos afirmar que, en general, la Amanita
muscaria americana es la mas irritante del tubo
digestivo, en tanto que las formas europeas pre-
sentan mayor actividad psicotrépica. La riqueza
en sustancias activas de estas setas varia mucho
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dependiendo de diversos factores, como la zona
de recoleccion, el clima, las variedades o subva-
riedades.

Aunque en general la intoxicacién no es
grave, se ha descrito una mortalidad de un 2%
para la Amanita muscaria y un 10% para la
Amanita pantherina, que en el caso de esta ulti-
ma seta se debe, con toda probabilidad, a que
posee toxinas propias no presentes en la Amanita
muscaria. Concretamente, la panterinina y a una
serie de derivados del dcido aminodicarboxime-
til-tiopropanoico, que actian como agonistas del
N-metil-D-aspartico sobre los receptores especi-
ficos para esta sustancia.

La sintomatologia clinica se caracteriza por
un cuadro de delirio atropinico con algunos
signos de intoxicacién colinérgica. Los prime-
ros signos de la intoxicacién aparecen entre los
30 minutos y las 2 horas tras la ingestion, y la
duracién del cuadro clinico suele ser de unas
12 horas. La intoxicacién comienza con nduse-
as, seguidas o no de vomitos, dolor abdominal
y en ocasiones diarrea o estreflimiento. Estos
sintomas gastrointestinales pueden ser de
intensidad variable, e incluso, pueden no pre-
sentarse.

El cuadro neurolégico que producen estas
setas recuerda a la intoxicacién por plantas atro-
pinicas (Atropa belladona, Datura stramonium),
de ahi su denominacién como intoxicacion
micoatropinica, se caracteriza por midriasis,
taquicardia, rubefaccién cutdnea y un estado
delirante con alteraciones visuales y euforia
alternando con agresividad, sintomas que recuer-
dan al etilismo agudo (borrachera). Ademas,
puede presentarse un estado convulsivo con
hipertonia muscular y pérdida de conciencia, o
por el contrario, hipotonia generalizada y coma.

Otro cuadro que puede aparecer es el de agi-
tacién psicomotriz. Normalmente la midriasis
estd presente en el transcurso del cuadro téxico.

Tratamiento

Como tratamiento inicial se procederd a elimi-
nar el téxico mediante eméticos, purgantes sali-
nos y diuresis forzada. Se deberd evitar el lava-

do de estémago por la excitacion del paciente y
se le repondran las pérdidas hidroelectroliticas
causadas mediante fluidoterapia. Se procedera
al tratamiento antiddtico, que vendra determina-
do por los sintomas que presente el intoxicado.

Como tratamiento sedante, en caso de delirio
y agitacion intensa, se llevara a cabo un trata-
miento con clorpromacina, fenobarbital o diaze-
pan. Como alternativa a los barbitidricos o ben-
zodiacepinicos, en ocasiones se podrd emplear
la fisostigmina a las dosis de 1 a 2 mg por via
intravenosa lenta (en 2 o 3 minutos) en adultos y
de 0,2 a 0,5 mg por via intravenosa lenta en
nifios. Se pueden administrar dosis repetidas si
es necesario, ya que la fisostigmina se metaboli-
za a los 30-60 minutos. De presentarse tetania,
se administrard gluconato cdlcico.

A pesar de que en el tratamiento de este sin-
drome esta contraindicada la administracién de
atropina, de presentarse signos de estimulacién
colinérgica puede estar indicado su uso.

Sindrome alucinégeno

Se debe al consumo de hongos del género
Psilocybe, Paneolus, Stropharia, Conocybe,
Inocybe (Figura 12.3), Copelandia, Pluteus, etc.
No se produce por ingestién como alimento sino
que se ingiere generalmente de forma volunta-
ria, buscando una sensacién de bienestar y deli-
rio. Estos hongos (Ilamados «hongos mégicos»,
«hongos psilocibos», «angelitos») han sido uti-
lizados en América Central en ceremonias reli-
giosas, y en la actualidad son cultivados en casa
por los propios consumidores, siendo el
Psilocybe cubensis la especie que mds se presta
a este tipo de cultivo.

Las toxinas responsables de este efecto alu-
cindgeno son sustancias derivadas del anillo
indol, que se denominan norbaeocistina, baeo-
cistina, psilocina y psilocibina, siendo las tres
primeras precursoras del éster fosférico de la
hidroxi-4-dimetil-triptamina o psilocibina. Qui-
micamente son semejantes a los alcaloides
hidrosolubles del cornezuelo del centeno. Otras
sustancias encontradas en estos hongos son: la
bufotenina (5-hidroxi-N-dimetiltriptamina) que



se encuentran también en los sapos; la serotoni-
na; la muscarina, etc.

El mecanismo de accién, al igual que la
LSD, esta relacionado con la estimulacion de
la actividad simpdtica y serotonérgica, pero con
menor potencia.

Cuadro clinico

Se dispone de pocas referencias de casos de
intoxicacion aguda provocadas por estas setas.
Los sintomas se presentan en poco mas de 30 o
60 minutos tras la ingestion, y los mds frecuentes
son alucinaciones, alteraciones de la conducta,
agresividad, pérdida de control, convulsiones,
sintomas digestivos, taquicardia y midriasis.

Tratamiento

Por lo general este tipo de intoxicacién no pre-
cisa de tratamiento, ya que los sintomas revier-
ten entre las 4 y 10 horas tras la ingestion.

El tratamiento serd basicamente sintomdtico
y de soporte. Al igual que en el caso de LSD, se
empleardn benzodiacepinas y un agente colinér-
gico. Es conveniente mantener al paciente libre
de estimulos sensoriales (ambiente de semipe-
numbra, silencioso) y acompafiado por una per-
sona que le tranquilice.

Sindrome cardiovascular

También se conoce como «sindrome coprinico o
copriniano» por ser el Género Coprinus el
hongo que con mayor frecuencia provoca la
intoxicacion. Algunos autores lo denominan
intoxicacidn nitroide, ya que sus sintomas pue-
den ser semejantes a la acciéon de los nitritos
vasodilatadores.

Este sindrome se asocia al consumo de las
setas Coprinus atramentarius (seta de tinto,
bolet de femer, urbeltz) (Figura 12.4) y Clitocybe
claviceps (clitocibe de pie claviforme). Estos
hongos dan lugar a un cuadro parecido al efecto
del disulfiram o el antabus (farmaco utilizado en
la psicoterapia de deshabituacién de personas
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alcohdlicas) y se produce debido a que inter-
fieren con el metabolismo oxidativo del etanol.
Por tanto, este sindrome se presenta solo en el
caso de que se haya producido junto con el con-
sumo de estos hongos una ingestion de alcohol y
solo se presenta en ciertas personas.

En 1975, Hatfield y Lindberg, aislaron la
«coprina» como responsable de este sindrome.
Esta sustancia se trata de un derivado de la
cicloaminopropanona que interfiere el metabo-
lismo oxidativo del etanol, provocando la acu-
mulacion de acetaldehido en el organismo, res-
ponsable de todos los sintomas.

Cuadro clinico

Este se produce si la ingestién de estas setas
coincide con la ingestién de bebidas alcohdlicas
en un intervalo comprendido entre 3-4 horas
antes, y 2-3 dias después de comer las setas.

Los sintomas se presentan entre los 10 y 30
minutos de la ingestidén y consisten en nauseas y
vOmitos, enrojecimiento de la piel, sensacién de
calor y palpitaciones, sequedad de boca, arrit-
mias e hipotension arterial grave.

Tratamiento

Ademads de las medidas sintométicas y de sopor-
te, el tratamiento consiste en la administracion
de vitamina C a dosis altas por via intravenosa
por su efecto favorable por su factor «redox».

Parece que el 4-metilpirazol es un eficaz
antidoto en esta intoxicacion, ya que su accion
consiste en evitar la formacion de acetaldehido,
bloqueando el primer paso oxidativo del eta-
nol.

Se administraria una dosis inicial de 5 mg/kg
por via intravenosa, que de ser necesario podria
repetirse a las 6-12 horas.

Sindrome hemolitico

Numerosas especies de hongos contienen hemo-
lisinas termoldbiles capaces de provocar ciertos
trastornos hemoliticos, en general leves, en caso
de que se consuman crudas o poco cocinadas.
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Como mads representativas podemos mencio-
nar hongos de los géneros Helvella, Sarcos-
phaera, Peziza, Morchella y Mitrophara. Se
trata en gran medida de especies comestibles,
muchas de ellas de gran valor gastrondémico,
como es el caso de las colmenillas (varias setas
del género Morchella).

En ciertos casos la hemélisis producida por
el consumo de alguna de estas setas es de esca-
sa gravedad, tal es el caso de la Amanita rubes-
cens. Esta seta contiene una toxina denominada
«rubescenslisina» que produce un cuadro de
hemdlisis leve. Sin embargo, en ocasiones, algu-
nas setas pueden provocar un cuadro de hemoli-
sis grave, como ocurre con el Paxillus involutus
(paxilo involuto) (Figura 12.5), cuya ingestién
repetida puede ocasionar hemdlisis severas e
incluso la muerte. La hemdlisis obedece a un
mecanismo inmunitario de sensibilizacion a los
antigenos del hongo por los depdsitos de los
complejos antigeno-anticuerpo en la superficie
de los hematies.

Cuadro clinico

Los primeros sintomas aparecen tras un periodo
de incubacién corto (3-4 horas). En los casos
mas leves se manifiesta simplemente por un
color mds oscuro de la orina durante 1 o 2 dias.
En los casos mas graves pueden manifestarse
vomitos y diarreas, hemoglobinuria, anemia,
dolor lumbar y colapso, y posteriormente insufi-
ciencia renal. En ocasiones se presenta discreta
cit6lisis hepatica. Es importante tener en cuenta
que el consumo de ciertos lactarios comestibles,
como son los del grupo de los niscalos, ocasio-
na la eliminacién por via renal de pigmentos
coloreados que nos pueden alarmar y llegar a
pensar que se trata de hongos que producen
hemodlisis.

Tratamiento

Se debe procurar la evacuacién gastrica del toxi-
co lo antes posible y la restauracién de las pér-
didas hidricas y electroliticas. Se aportard abun-
dante liquido (diuresis forzada) para evitar el
dafio renal.

En las formas graves de hemdlisis inmunita-
ria puede resultar de gran utilidad la exanguino-
transfusion y la administracién de concentrados
de hematies.

2. Intoxicaciones con periodo
de latencia prolongado

En las intoxicaciones provocadas por la inges-
tién de setas de toxicidad retardada el intervalo
desde la ingestion y la aparicion de los primeros
sintomas es superior a 6 horas, pudiendo llegar
en algin caso hasta 10 o 15 dias. Son considera-
das intoxicaciones de caricter grave, y cuando
aparecen las primeras manifestaciones el dafio
tisular es de consideracién, lo que explica su
mayor gravedad (Tabla 12.2). Podemos destacar:

Intoxicaciones por setas con
hidracinas o sindrome giromitriano

Sindrome producido por la Gyromitra esculenta
(Figura 12.6) y Gyromitra gigas (falsas colme-
nillas) que liberan metilhidracina al hidrolizarse
en el estémago. Estas setas pueden considerarse
comestibles si se desecan o se hierven previa-
mente a su consumo y se desecha el agua de la
coccidn. Esto se debe a la volatilidad e hidroso-
lubilidad de sus toxinas. Ciertos estudios han
puesto de manifiesto en animales una accién
cancerigena y mutagénica por metilacion del
ADN.

Se ha demostrado la presencia de mds de
diez hidracinas distintas en estas setas involu-
cradas en su toxicidad. La mas abundante es la
«giromitrina» (metiletilhidracina). Esta se
hidroliza en el organismo y se transforma en
monometilhidracina, que inhibe todos los proce-
sos metabdlicos que tienen como coenzima el
fosfato de piridoxal, produciendo graves afec-
ciones multisistémicas.

Cuadro clinico

Los primeros sintomas aparecen a las 6-9 horas
tras la ingestion de setas en estado fresco y con-
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Tabla 12.2. Intoxicaciones con periodo de latencia prolongada (> 6 horas).
'!'ipo de !’eriodo.c'ie Setas Toxinas Sintomas
sindrome incubacién

Intoxicacién por
sefas con
hidracina
(sindrome
giromitriano)

De 6 a 9 horas

Giromitra esculenta
Giromitra giga

Metilhidracina

Nduseas, vémitos, diarreas
arritmias, hipotension,
trastornos de la
conciencia, coma,
afecciones hepdticas
y renales, hemélisis

Intoxicaciéon por
setas
nefrotéxicas
(sindrome
orellaniano)

De 2 a 17 dias

Cortinarius (leprocybe)

Orellaninas
Cortinarinas

Sed intensa, poliuria,
insuficiencia renal,
malestar, debilidad,
dolor lumbar

Intoxicacion por
sefas
hepatotéxicas
(sindrome
faloideo)

De 8 a 24 horas

Amanita phalloides
Amanita virosa

Amanita verna

Lepiota brunneoincarnata
Galerina

Amatoxinas o amanitinas
Falolisinas

Falotoxinas

Virotoxinas

Néuseas, vémitos,
diarreas, dolor
abdominal,
deshidratacién, afeccién
hepdtica, icteria,

hepatomegalia,
trastornos de la
conciencia, coma,
megacolon

sisten en nduseas, vomitos y diarreas de escasa
intensidad, arritmias, hipotension, trastornos de
la conciencia (incluso el coma), hemdlisis y mas
adelante afecciones hepaticas y renales. A veces,
secundariamente, puede aparecer un cuadro de
hemodlisis.

Tratamiento

Hay que recurrir al lavado gastrointestinal y
debe procederse al tratamiento sintomédtico y de
soporte. Es ttil la administracién de vitamina Bg
(piridoxina) a dosis altas por via intravenosa. En
los casos que la hemdlisis sea muy intensa debe
protegerse la funcién renal con la administra-
cién de abundantes liquidos.

Intoxicaciones por setas nefrotéxicas
o sindrome orellaniano

Causada por especies del género Cortinarius (C.
orellanus, C. orellanoides, C. speciosissimus,
C. brunneotulvus, C. henrici y C. esplendeus
en Europa y C. fluoresceus en América) (Figu-

ra 12.7), concretamente del subgénero Leprocy-
be, hongos generalmente de pequefio tamafio y
tonos rojizos o canela. Son escasas en el drea
mediterrdnea, sin embargo, abundan en Europa
Central y Septentrional (Polonia, Suiza, Finlan-
dia, Escocia y Noruega).

Estos hongos nefrotéxicos contienen dos
tipos de toxinas: las orellaninas, del tipo bipiri-
dilico (similares al herbicida paraguat) y las cor-
tinarinas, de tipo ciclopeptidico. Es conocido
que la toxicidad de estas setas se debe principal-
mente a las orellaninas, por su marcada accién
sobre el rifién.

Cuadro clinico

El sindrome orellaniano se caracteriza por un
periodo de incubacién largo (2 a 17 dias) y por
la aparicién de sed intensa y poliuria. Se instau-
ra poco a poco una grave insuficiencia renal, que
en algunos casos es irreversible. A causa del
periodo de latencia tan largo el diagnéstico resul-
ta dificil. Practicamente no existe fase digestiva
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entre los sintomas. A veces se produce malestar
general, con debilidad y dolores lumbares.

Tratamiento

No existen antidotos especificos contra las ore-
llaninas. El tratamiento a aplicar serd sintométi-
coy de soporte. La plasmoféresis es util siempre
que se realice precozmente. En los casos graves
de insuficiencia renal habrd que recurrir a la
hemodidlisis e incluso al transplante renal.

Se han descrito diversos casos de intoxica-
cioén con un cuadro nefrotéxico causadas por la
ingestion de ciertas especies de setas del género
Amanita. Tal es el caso de la Amanita smithiana,
que causa cuadros de intoxicacién en Norteamé-
rica, caracterizados por sintomas digestivos y
una grave insuficiencia renal. La seta europea
Amanita prossima, apreciada como comestible
en Europa meridional, ha provocado casos de
intoxicacién en Francia e Italia durante los afios
1991 y 1992, que cursaba con una insuficiencia
renal grave causando la muerte. Parece que los
principios activos responsables de la intoxica-
cion son pequenos péptidos.

Intoxicaciones por setas hepatotéxicas
o sindrome faloideo

Este sindrome es el mas importante y el mads
grave de los producidos por el consumo de
setas. Supone aproximadamente el 90% del total
de los envenenamientos que provocan la muerte
en Europa.

Los hongos responsables de este tipo de
envenenamiento son Amanita phalloides (Figu-
ra 12.8), A. virosa, A. verna, Lepiota brunneo-
incarnata y Galerina. La A. phalloides constitu-
ye el prototipo de seta hepatotdxica.

El cuadro clinico que se produce tras el con-
sumo de estas setas se debe a sus toxinas, fun-
damentalmente la amatoxina o amanitina, octa-
péptido biciclico que actia produciendo la
muerte celular a través de la inhibicion de la sin-
tesis del acido ribonucleico, mensajero por blo-
queo de la enzima especifica, la ARN-polimera-
sa II, a la que se unen para interferir su accion,

fundamentalmente en las células del epitelio
intestinal e higado. Estas toxinas son eliminadas
por la bilis, pero son de nuevo reabsorbidas en el
intestino, con lo que se establece una circula-
cién enterohepética de consecuencias fatales.

El descubrimiento y caracterizacién de las
toxinas presentes en estas setas causantes de
envenenamientos ha ido unido al desarrollo
de métodos de andlisis e investigacién. Kolbert,
en 1891, por primera vez intentd aislar las sus-
tancias toxicas y descubrié un principio hemoli-
tico insoluble al que llamo falolisina y al que
durante algiin tiempo creyé que era el téxico
principal de la A. phalloides. Afios mas tarde, en
1909, descubrid unas toxinas ain mas toxicas.

Lynen (Premio Nobel de Quimica en 1964) y
U. Wieland, en 1936, separaron dos tipos de
toxinas: una, de accion rapida, la faloidina, y
otra lenta, la amanitina, ain mas téxica que la
anterior.

Luigi Fiume, profesor de Patologia en la
Facultad de Medicina de la Universidad de
Bolonia (Italia), fue quién descubrié en 1955 la
inhibicién de la ARN-polimerasa II por la inges-
tién de amanitas y, por consiguiente, la razén de
su fuerte poder téxico.

En la actualidad, y procedentes de estas ama-
nitas, lepiotas y galerinas han sido caracteriza-
das y aisladas las siguientes toxinas:

» Falolisinas: hemoliticas, se destruyen por el
calor. Caracterizadas por Faulstian en 1983.

» Amatoxinas: toxinas lentas. Son las mas
activas y forman una familia de 9 miem-
bros diferentes pero con el mismo esquele-
to molecular biciclico.

 Falotoxinas: toxinas rapidas. Forman una
familia de 7 miembros con un esqueleto
molecular biciclico.

» Virotoxinas: presentes en la A. virosa.
Forman una familia de 6 miembros y pose-
en un esqueleto molecular monociclico.

Aunque todas ellas pueden encontrarse en la
A. phalloides y otras especies, la que en mayor
concentracion se presenta es la amatoxina, que
es la verdadera responsable del cuadro clinico.



Desde el comienzo de la intoxicacién las
toxinas son excretadas a través de los rifiones en
grandes cantidades e incluso pueden encontrar-
se en la orina antes de la aparicién de los prime-
ros sintomas. Pueden hallarse concentraciones
urinarias 100 o 150 veces mayores que las regis-
tradas en sangre.

El higado debe ser considerado como érgano
diana de las amatoxinas, ya que estas producen
una afeccion hepatocelular de tal magnitud que,
si la cantidad de setas ingeridas es grande y no
se aplica el adecuado tratamiento, se producira
una necrosis hepdtica que puede provocar la
muerte del paciente. En estos casos, por el grave
trastorno metabdlico y biolégico, puede produ-
cirse ademds un fallo renal, ddndose por tanto,
una insuficiencia hepatorenal.

Cuadro clinico

Se diferencian cuatro periodos evolutivos en la
intoxicacion por Amanita phalloides:

1) Periodo de incubacion o latencia: Perio-
do tras la ingestion de las setas en el que no se
aprecian sintomas. En general, suele ser superior
a las 8 0 9 horas, con un maximo de 24 horas,
que suele corresponder a los casos mds leves.

2) Fase intestinal o periodo coleriforme: se
produce un cuadro gastroenterocdlico grave
cuya duracién oscila de 12 a 24 horas, y se
caracteriza por nduseas, vomitos, dolores abdo-
minales intensos y diarreas coleriformes que
pueden ocasionar importantes pérdidas de liqui-
dos y electrolitos, provocando una severa deshi-
dratacién, acompafiada muchas veces de acido-
sis metabdlica. Como consecuencia de esta, es
frecuente la aparicién de oliguria. De no corre-
girse este desequilibrio en este momento puede
producirse en pocas horas, debido a una hipovo-
lemia y la perfusion renal consiguientes, una
lesion renal. Hay que destacar que en esta fase la
bioquimica hepdtica es normal, no aparecen sig-
nos analiticos que revelen un fallo hepdtico.

En ciertas ocasiones este cuadro se acompa-
fia de una hipoglucemia y aumento de urea y
creatinina séricos. Parece que existe una rela-
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cién entre la duracién de esta fase gastroentero-
cOlica y la gravedad de la intoxicacion.

3) Fase de mejoria aparente: la duracion de
esta oscila entre 24-48 horas. Hay una mejoria
aparente que se debe al tratamiento sintomatico
y al aporte de liquidos.

4) Fase de agresion visceral: Hacia el tercer
o quinto dia se presenta un sibito empeora-
miento, estableciéndose una fase de afectacion
visceral con necrosis hepdtica que desencadena
una insuficiencia hepdtica grave con ictericia,
hepatomegalia, empeoramiento del estado gene-
ral y, en ocasiones, diatesis hemorragica. La
analitica mostrard signos de una intensa afec-
cién hepatica con citdlisis (hiperbilirrubinemia,
aumento de las transaminasas, alargamiento del
tiempo Quick e hipoglucemia) y acidosis.

Entre el quinto y octavo dia posterior a la
ingestion, puede iniciarse una recuperacion que
cursa con un descenso de los valores enziméti-
cos y una recuperacion de la actividad protrom-
binica. En este caso, a las tres semanas el
paciente se recupera totalmente, siempre que no
se haya producido insuficiencia hepatica grave
que desencadene una hepatitis crénica secunda-
ria a la intoxicacion.

Por el contrario, puede producirse un agrava-
miento con un aumento de las enzimas, una dis-
minucién brusca de la hepatomegalia y valores
bajos persistentes del tiempo de Quick, que indi-
caria una necrosis hepatocelular masiva. En las
formas mds graves se puede llegar a una fase
terminal con encefalopatia hepdtica que puede
llevar al coma y muerte entre los dias 6y 9.

Algunos pacientes, tras esta fase pueden
desarrollar entre los 5 y 15 dias, una tubulone-
fropatia secundaria que, aunque a veces requie-
re de un tratamiento de hemodiélisis, la mayo-
ria de las veces evoluciona espontdneamente
hacia la curacién. En raras ocasiones puede
desarrollarse un megacolon como complica-
cibén en esta intoxicacion faloidea. También se
han descrito ciertos efectos teratégenos en
madres gestantes cuando el consumo de estas
setas se produce durante los tres primeros
meses de la gestacion.
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Figura 12.7.  Cortinarius orellanus. Figura 12.8. Amanita phalloides.




El diagnodstico de la intoxicacidn por este
tipo de setas debe realizarse precozmente,
antes de que aparezca la afeccion hepatica, ya
que una vez que aparezcan analiticamente los
primeros signos de dafio hepdtico puede ser
demasiado tarde para que el tratamiento sea
efectivo.

Existe una prueba quimica sencilla para apli-
car sobre las setas o restos sospechosos que pue-
den contribuir al diagndstico, aunque no es fia-
ble al 100%: el test de Wieland o Meixner. Se
realiza sobre papel de periddico no satinado
(que contenga lignina) y se deja caer una gota de
jugo de seta sobre una zona desprovista de
letras. Una vez seca la mancha, se le afade 1-2
gotas de acido clorhidrico concentrado. Al cabo
de pocos minutos aparecerd una coloracién azul
turquesa que demuestra la presencia de mas de
0,02 mg de amatoxina por mililitro de jugo. Esta
prueba se basa en la reaccién producida por el
hidroxilo del grupo indélico de las amatoxinas y
la lignina del papel de periédico, en presencia
del 4cido clorhidrico.

El diagnéstico definitivo seria la confirma-
cién de la presencia de amatoxina en orina o
aspirado digestivo en las primeras 48 horas, que
siempre se detectan, incluso en los casos leves.
Los métodos analiticos adecuados son radioin-
munoandlisis basado en una toxina marcada con
yodo radioactivo y cromatografia, especialmente
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
que puede detectar desde 10 ng/ml. Esta sensi-
bilidad es inferior que la de las técnicas de radio-
inmunoanadlisis.

Tratamiento

En numerosos hospitales de Europa se sigue un
mismo protocolo de tratamiento en la intoxica-
cién por Amanita phalloides. El proceso de
decisiones y actuaciones se resumen en el algo-
ritmo propuesto por Piqueras en 1996, que deta-
lla los pasos a seguir (Figura 12.9).

El tratamiento va dirigido a tres objetivos
principales:

a) Restablecer el balance hidroelectrolitico.
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b) Impedir la absorcion de las toxinas y
¢) Eliminar las ya absorbidas.

Previamente, es necesario controlar las cons-
tantes vitales, la presion venosa central (PVC) y
la diuresis. Se establecerd una fluidoterapia
intensa y se analizaran los equilibrios hidroelec-
troliticos y acidobdsicos, los niveles de gluce-
mia, la funcién hepdtica y renal, y la hemostasia.
A pesar de que se produce una eliminacién natu-
ral de las toxinas del tubo digestivo debido al
cuadro coleriforme que se origina, estas deben
eliminarse con la maxima rapidez mediante un
lavado intestinal total con gran cantidad de
liquido, utilizando una sonda nasogéstrica, al
que debe adicionarse carbon activo. La sonda
serd utilizada después para la aspiracién conti-
nua del tubo digestivo y para administrar perio-
dicamente carbén activo.

La eliminacidn de las toxinas del organismo
debe realizarse mediante dos vias naturales de
eliminacion: la via biliar y la via urinaria. La eli-
minacién via biliar completard el tratamiento
anterior de aspiracion continua del tubo digestivo
mediante sonda, al unirse al carbon activado las
toxinas que proceden de la circulacion enterohe-
patica y enteroentérica. La eliminacién urinaria
se realizara mediante la diuresis forzada neutra,
que constituye un método muy eficaz dentro de
las 36-48 horas. En los casos graves se recurrird
a la hemoperfusién con carbdn activado.

Aunque no existe ninguna sustancia conoci-
da que antagonice el mecanismo de accién de
las amatoxinas, es importante instaurar un trata-
miento quimioterdpico con bencilpenicilina y
silibinina, ya que se ha demostrado que compi-
ten con las toxinas por un hipotético receptor
membranoso de la célula hepdtica, y parece que
un sistema multiespecifico de transporte de
membrana del hepatocito, utilizado para la
incorporacién de miltiples sustancias, podria
ser saturado por dosis altas de farmacos. Por ello
se ha comprobado experimentalmente que las
cafalosporinas, penicilinas, diversos derivados
de vegetales como la silibinina y la aucubina y
muchos otros farmacos son eficaces como anti-
dotos.
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Probable
intoxicacién por
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:
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Toxiinfecciones alimentarias, v
distinto agente toxico: tratar Realizar el diagnéstico
e forma adecuada al sindrémico

diagnéstico

|

A\ 4
Si se sospecha ingestién de setas
del tipo Amanita phalloides:
Traslado urgente al hospital
Tratamiento protocolizado
Amatoxinas en 1¢ orina

v

Valoracién del pronéstico a las 48-
60 horas postingesta

|
v

Forma «no grave»:

Tratamiento sintomdtico y de soporte
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Sindromes mixtos: amatoxinas en orina
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ATIII, tiempo de Quick < 30 %

No mal pronéstico
Mantener tratamiento
hasta recuperacién y alta

Programa de
trasplante hepético

Figura 12.9.  Algoritmo de decisiones en el tratamiento de las infoxicaciones por setas propuesto por Piqueras, 1996.



La pauta terapéutica a seguir se puede resu-
mir siguiendo el esquema propuesto por el
Doctor Piqueras en 1996, que se puede resumir
en los siguientes puntos:

— Aplicacién de una sonda nasogdstrica.
Aspiracion continua. Se interrumpird la
aspiracion cada 3-4 horas para la admi-
nistracion periddica de carbon activado y
de purgantes o catarticos conjuntamente
(15-30 g de sulfato sédico o magnésico,
junto a 30-50 g de carbén activado, dilui-
do todo en 250-300 ml de agua o suero
fisiolégico).

— Intensa reposicion de liquidos. Por via
intravenosa con soluciones salinas y glu-
cosadas.

— Monitorizacién y seguimiento. De paré-
metros analiticos (hemostasia, funcién
renal y hepatica, niveles de glucemia),
balance hidrico, constantes vitales, pre-
sién venosa central y diuresis. Especial
interés tienen el tiempo de protrombina,
el factor V y la antitrombina III, asi como
los niveles de glucemia, bilirrubina y
transaminasas.

— Diuresis forzada neutra. 3-4ml/kg/h de
orina durante el primer dia.

— Administracion por via intravenosa, con
la finalidad de bloquear la entrada de toxi-
nas en la célula hepética de:

o Silibinina: de 20 a 50 mg por kg/dia en
4 administraciones.

* Penicilina G-Na: 300.000 U/kg/dia,
distribuidos en dosis cada 4 horas o pre-
feriblemente en perfusion continua.

— Bicarbonato, CIK, vitamina K, plasma
fresco, etc., de acuerdo con la evolucion
analitica.

— Hemoperfusion en carbon activado, en
las primeras horas del ingreso en casos
presumiblemente graves. Otros métodos
extracorpdreos de eliminacidn estdn con-
traindicados. (Aunque sigue recomendan-
dose la hemoperfusién en publicaciones
recientes, los bajos niveles de toxinas en
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sangre, ain en casos graves nos llevan a
recomendar ese tratamiento con grandes
reservas, y sin olvidar que la diuresis for-
zada y la aspiraciéon digestiva son los
métodos mas eficaces y mds indicados).

— En caso de manifestarse signos de fracaso
hepatocelular grave, plantearse la posibi-
lidad de un trasplante hepatico. El para-
metro m4s Util para predecir los casos que
van a ser subsidiarios de este tratamiento
es la determinacion seriada del factor V y
de la antitrombina III. Se observard un
descenso acusado y precoz de los mismos
en las formas mds graves. Parecido signi-
ficado tiene el descenso de la actividad
global protrombinica (tiempo de Quick o
de protrombina).

Otras alteraciones
producidas por el consumo
de setas

1. Reacciones de intolerancia

Como se ha descrito hasta el momento, la intoxi-
cacion por setas se produce por el consumo de
aquellas consideradas como no comestibles, sin
embargo, a veces las setas que habitualmente son
consideradas como comestibles ocasionan un
cuadro clinico en el individuo que los consume.
Esto habitualmente se produce cuando las setas
se recolectan en malas condiciones (tras una hela-
da, por ejemplo), otras veces se trata de ejempla-
res inmaduros o demasiado viejos que producen
cuadros digestivos o cefaleas, y a veces, incluso
pueden aparecer ciertos trastornos en personas
que comen setas consideradas no téxicas, reco-
lectadas y preparadas en buenas condiciones. En
este ultimo caso podemos hablar de reacciones
de intolerancia en ciertos individuos.

Cuadros de alergia

Se trata, por lo general, de reacciones de alergia
por contacto o inhalacién de esporas. Se produ-
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ce en raras ocasiones tras la ingestion de setas y
cursa con un cuadro de alergia intestinal, como
el descrito por el consumo de Pleorotus ostrea-
tus, boletos del subgénero Suillus, y de Tracno-
lomepsis platyphilla.

El desarrollo de dermatitis alérgicas de tipo
eccematoso por contacto se presenta en ciertos
individuos sensibles a determinadas setas por
mero contacto con la piel. Este proceso es simi-
lar al que se manifiesta con determinadas plan-
tas y se trata de una hipersensibilidad de tipo I
mediada por inmunoglobulinas del tipo IgE, que
se caracteriza por sintomas cutdneos como erite-
mas, edemas, urticaria, picor, etc. Las setas
implicadas en este cuadro pueden ser setas del
género Suillus (S. americanus, S. granulatus, S.
luteus, S. grevillei, S. neoalbidipes, etc.) y del
género Agaricus (A. campestris y A. bispous).
También se han descrito estas dermatitis por
contacto por Paxillus involotus, Lactarius dili-
ciousus, Romaria flave y Gyromitra esculenta.

Se han resefiado enfermedades del sistema
respiratorio provocado por setas a los que se
asocia un mecanismo inmunitario o alérgico.
Tal es el caso de la enfermedad respiratoria
denominada «pulmén del cultivador de setas»
asociada a una hipersensibilidad inmediata de
tipo I provocada por inhalacién de antigenos
fingicos.

Sindromes acumulativos

Desde hace unos 25 afios vienen apareciendo
en la literatura cientifica numerosos articulos
relacionados con la presencia de ciertos metales
en las setas, (cadmio, plata, mercurio, molibde-
no, selenio,...), siendo plomo, cadmio y mercu-
rio los més estudiados. La relacién de la exis-
tencia del metal en el medio y el que toma el
hongo que crece en él es muy variable. Algunas
setas lo acumulan en pequefias concentraciones
mientras que otras lo hacen en grandes cantida-
des.

Por lo general, los hongos manifiestan poca
tendencia a acumular plomo, mientras que el
cadmio y el mercurio pueden alcanzar altos
niveles en las setas. Tal es el caso de las Psatio-

tas flavescentes, que a menudo contienen mas
de 50 ppm de cadmio. Parece ser que una fosfo-
glicoproteina presente en ellos es la responsable
de esta acumulacion.
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Introducciéon

Los alimentos habituales en la dieta poseen una
naturaleza compleja y pueden presentar en su
composicion sustancias con cierta capacidad
para disminuir su valor nutritivo. Por ello, estas
sustancias reciben el apelativo de antinutrientes
o sustancias antinutritivas. Estos términos fue-
ron introducidos por Gontzea y Sutzescu en
1968. En general, estas sustancias estdn presen-
tes de forma natural en los alimentos, son de dis-
tinta naturaleza y su presencia implica que cier-
tos nutrientes de los mismos no puedan ser
utilizados por el organismo humano. Suponen
un problema para la salud publica, ya que su
consumo continuado puede dar lugar a una pato-
logia si no se compensa este déficit con el apor-
te de un suplemento.

Los antinutrientes pueden definirse, por
tanto, como sustancias que por ellas mismas o a
través de sus productos metabdlicos generados
en el organismo, interfieren en la utilizacién de
los alimentos, pudiendo afectar a la salud de los
consumidores (Makkar, 1993).

Las sustancias antinutritivas suelen encon-
trarse en los alimentos (tanto de origen animal
como vegetal) en pequeflas cantidades, apare-
ciendo con mayor frecuencia en los de origen
vegetal. Generalmente, son compuestos termo-
labiles y se destruyen por el calor, durante el
cocinado de los alimentos. El consumo habitual
de alimentos vegetales, crudos, junto a la mayor
presencia de sustancias antinutritivas en ellos,
hace que los alimentos de origen vegetal tengan
mayor protagonismo en este contexto.

Durante la primera mitad del siglo XX, las
investigaciones en la ciencia de la Nutricién sir-
vieron para la identificacién de los nutrientes
esenciales y el establecimiento de estdndares
nutricionales principalmente con el objeto de pre-
venir deficiencias y favorecer el crecimiento,
desarrollo y mantenimiento del organismo. En
este periodo, en el cual los objetivos se reducian
a alcanzar aportes adecuados de los distintos
nutrientes, surge el interés sobre las sustancias
antinutritivas que obstaculizan dicho fin. Al com-
parar los datos analiticos referentes a los conteni-
dos en nutrientes con los datos experimentales in
vivo (mediante modelos animales), se puso de
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manifiesto la presencia de sustancias que impe-
dian un aprovechamiento adecuado de los mis-
mos, a las que se les denomind antinutrientes.

En el dltimo tercio del siglo XX, se recono-
ce el efecto negativo del consumo excesivo de
determinados nutrientes que son potenciadores
de enfermedades créonicas como la diabetes tipo
II, enfermedades cardiovasculares, la hiperten-
sién y el cancer. Una vez reconocida la impor-
tancia de la dieta en la salud aparece el concep-
to de nutricién 6ptima, que ha dado lugar al
comienzo de la era de los alimentos funcionales
en el siglo XXI. Por tanto, en la actualidad, ante
la gran oferta de alimentos, disminuye la preo-
cupacién por la presencia de antinutrientes. De
hecho, a algunos de ellos, segtin indica Shahidi
(1997), se les atribuyen ahora efectos beneficio-
sos para la salud a bajas concentraciones.

Sin embargo, la presencia potencial de sus-
tancias antinutritivas en los alimentos sigue
siendo de vital importancia en los paises subde-
sarrollados, donde la escasez de alimento obliga
a que el consumo de los mismos aporte en la
medida de lo posible los nutrientes necesarios
para un estado de salud adecuado. En dichos
paises se siguen buscando nuevas fuentes de ali-
mentos que aporten cantidades adecuadas de
nutrientes y, por tanto, que presenten el minimo
contenido de antinutrientes o que sean facil-
mente inactivados. En este contexto, la biotec-
nologia estd jugando un papel crucial.

Las sustancias antinutritivas suelen clasifi-
carse de forma cldsica en tres grupos segtin el
nutriente sobre el que actdan:

— Sustancias que afectan o inhiben la utili-
zacion de las proteinas.

— Sustancias que impiden que algunas vita-
minas sean utilizadas correctamente por
el cuerpo humano, llamadas también anti-
vitaminas.

— Sustancias que interfieren en la absorcion
o asimilacién de los minerales.

A estos tres grupos se les puede sumar un
cuarto en el que se incluyen aquellos antinu-
trientes que pueden interferir sobre varios gru-

pos de nutrientes presentando una actividad
polivalente. En el desarrollo de este capitulo
consideraremos una modificacion de la clasifi-
cacion de Bender (1987) muy similar a la clasi-
ca antes sefialada. Asi se abordan los siguientes
apartados: inhibidores enzimdticos, antiminera-
les, antivitaminas y antinutrientes polivalentes.

Inhibidores de enzimas

La presencia de inhibidores enzimadticos es fre-
cuente en las fuentes de alimentaciéon humana,
tanto animales como vegetales, y ejercen dife-
rentes funciones en los organismos que los con-
tienen, bien inhiben los sistemas enzimaticos de
sus depredadores (microorganismos o insectos)
o bien tienen funcién reguladora, interviniendo
en procesos de almacenamiento. La primera sus-
tancia de este tipo que se identific6 fue un inhi-
bidor de tripsina aislado del pancreas de un ter-
nero y que protegia a dicho érgano de sus
propias enzimas proteoliticas.

Los compuestos que actian como inhibido-
res enzimdticos tienen diferente naturaleza,
como los taninos de naturaleza polifendlica, ter-
moestables y con poca especificidad (se ligan a
los enzimas e impiden su funcidn); o bien puede
tratarse de proteinas que ejercen una inhibicién
sobre enzimas especifica. Desde el punto de
vista nutricional, los que mayor interés tienen
son los inhibidores de proteasas y de amilasa.

1. Inhibidores de proteasas

Aunque la inhibicién de los enzimas proteoliti-
cos se demostrd por primera vez en el siglo XIX
a partir de extractos de tejidos animales
(Fredericq, 1878), es a partir de 1930 cuando se
reconoce dicha actividad en material vegetal.
Read y Haas (1938) demostraron que un extrac-
to acuoso de harina de soja inhibia la propiedad
de la tripsina de licuar gelatina. Posteriormente,
Kunit (1945, 1946) aislé por primera vez un



inhibidor de proteasa procedente de la soja. Un
aflo después, Borchers y Ackerson (1947) llevan
a cabo un estudio sistemadtico de inhibidores de
proteasas en plantas.

Aunque los inhibidores de proteasas mds
estudiados han sido los de legumbres, también
se han encontrado en otros alimentos tanto de
origen animal (clara del huevo, leche, calostro)
como vegetal (cereales y tubérculos, principal-
mente) (Tabla 13.1). La mayoria son proteinas
solubles de bajo peso molecular.

El hecho de que los inhibidores de proteasas
estén ampliamente distribuidos entre aquellas
plantas que son una fuente importante de protei-
nas ha estimulado la investigacién sobre su posi-
ble implicacion nutricional. El caso de la soja ha
recibido especial atencién por su extendido con-
sumo, tanto en alimentacién animal como
humana.

Los inhibidores de proteasas mas estudiados
han sido los de tripsina, ya que es una enzima
digestiva de gran importancia en la digestion de
los monogdstricos como el ser humano. Ademas,
la mayoria de los inhibidores enzimaticos actd-
an frente a esta enzima y frente a la quimiotrip-
sina, pero también pueden inhibir otras enzimas
como la elastasa, papaina, etc. En muchos casos,
en el material vegetal no existe solo un inhibi-
dor, sino una serie de ellos que se diferencian en
su especificidad, en su actividad y en su estabi-
lidad térmica (Belitz y Grosch, 1997).

Tabla 13.1. Principales fuentes animales y vegetales
de inhibidores de proteasas.

FUENTES ANIMALES FUENTES VEGETALES

Avena
Arroz
Leche Cacahuete
Colza
Garbanzo
Guisante
Pancreas bovino Haba
Judia
Maiz
Patata
Remolacha roja
Soja

Huevo de gallina

Calostro
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En relacion a su efecto como antinutrientes,
parecen causar retraso en el crecimiento y un
bajo indice de la eficacia proteica (pardmetro
utilizado para medir la calidad de las proteinas).

El efecto de los inhibidores de la protedlisis
sobre el péancreas ha sido objeto de numerosos
estudios que ponen en evidencia una hipertrofia
de este 6rgano y un aumento de la actividad pro-
teolitica, mientras que la actividad lipasa y ami-
lasa quedan inalteradas. La hipertrofia pancrea-
tica en respuesta a los agentes antitripsinicos es
muy variable segin las especies animales; el
hombre es una especie con respuesta baja. Sin
embargo, en ratas y gallinas alimentadas con
harina de soja cruda se ha observado hiperplasia
reversible del pancreas (Mitjavila, 1990).

Los inhibidores de proteasas pueden produ-
cir ciertos efectos fisiol6gicos en animales, la
cuestion es si tienen significancia fisiol6gica en
humanos. Se especula todavia sobre el efecto
nutricional en humanos. Muchos autores opinan
que parecen causar pocos o nulos efectos dele-
téreos en nutricion humana.

La actividad inhibidora se determina rutina-
riamente con enzimas animales comerciales. La
estabilidad del inhibidor durante el trdnsito por
el estdbmago debe tenerse en cuenta también a la
hora de evaluar un efecto potencial. Por ejem-
plo, el inhibidor Kunitz de la soja es inactivado
totalmente por el jugo gastrico humano, mien-
tras que el inhibidor de Bowman-Birk de la
misma procedencia no lo es en absoluto. Por
otro lado, la especificidad frente a las proteasas
varia considerablemente, asi el ovomucoide, el
ovoinhibidor, ambos de la clara del huevo, y el
inhibidor de Kazal del pancreas bovino no pre-
sentan efecto frente a las enzimas humanas. El
inhibidor de Kunitz de pancreas bovino inhibe la
tripsina humana, pero no la quimiotripsina.

Estos inhibidores enzimaticos, debido a su
naturaleza proteica, se desnaturalizan térmica-
mente en la mayoria de los casos, perdiendo su
efecto antinutriente. En el caso de las legum-
bres, una vez inactivados los inhibidores de pro-
tefnas tienen interés nutricional al proporcionar
los aminodcidos azufrados en los cuales son
deficitarias las proteinas de las mismas.
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Como la estabilidad térmica de los inhibido-
res de proteasas es muy variada, es necesario un
control constante y cuidadoso de las materias
primas y de los productos en la elaboracion de
alimentos, especialmente si se utilizan materia-
les y procesos nuevos.

2. Inhibidores de amilasas

En los extractos acuosos de judias blancas, trigo
y centeno aparecen proteinas relativamente ter-
moestables con accién inhibidora de la amilasa
pancredtica (Kneen y Sandstedt, 1943; Bowman,
1945). Estas enzimas no parecen presentar acti-
vidad frente a las amilasas propias, por lo que se
les atribuye una funcién protectora contra insec-
tos. Se han estudiado principalmente en cerea-
les pero se han encontrado ademés en judias, len-
tejas, garbanzos, patata y mango (Whitaker y
Feeney, 1973; Mitjavila, 1990) pudiendo afectar
a las amilasas salivales, pancredticas, asi como a
las bacterianas.

Existe controversia respecto al efecto que
estos inhibidores de amilasa tienen desde el
punto de vista nutricional. La razén probable-
mente radique en las distintas caracteristicas que
presentan estos inhibidores, dependiendo de la
fuente alimenticia de la que procedan. Ge-
neralmente estas sustancias de naturaleza pro-
teica son labiles al calor, ademas, el efecto de
inhibicién puede desaparecer al ser destruidos
los inhibidores de amilasa por las enzimas pro-
teoliticas del tracto digestivo, por ello parece
dudoso que tengan un significado antinutricio-
nal. Por otro lado, se ha comprobado que tam-
poco producen hiperplasia pancredtica.

Una disminucién en el grado de hidrdlisis
del almidén debido a la presencia del inhibidor
en intestino delgado llevaria légicamente a
una lenta absorcion de la glucosa y a posibles
cambios metabdlicos. Estos efectos han sido
observados en ratas y perros al ingerir dietas
ricas en almidon junto a inhibidores de amila-
sas procedentes de trigo. En humanos, se han
observado también efectos sobre los niveles de
glucosa en sangre, tanto en diabéticos como en

individuos normales (Layer et al. 1986; Boivin
et al. 1987; Kartrom et al. 1987; Boivin et al.
1989)

En 1975, Marsall y Lauda describieron la
purificacion y caracterizacién de un inhibidor no
competitivo de ai-amilasa pacredtica obtenido a
partir de judias blancas al que denominaron
«Phaseolamin», redescubriéndose la actividad
antiamilasa de las alubias mds de 20 afios des-
pués de los trabajos de Bowman.

Como consecuencia de estos trabajos de
Marshall y Lauda se patentaron en EE UU mads
de cien preparados diferentes catalogados todos
bajo la denominacion de «bloqueadores de almi-
dén» y que se pusieron a la venta para el trata-
miento y prevencion de la obesidad. La publici-
dad que acompaii6 a la puesta en venta de estos
productos fue tan atractiva que se contabiliz6 el
consumo de un millén de tabletas diarias de
tales productos en 1982 (Campillo et al. 1999).
Tras estudios rigurosos, (Bo-Linn et al. 1982)
se demostré que estas tabletas no inhibian la
digestion del almidoén ni la cantidad de calorias
que aportan las comidas ricas en almidén.
Parece que la causa de la ineficacia de estos pre-
parados era la baja actividad antiamildsica que
poseian. Asi, su potencial empleo en el trata-
miento de la diabetes y la obesidad requiere con-
tinuar con las investigaciones para obtener pre-
parados con suficiente actividad antiamilasa y
resistente a las condiciones del sistema digestivo
humano.

Antiminerales

En este grupo de sustancias presentes en los ali-
mentos que interfieren en la asimilacién de
minerales suele darse especial importancia a los
agentes bociogénicos, acido oxalico y también
acido fitico, que aunque es un antinutriente poli-
valente, ejerce su efecto mds importante sobre la
asimilacion de minerales como el calcio, hierro
0 zinc.



1. Agentes bociogénicos

1.1. Glucosinolatos

El bocio es una enfermedad producida por un
déficit de yodo. El efecto bociogénico se puede
asociar a la presencia en la dieta de tioglucdsi-
dos como los glucosinolatos. Estos compuestos
bociogénicos se encuentran principalmente en
plantas cruciferas, y en especial en las del géne-
1o Brassica (Shahidi et al. 1997). Los glucosi-
nolatos son metabolitos secundarios de las plan-
tas de la familia de las cruciferas y se encuentran
en hortalizas como coliflor, col de Bruselas, bro-
coli, nabo, lombarda, repollo, berza y en las
semillas de la mostaza. La cantidad de glucosi-
nolatos varia de una especie a otra (Tabla 13.2)
y dentro de una misma especie podemos encon-
trar diferentes concentraciones debido a factores
genéticos o agrondmicos.

Su accioén se debe a que interfieren en la dis-
ponibilidad del yodo para la gldndula tiroidea
causando hipertrofia de esta glandula. Esta acti-
vidad antitiroidea de algunos alimentos fue des-
cubierta a raiz de las observaciones accidentales
sobre el peso del tiroides en conejos sometidos a
un régimen rico en hojas de col, asi el primer
glucosinolato que se aisl6 fue la sinigrina.

La férmula general aceptada de este tipo de
tioglucésidos se ilustra en la Figura 13.1.
Normalmente estos compuestos se encuentran

Tabla 13.2. Contenido total de glucosinolatos en
algunas hortalizas (Deshpande y Sathe,
1991; Verkerk et al. 1998).

CONTENIDO
HORTALIZAS GLUCOSINOLATOS
(mg/g)
Calabaza 0.26-1.56
Calabaza china 0.17-1.36
Coles de Bruselas 0.60-3.90
Coliflor 0.61-1.14
Nabo 0.21-2.27
Rébano 0.42-1.19
Rébano picante 33.2-35.4
Mostaza blanca 22.0-52.0
Mostaza negra 18.0-60.0
Colza 13.0-42.0

Sustancias antinutritivas presentes en alimentos 241

en las plantas en forma de sales, principalmente
de potasio. La estructura quimica del radical R
varfa dando lugar a los distintos glucosinolatos:
alifaticos (cadena alifatica saturada o insatura-
da), indoles y aromaticos.

Los glucosinolatos se presentan en los ali-
mentos de origen vegetal asociados al sistema
enzimdtico que los hidroliza. Este no se activa
hasta que la materia prima himeda no se rompe
y se ponen en contacto enzima y sustrato. Como
se observa en el esquema (Figura 13.2), Ia hidré-
lisis de los glucosinolatos puede dar lugar a dife-
rentes productos, dependiendo de las condicio-
nes de hidrdlisis y del tipo de glucosinolato, es
decir, la cadena lateral es la que determina la
naturaleza quimica de los productos de la hidré-
lisis. Su efecto téxico depende de la hidrolisis,
ya que el mecanismo de accién de los posibles
productos es diferente. Asi por acciéon de una
tioglucosidasa, la mirosidasa (conjunto formado
como minimo por tres o cuatro enzimas) se pue-
den liberar tiocianatos, isocianatos o nitrilos.
Las bacterias intestinales son capaces también
de liberar los principios activos de los tioglucé-
sidos. Los isotiocianatos pueden transformarse
en tiooxazolidinas (oxazolidinationas). Para que
esto ocurra parece que es necesaria la presencia
de un grupo OH en la posicién 2 de la cadena
alifatica.

Los tiocianatos e isotiocianatos son iones de
tamafio similar al yodo y pueden inhibir compe-
titivamente el transporte activo de este a nivel
del tiroide y otros tejidos, aumentando la pérdi-
da renal del mismo. En este caso un aporte de
yodo puede compensar el déficit, por ello se
dice que tiene efecto indirecto. Sin embargo,
las tiooxazolinas poseen un grupo tioamina que

Figura 13.1.  Férmula general de glucosinolatos.
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Figura 13.2. Hidrélisis enzimética de glucosinolatos.

interfiere ligeramente en la fijacién de yodo por
el tiroides. Para restablecer la situacién normal
la administracién de yodo no es efectiva, se
debe administrar la hormona; por ello se dice
que tienen un efecto directo (Mitjavila, 1990).

En la actualidad la investigacion se dirige a
los nitrilos, ya que tanto las pruebas in vitro
como los bioensayos con animales muestran que
pueden ser mds téxicos que los isotiocianatos y
los tiocianatos respectivos.

Los glucosinolatos pueden tener efectos
beneficiosos sobre la salud. El papel protector
de las cruciferas frente al cidncer parece deberse
a su alto contenido en glucosinolatos (Verkerk et
al., 1998; Johnson, 2002). En concreto, a los
isotiocianatos originados tras la hidrélisis enzi-
matica. Parece que el mecanismo de accidn es el
bloqueo por induccién de las enzimas de la fase
I en la mucosa del intestino delgado y en el
higado (Zhang et al., 1992; Talalay y Zhang,
1996; Nestle, 1997) y también impiden el desa-
rrollo del cancer porque induce apoptosis (Smith
etal., 1996).

A pesar de estos efectos beneficiosos se reco-
mienda disminuir en los posible la concentra-
cién estos compuestos, y hasta el momento lo
que mejor ha funcionado es la mejora genética
hacia la obtencion de variedades con bajos con-
tenidos de glucosinolatos.

1.2. Glucésidos cianogénicos

Los glucdsidos cianogénicos son importantes
téxicos, ya que en su hidrélisis enzimatica (cia-
nogénesis) se libera cianuro. Estos compuestos
estadn ampliamente distribuidos en el reino vege-
tal. Algunas de estas plantas son utilizadas fre-
cuentemente como fuente de alimento por el ser
humano, como la judia de lima, la mandioca, las
almendras amargas, etc.

Las enzimas responsables de la cianogénesis
estdn presentes en los alimentos que contienen
glucésidos cianogénicos pero se encuentran
separadas de los mismos, bien en compartimen-
tos diferentes dentro de la misma célula vegetal
o bien en otros tejidos (Conn, 1979). Durante la
preparacién culinaria o la masticacion de los ali-
mentos, enzima y sustrato pueden entrar en con-
tacto teniendo lugar la cianogénesis. La accién
de las bacterias intestinales también puede dar
lugar a la liberacién del cianuro.

El cianuro liberado es absorbido en el tracto
gastrointestinal y cuando alcanza dosis subletales
se convierte en tiocianato en el proceso de deto-
xificacidn, este inhibe el transporte activo del
yodo al tiroide y produce el bocio (Deshpande,
2002).

2. Acido oxdlico

El 4cido oxadlico estd presente en numerosas
plantas en forma libre o en forma de sales de
sodio, potasio y calcio, siendo estas dltimas
insolubles. Asi, los efectos nocivos del acido
oxalico se deben a que interfiere en la asimila-
cién del calcio y a que pueden dar lugar a la
formacién de calculos renales (Villanda y
Torija, 2001). En la Tabla 13.3 se muestran los
contenidos en 4cido oxdlico de determinadas
hortalizas.



Tabla 13.3. Contenidos medios de oxalato y relacién
oxalato/calcio en alimentos (Gontzea y
Sutzescu, 1968; Concon, 1988).

Alimentos mg Oxalato/100 g alimento Oxalato/calcio

Ruibarbo 805 8.5
Espinaca 970 4.3
Remolacha 275 5.1
Cacao 700 2.6
Café 100 3.9
Té 1150 1.1

Una cantidad de 2,25 g de 4cido oxalico pre-
cipita 1 g de calcio, por tanto, el efecto adverso
sobre la disponibilidad del calcio de este com-
puesto viene determinado por la relacién oxala-
to/calcio que contenga el alimento. Asi, una
relacién dcido oxdlico/calcio superior a 1 afecta
a la disponibilidad del calcio y mayor de 2,25
debe ser considerada descalcificante (Mitjavila,
1990; Deshpande, 2002).

En contraste a lo que ocurre con el calcio, el
dcido oxdlico no parece interferir en la absor-
cién del zinc (Welch et al. 1977).

La toxicidad aguda de los oxalatos en huma-
nos se debe a que se produce gastroenteritis
corrosiva, shock, convulsiones, bajada del nivel
de calcio en plasma, con el correspondiente
aumento de oxalatos y dafio renal. Estos episo-
dios de envenenamiento agudo en humanos son
raros. Para que ocurra un efecto antinutriente
deben darse simultdneamente las circunstancias
de alta ingesta de oxalatos con bajos aportes de
calcio y vitamina D por un periodo prolongado
(Deshpande, 2002).

Parece que los procesos culinarios de remojo
y coccion eliminan parte de este compuesto y
disminuyen el efecto antinutritivo en los ali-
mentos que los contienen.

Antivitaminas

Las sustancias antivitaminas las definié Somog-
yi (1973) como compuestos que disminuyen o
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anulan el efecto de una vitamina en una via
especifica, e indicé que pueden ser andlogos
estructurales o bien sustancias que modifiquen
la estructura de la vitamina, dando origen a la
disminucién o anulacién de sus efectos.

Una antivitamina puede definirse también
como cualquier sustancia que interfiere con la
sintesis o metabolismo de una vitamina, ya sea
por inactivacién o destruccién quimica, por
combinacién irreversible o bien por inhibicién
competitiva (Rojas, 1998).

Una definicién mads reciente incluye, dentro
de las antivitaminas, también a aquellos com-
puestos que incrementan los requerimientos
fisioldgicos de las mismas (Deshpande, 2002).

Somogyi (1978) propone dividir las antivita-
minas en dos grupos: las que son similares
estructuralmente y compiten con la vitamina, y
las que modifican la estructura de la molécula o
forman un complejo con la vitamina, destruyén-
dola o disminuyendo su efecto.

La mayoria de las antivitaminas aparecen en
los alimentos de forma natural. Aunque el efecto
dafiino de la ingestién de la clara del huevo
cruda se conocia desde 1916 no se relacionaba
con la biotina, la cual fue descubierta posterior-
mente. Por ello, la primera antivitamina que se
describi6 fue la antitiamina a mediados de los
afos treinta. Esta se detectd por primera vez en
zorros plateados, a los que se les alimentd con
visceras de carpas o de truchas crudas. Estos ani-
males sufrian lo que se denomind «paralisis de
Chastek», presentando anorexia, pardlisis, per-
turbaciones neurolégicas y morian a las 12 horas
debido a un antagonista de la tiamina presente en
la dieta que se les proporcioné (Green, 1937).

1. Antitiamina

Existen varios compuestos con actividad anti-
tiamina. Entre los factores que alteran la estruc-
tura de la tiamina (vitamina B;) algunos son de
origen animal, como la tiaminasa I, presente en
visceras y carne de animales acudticos. La tia-
minasa I es una enzima muy activa, que cataliza
la descomposicion de la vitamina, favoreciendo
la sustitucioén en el anillo tiazélico por una base
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o un sulfhidrilo. El producto que resulta es inac-
tivo biolégicamente. Esta enzima, por su natura-
leza proteica, es termolabil.

Existen otras sustancias, como la tiaminasa
II, enzima responsable, por ejemplo, de los sin-
tomas de avitaminosis en los herbivoros alimen-
tados con helechos. Cataliza la hidrdlisis de la
tiamina en los dos anillos tiaminico y piridinico,
inactivandola completamente (Figura 13.3).

El efecto de inactivacién de la tiamina se ha
descrito en muchas especies de pescado, can-
grejos y almejas, asi como en frutas y hortalizas
como ardndanos, grosella, remolacha, coles de
Bruselas y calabaza roja.

Existen ademads otros compuestos que alteran
la actividad vitaminica de la tiamina como los
taninos, cuyo efecto se ha comprobado por el
consumo de té, o los derivados orto-catecol,
como el dcido cafeico, el acido clorogénico y el
metilsinapato, entre otros (Deshpande, 2002).

La presencia de estos factores antitiamina
pueden dar origen a un grave estado de avitami-
nosis B; con sintomatologia nerviosa e incluso
la muerte (Villanda y Torija, 2001).

2. Antibiotina

El descubrimiento de la biotina se debié a las
investigaciones que se llevaron a cabo a raiz de la
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Figura 13.3. Hidrélisis enzimdtica de la tiamina.

existencia de un factor téxico presente en la clara
del huevo, que provocaba dermatosis en ratas
(Mitjavila, 1990). Este factor toxico es una gluco-
proteina, la avidina, que se combina con dos
moléculas de biotina e inhibe su absorcidn y acti-
vidad. La avidina se inactiva por ebullicion duran-
te varios minutos, por ello el efecto antibiotina se
produce sélo por el consumo de huevo crudo.

3. Acido ascérbico oxidasa

Este enzima oxida el 4cido ascérbico libre a
acido dehidroascérbico, y este a dicetogulénico
(forma inactiva). Se inactiva rapidamente con
temperaturas elevadas y estd presente en horta-
lizas pobres en vitamina C, como calabaza,
pepino, meldn, col, zanahoria, patata, lechuga,
tomate o guisantes, y frutas como platano o
melocotdn.

4. Antipiridoxina

Ciertas plantas y hongos superiores contienen
sustancias con actividad antipiridoxinasa, como
la agaritina y la giromitrina (Concon, 1988). La
mayoria son hidrazinas. La agaritina presente en
hongos comestibles, asi como en el hongo japo-
nés Shiitake, se hidroliza por accién de la
gamma-glutamil-transferasa, dando lugar al
agente activo 4-hidroximetilfenilhidrazina. Se
piensa que el mecanismo antivitamina es debido
a una condensacién de la hidrazina con el car-
bonilo del piridoxal y piridoxal fosfato, resul-
tando la formacién de una hidrazona inactiva
(Deshpande, 2002).

5. Antivitamina A

Se han descrito pocos compuestos antivitamina
A entre ellos se pueden citar la lipoxidasa y el
citral (Liener, 1969).

6. Antivitamina D

Parece que existen unas sustancias presentes en
la fraccién insaponificable de determinadas
hierbas y hojas verdes que inhiben la actividad
antirraquitica de la vitamina D. Se atribuye



dicho efecto al B-caroteno presente en las mis-
mas (Concon, 1988).

Antinutrientes polivalentes

1. Lectinas (fitohemaglutininas
o hemaglutininas)

La primera descripcién de una fitohemaglutini-
na fue realizada por Stillmark en 1888, quien
observd, utilizando semillas de ricino, que algu-
nas proteinas de estas semillas eran capaces de
aglutinar la sangre. Las lectinas son glicoprotei-
nas que tienen afinidad especifica por determi-
nadas moléculas de aziicares como los carbohi-
dratos complejos que forman parte de las
estructuras de las membranas celulares. Estas
sustancias se encuentran en una gran variedad
de plantas y en diferentes partes de las mismas,
pero a pesar del nombre que se les ha atribuido,
fitohemaglutininas, también se han aislado en
animales (crustaceos, moluscos, peces e incluso
mamiferos). Desde el punto de vista alimenti-
cio, las lectinas que presentan mayor interés son
las de las legumbres (Makela, 1951). Algunos
autores clasifican las lectinas en funcién de los
hidratos de carbono por los que presentan afini-
dad, entre ellos podemos mencionar manosa,
galactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilgluco-
samina, etc.

El efecto antinutriente de las lectinas no es
especifico, pudiendo afectar la absorcién de
diferentes nutrientes. Las lectinas provocan en
el intestino una intensa inflamacién de la muco-
sa, seguida de la destruccién del epitelio y
edema al reaccionar con las criptas y vellosida-
des intestinales. Este efecto lo ejercen en dife-
rentes zonas del intestino. Asi, dependiendo de
la region del mismo por la que tenga afinidad la
hemaglutinina, se producird una deficiencia del
nutriente cuya absorcion se lleve a cabo en dicha
region.

Las lectinas, por su caracter proteico, se des-
naturalizan al aplicar calor himedo, perdiendo
su efecto toxico en los alimentos asi cocinados.
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2. Taninos

El término tanino engloba a un grupo heterogé-
neo de polifenoles que aparecen en plantas, con
peso molecular alto (500 a 5.000 Da) y que con-
tienen suficientes grupos hidroxilos que permi-
ten una unidn estable con proteinas. Estos com-
puestos son relativamente abundantes en ciertas
variedades pigmentadas de cereales y legum-
bres. Asimismo, en nuestra dieta existen otras
fuentes de taninos, como ciertas bebidas entre las
que se incluyen la sidra, el té, el cacao o el vino
tinto.

De acuerdo a su estructura los taninos fueron
clasificados por Freudenberg (1920) en dos gru-
pos: taninos hidrolizables y taninos conden-
sados, estos ultimos denominados también pro-
cianidinas. En el primer grupo se engloban los
galotaninos y los elagitaninos, polimeros de
acido galico y elagico, respectivamente, esteri-
ficados con glucosa y otros azicares. Estos tani-
nos se hidrolizan por la accién de acidos, bases o
ciertas enzimas.

El efecto antinutricional de los taninos pare-
ce estar relacionado con su capacidad para for-
mar complejos con las proteinas, disminuyendo
la digestibilidad de las mismas y aumentando
los niveles de nitrégeno fecal, observiandose
experimentalmente una disminucién en el creci-
miento de los animales de laboratorio (Feeney,
1969; Tamir y Alumot, 1969; Price y Butler,
1980). Los taninos también pueden inhibir a las
enzimas digestivas como amilasas y proteasas.
Ademas, tienen capacidad de formar complejos
con iones divalentes y trivalentes, disminuyendo
la disponibilidad de calcio, hierro y cobre.
También pueden actuar como antivitaminas; un
ejemplo de dicha accién seria la disminucién
que producen en las reservas hepaticas de vita-
mina A (Mitjavila, 1990).

Pero los taninos ejercen asimismo un efecto
beneficioso sobre la salud: tienen actividad
antioxidante (captadores de radicales libres).
Previenen y mejoran enfermedades cardiovascu-
lares, y por tltimo, también parecen ejercer acti-
vidad anticancerigena (Miyamoto et al., 1997,
Sing et al., 2003).
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3. Acido fitico

El 4cido fitico o hexafosfato de inositol fue
identificado por primera vez en 1855 (Oatway et
al.,2001), es la forma en la que reservan el f6s-
foro ciertos organismos vegetales y, al parecer,
se va acumulando en las semillas de algunas
especies vegetales durante su maduracién
(Urbano et al., 2000; Reddy et al., 1982). Esta
presente principalmente en cereales (83-1439
mg/100 g) y legumbres (82-400 mg/100 g), y
supone el 85% del fésforo total para los mis-
mos. También aparece en cantidades apreciables
en frutos secos (100-200 mg/100 g) (Concon,
1988; Deshpande y Sathe, 1991).

Su efecto antinutricional esta relacionado
con la acusada capacidad quelante frente a cier-
tos iones metdlicos di- y trivalentes, siendo
especialmente susceptibles cationes como el cal-
cio, magnesio, zinc, hierro y cobre.

La capacidad quelante del 4cido fitico esta
directamente relacionada con el nimero de gru-
pos fosfatos reactivos que posee (Figura 13.4).
La hidrélisis de estos grupos fosfato la lleva a
cabo la fitasa, una enzima que esta presente en
las semillas y que poseen también ciertos micro-
organismos. La fitasa actia liberando grupos

Al mlidén
Proteina

CH,

Figura 13.5. Posibles interacciones del
écido fitico con minerales, proteinas y
almidén (adaptado de Rickard y Thomson,
1997).

H,0PO  OPOgH,
OPO:H,
H,0PO
OPOH,

Figura 13.4. Acido fitico o mioinositol 1,2,3,4,5,6-
hexafosfato.

fosfato paso a paso desde el 4cido fitico hasta
mioinositol dando lugar a los productos inter-
medios IPs, IP,, IP;, IP,, IP.

El mecanismo por el cual el 4cido fitico
reduce la biodisponibilidad de los minerales no
estd totalmente claro; se sugiere que forma, a pH
fisiolégico, sales de calcio, hierro y magnesio,
insolubles y que no se pueden ni absorber ni uti-
lizar.

Los fitatos, ademds de complejar iones,
interactian de forma inespecifica con protei-
nas ¢ hidratos de carbono como el almidén (Fi-
gura 13.5). Esta unién altera la solubilidad,
funcionalidad, digestion y absorcién de estos
componentes de los alimentos. Por otro lado,
el acido fitico puede interaccionar con las
enzimas digestivas, inhibiendo su funcidn.

\O— C—CH,—Proteina

Almidén



Debido al efecto antinutriente del dcido fitico
se ha estudiado la forma de eliminarlo de los ali-
mentos que lo contienen, llegdndose a la conclu-
sion de que la germinacidon o malteado y la fer-
mentacién son los procesos que mayor cantidad
de 4cido fitico eliminan a causa de la actividad
de la fitasa (Chitra et al. 1996). Durante la ger-
minacién o el malteado actia la fitasa del grano
y en la fermentacion la fitasa de los microorga-
nismos que la llevan a cabo. Por otro lado, la
aplicacion de la biotecnologia ha permitido obte-
ner plantas con bajos contenidos de 4cido fitico.

Hasta hace poco se pensaba que el dcido fiti-
co, al poseer numerosas cargas negativas no era
absorbido por el organismo. Sin embargo, se ha
comprobado que este compuesto administrado
en la dieta es detectado en los fluidos internos
(Grases et al. 2002).

La unién de metales como el hierro propor-
cionan al 4cido fitico efecto antioxidante; este
compuesto previene ademds la formacion de
célculos en el rifién y disminucién de colesterol
en sangre. En la actualidad el acido fitico ha
alcanzado especial relevancia porque actia
como anticancerigeno, inhibiendo el crecimien-
to neoplasico de multitud de tipos de cdncer
(mama, colon, higado, etc.) (Fox y Eberl, 2002).
El mecanismo por el cual ejerce dicho efecto no
se conoce en profundidad. Los compuestos 1P3
e IP, tienen un importante papel en la transduc-
cioén de sefiales celulares regulando funciones,
crecimiento y diferenciacion celular. La hipdte-
sis actual defiende que el 4cido fitico ejerce su
efecto anticancerigeno mediante su transforma-
cién en las formas menos fosforiladas antes
mencionadas (Vucenik y Shamsuddin, 2003).

Rickard y Thompson (1997) sugieren que el
término antinutriente aplicado al acido fitico
estd desfasado. Experimentalmente se ha puesto
de manifiesto que este compuesto induce apop-
tosis en las células cancerigenas (Jenab y
Thompson, 2000), causa la diferenciacion de las
células malignas y su reversion a fenotipo nor-
males (Shamsuddin y Yang, 1995; Shamsuddin
et al. 1997), incrementa la actividad de las célu-
las asesinas naturales de sistema inmunitario,
ademds del ya mencionado efecto antioxidante.
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Figura 13.6. Gosipol.

Sin embargo, los niveles en los cuales el acido
fitico ejerce un beneficio para la salud con mini-
mos efectos adversos sobre el estado nutricional
del individuo no han sido establecidos todavia.

4. Gosipol

El gosipol es un compuesto polifendlico (Figu-
ra 13.6) que se encuentra en las semillas de algo-
don. De los productos obtenidos del algodon el
mads valioso es el aceite, libre de gosipol por su
eliminacién durante el refinado. La harina de
algodoén puede contener mds del 60% de protei-
na, lo que la convertiria en un interesante suple-
mento proteico, tanto para el ser humano como
para animales, si no fuera por la presencia del
gosipol.

El gosipol interfiere con nutrientes de la dieta
como las proteinas o el hierro. Los grupos car-
bonilo del gosipol reaccionan con el grupo
amino de los aminodcidos de las proteinas for-
mando bases de Schiff, reduciendo el valor
nutritivo de las mismas. Los aminodcidos mas
susceptibles a formar copolimeros son la lisina,
serina, treonina y metionina, entre otros, vién-
dose afectados principalmente aminoacidos
esenciales (Deshpande, 2002).
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. Introducciéon

Los alimentos pueden ser el vehiculo de muchos
agentes de distinta naturaleza que pueden o no
alterar sus caracteristicas. Entre estos agentes
nos ocuparemos de los contaminantes bioldgi-
cos que son los mds abundantes y variados,
pudiendo causar enfermedades gastrointestina-
les graves. Estas enfermedades se producen al
ingerir alimentos que contienen microorganis-
mos viables o las toxinas que se producen cuan-
do estos se multiplican. Generalmente la conta-
minacion por agentes bioldgicos se origina por
la falta de higiene en algin punto de la elabora-
cién o almacenamiento de los alimentos crudos
o cocinados.

Comenzaremos por definir una serie de con-
ceptos:

Brote alimentario: incidente por el que dos o
mas individuos experimentan una enfermedad
similar, usualmente con sintomas gastrointesti-

nales, tras ingestion de un alimento comun, y
que mediante un andalisis epidemioldgico se
implica al alimento como causa.

Intoxicacion alimentaria de origen microbia-
no: es la enfermedad que se origina al consumir
alimentos que contienen toxinas previamente
generadas por microorganismos.

A veces la preparacion del alimento para su
consumo destruye los microorganismos, pero la
toxina no se ve afectada, se consume y actda al
cabo de unas horas.

Toxiinfeccion alimentaria microbiana: es la
enfermedad que se produce tras ingerir alimen-
tos contaminados por microorganismos que, al
desarrollarse en el interior del consumidor,
secretan distintas toxinas (Repetto, 1997).

Existe confusion y controversia con estos tér-
minos, puesto que se habla de forma general de
intoxicaciones alimentarias en la mayoria de los
casos en situaciones que estrictamente no son
intoxicaciones, sino realmente infecciones, y los
trastornos estan causados por la multiplicacién
del microorganismo patégeno en el hospedador,
particularmente en el tracto gastrointestinal.
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En las infecciones asociadas con los alimen-
tos, estos pueden actuar simplemente como un
vehiculo para el agente patégeno o bien crear
las condiciones para que este se multiplique
hasta alcanzar una cantidad suficiente para cau-
sar la enfermedad.

De acuerdo con el periodo de incubacién y
curso clinico, y con fines de aproximacion diag-
nostica, las intoxicaciones y toxiinfecciones ali-
mentarias pueden clasificarse como se expone
en la Tabla 14.1.

Entre las posibles fuentes de exposicion a
bacterias causantes de las intoxicaciones y
toxiinfecciones alimentarias podemos citar:

» Materia fecal y/o orina de animales y
humanos infectados.

» Descargas de cavidad nasal, y de garganta
de individuos asintomadticos.

* Superficie corporal de manipuladores de
alimentos (manos, piernas, etc.).

 Suelos, superficie de aguas, polvo.

* Agua de mar, peces, etc.

Tabla 14.1. Periodo de incubacion y ejemplos de
intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias.

Grupo A. Periodo de incubacién muy corto (inferior a
2 horas).
Duracién, menos de un dia.
Agentes: foxinas en peces, moluscos y hongos
(muscarinicos).

Grupo B. Periodo de incubacién corto (2 a 7 horas).
Duracién, menos de 1 dia.
Agentes: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus.

Grupo C. Periodo de incubacién intermedio (de 8-14
horas).
Duracién, menos de 1 dia.
Agentes: B. cereus, Clostridium perfringens (de 8
a 24 horas) y toxinas de hongos (falotoxinas,
amatoxinas, giromitrinas), con curso clinico
superior a 1 dia.

Grupo D. Periodo de incubacién largo y muy largo
(superior a 14 horas).
Duracién, mds de un dia.
Agentes: Salmonella, Shigella (de 1 a 7 dias),
E. coli, Yersinia, Campylobacter (de 3 a 5 dias),
Clostridium botulinum (entre 12 y 36 horas).

Intoxicaciones y
toxoinfecciones alimentarias
de origen bacteriano

Las toxinas bacterianas pueden clasificarse en
funcién de la patologia que pueden originar, de
forma que las enterotoxinas, son toxinas bacte-
rianas que ejercen un efecto toxico en el intesti-
no delgado o grueso del hombre; las neurotoxi-
nas actian fundamentalmente sobre el sistema
nervioso, mientras que otros tipos de toxinas tie-
nen actividad hemolitica, citolitica y citotdxica,
o inhiben la sintesis de macromoléculas por
diferentes mecanismos (Tabla 14.2).

1. Intoxicaciones de origen bacteriano

En la Tabla 14.3 se exponen algunos ejem-
plos de las intoxicaciones alimentarias de ori-
gen bacteriano mds caracteristicas, tipos de ali-
mentos involucrados en los brotes alimentarios
y las fuentes de contaminaciéon (Camean y
Repetto 1995).

Botulismo

El botulismo, una intoxicacién alimentaria pro-
ducida por las diferentes toxinas de Clostridium

Tabla 14.2. Clasificacién general de las toxinas
bacterianas en funcién de su patogénesis.

Enterotoxinas

Escherichia coli, Bacillus cereus, Vibrio cholerae,
Clostridium perfringens, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Shigella spp.

Actividad hemolitica

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., C. perfringens,
Vibrio parahaemolyticus, B. cereus.

Endotoxinas

Todas las bacterias Gram negativas.

Neurotoxinas

Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Shigella dysente-
rige.

Actividad citotéxica, citolitica

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. dysenteriae,

V. parahaemolyticus, Legionella spp.

Inhibidores directos de la sintesis de macromoléculas
Corynebacterium diphtheriae, Bacillus thuringiensis, Yersinia
pestis, Pseudomonas spp., V. cholerae, Escherichia coli.
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Tabla 14.3. Intoxicaciones con periodo de latencia prolongada (> 6 horas).

Periodo de
Agente causal Fuente Alimentos incubaciéon  Signos y sintomas
usual (horas)
Botulismo Toxinas A, B, C;, C, D,  Suelo, barro, aguay Embutidos caseros, 18-36 h
E, F G de Clostridium tracto gastro- conservas caseras de
botulinum intestinal de baja acidez: carnicas, el
ol Parélisis
animales pescado (E), vegetales,
frutas, encurtidos.
Pescado chumado
Intoxicacion Enterotoxinas A-Ey G-Q Nariz, garganta, Carnes curadas y crudas,
estafilo- de S. aureus piel, manos, pies patatas, leche, queso, 1-8 h
cécica de manipuladores  productos de confiteria. A veces , ,
- A Nduseas y vomitos
Otros alimentos poco superior a
cocidos, almacenados, 18 h
servidos entre 5-55 °C.
Enterotoxina Suelo y polvo Cereales, arroz hervido y
Intoxicacién termoestable de frito, sopas, platos L.
. 1-5h Vémitos
B. cereus B. cereus vegetales, pudings,

salsas y cremas, flanes

botulinum, puede contraerse por consumo de ali-
mentos de consistencia blanda, a veces con pro-
piedades organolépticas andmalas (por desami-
nacién y descarboxilacién de aminodcidos y
produccién de NH;, H,S y CO,), aunque fre-
cuentemente sin presentar tales anomalias. En el
botulismo que nos ocupa, el transmitido por ali-
mentos, los microorganismos elaboran la toxina
en el alimento que después se ingiere. Los ali-
mentos implicados son fundamentalmente con-
servas vegetales, caseras o industriales (guisan-
tes, espinacas, esparragos), insuficientemente
calentadas, frutas y encurtidos caseros; carnes y
productos cdrnicos, embutidos; conservas case-
ras de pescado y mariscos (toxina tipo E); menos
frecuentes como fuentes de contaminacion son la
leche y los productos lacteos. También son obje-
to de especial interés los alimentos infantiles, y
la miel (Deshpande, 2002).

C. botulinum engloba a bacilos Gram positi-
vos, anaerobios, esporulados, acapsulados y
moviles al estar dotados de 6-20 flagelos peritri-
cos. Este microorganismo se encuentra en el
suelo, con una distribucién global, aunque de
forma irregular, ya que en las distintas localiza-
ciones geogréficas existen solo determinados
tipos toxigénicos, y a partir de esta localizacion

sus esporas se transfieren a la superficie de
vegetales. La mayoria de los alimentos pueden
ser adecuados para el crecimiento de C. botuli-
num, como lo demuestra el hecho de que se
hayan detectado intoxicaciones producidas por
el consumo de alimentos muy variados, tales
como ajos en aceite y cebollas salteadas. La
superficie de las carnes puede contaminarse
durante la manipulacién de los alimentos
(Deshpande, 2002).

Las diferentes cepas de C. botulinum se pue-
den clasificar en cuatro grupos, basdndose en su
actividad proteolitica y otras caracteristicas
(Tabla 14.4), tales como resistencia al calor y
tipo de toxina producida.

El caracter neurotoxigénico de C. botulinum
se debe a la sintesis de unas proteinas neurotoxi-
cas de un peso molecular aproximado de 150 kDa
que se caracterizan fundamentalmente por su
gran especificidad neuronal (Schiavo et al., 2000;
Turton et al., 2002) y su extraordinaria potencia
(Sugiyama, 1980). Estas toxinas constituyen uno
de los mas potentes venenos bioldgicos que se
conocen, debido fundamentalmente a su letalidad
y la severidad de los sintomas. Se distinguen los
siguientes tipos de toxinas: A, B, C,, C,, D, E, F,
y G, siendo la de tipo A la mds potente.
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Tabla 14.4.  Caracteristicas de los grupos de Clostridium botulinum.

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV
Tipo de neurotoxina A B, F B,E,F C,D G
Asociado con brotes epidémicos humanos + + -
Temperatura de crecimiento, (°C)

Minima 10 3,3 15 ND

Optima 35-40 18-25 40 37
Rango de pH para crecimiento 4,6-9,0 5,0-9,0 ND ND
pH que inhibe crecimiento 4,6 5,0 ND ND
Concentracién de NaCl que inhibe crecimiento (%) 10 5 ND ND
Minima a,,, para crecimiento 0,94 0,97 ND ND
Proteolitico + - +/- +
Resistencia de las esporas al calor (C) 112 80 104 104
D100 c de esporas (min) 25 <0,1 0,1-0,9 0,8-1,12
D121 «c de esporas (min) 0,1-0,2 < 0,001 ND ND

ND, no determinado; +, si; -, no; *, raro

Datos recopilados de Deshpande (2002)

Las toxinas botulinicas se sintetizan como
una tnica cadena polipeptidica con escasa acti-
vidad (prototoxina o toxina progenitora) que
posteriormente sufre una modificacidon postra-
duccional, dando lugar a una cadena pesada y
una cadena ligera unidas ambas a través de un
puente disulfuro. La cadena ligera tiene activi-
dad metaloendopeptidasa y se activa cuando se
produce la reduccién del puente disulfuro que la
une al resto de la molécula. La cadena pesada
contiene dos dominios, la seccion N-terminal,
que es la responsable del proceso de transloca-
cién de membrana de la cadena ligera en el cito-
sol de la neurona y el dominio C-terminal, que
es responsable de la unién neuroespecifica de la
molécula (Schiavo et al., 2000; Turton et al.,
2002). Estas toxinas se absorben en las diferen-
tes areas del tracto alimentario, aunque predo-
minantemente en las zonas superiores del intes-
tino. El mecanismo exacto de absorcién no esta
totalmente dilucidado, pudiéndose produc