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Resumen

La aflatoxina B, (AFB,) es una micotoxina identificada como el mds potente hepatocarcinégeno.
El metabolito que resulta del proceso de detoxificacién de la AFB, en el higado tiene la capacidad
de reaccionar con el ADN gendmico, generando el aducto AFB -ADN; durante la replicacion del
ADN este aducto induce la transversion G:C—T:A. Polimorfismos en los genes que codifican las
enzimas encargadas de la activacion y detoxificacion de la AFB, y enzimas de reparacién del ADN
han sido asociados con el riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC). Adicionalmen-
te, en poblaciones con alta exposicion a aflatoxina y alta prevalencia de infeccién por el virus de
la hepatitis B (VHB) se ha demostrado un sinergismo entre estos dos factores de riesgo para el
desarrollo de CHC.

Palabras clave: aflatoxina B, VHB, carcinoma hepatocelular, metabolito AFB,, Aductos AFB. -
ADN, reparacién del ADN.

Abstract

The aflatoxin B, (AFB,) is a mycotoxin that has been identified as the most potent hepatocar-
cinogen. The metabolite resulting from detoxification process of AFB_ in liver, has the ability to
react with the genomic DNA, generating AFB -DNA adducts; during DNA replication process,
this adduct induced the G:C—T:A transversion. Polymorphism in genes encoding for enzymes
involved in the activation and detoxification of AFB, and DNA repair enzymes has been associ-
ated with the risk of hepatocellular carcinoma (HCC) development. Additionally, in populations
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of high exposure to aflatoxin and high prevalence of hepatitis B virus (HBV) infection, has been
demonstrated a synergism between these two risk factors for the development of HCC.

Keywords: Aflatoxin B,, Hepatitis B virus, Hepatocellular carcinoma, AFB, metabolite, AFB, -
DNA adducts, DNA repair.

Resumo

Aflatoxina B1 (AFB1) é uma micotoxina identificado como o hepatocarcinogen mais potente. O
metabolito resultante do processo de desintoxicagao de AFB1 no figado, tem a capacidade de reagir
com o ADN gendmico, gerando AFB1 DNA-aducto; transversao durante a replicacio do ADN
deste aducto induz G: C - T: A. Polimorfismos em genes que codificam as enzimas envolvidas na
activagao e na desintoxicagao de AFB1 e enzimas de reparagao do ADN tém sido associados com
o risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC). Além disso, em populagdes com
elevada exposicdo a aflatoxina e elevada prevaléncia da infecgao com virus da hepatite B (VHB)
tem sido mostrado um sinergismo entre estes dois factores de risco para o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular.

Palavras chave: aflatoxina B1, HBV, HCC, AFB1 metabolito, AFB1-DNA adutos, reparacio do ADN.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios
producidos por hongos del género Aspergillus
que forman parte de la microflora del aire, prin-
cipalmente Aspergillus flavus y Aspergillus
parasiticus. Esta toxina puede estar presente
en cereales como maiz, arroz, trigo y cebada
y en frutos secos como mani y nueces, cuando
estos son almacenados en condiciones inapro-
piadas de humedad y temperatura (1, 2). Este
tipo de contaminacion se presenta general-
mente en regiones tropicales y semitropicales,
en las cuales las condiciones de temperatura
y humedad facilitan el crecimiento del hongo
y la produccion de las micotoxinas durante la
mayor parte del afio (3, 4).

La exposicion a aflatoxina en humanos pue-
de determinarse midiendo los grados de conta-
minacién en alimentos y mediante la deteccion
de biomarcadores en muestras de suero, orina
y/o tejido hepético. La exposicion varia de
acuerdo con la region geografica, siendo algu-
nos paises de Africa, como Kenia, Mozambique,
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Surédfrica y Gambia y paises asiaticos como
China y Tailandia, donde se registran los gra-
dos més altos. En Estados Unidos y gran parte
de Europa la exposicion es baja (5). Por otro
lado, se ha observado una correlacion directa
entre la exposicion a aflatoxina y el riesgo de
desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC);
esto explicaria en parte las tasas altas de inci-
dencia de CHC que se registran en paises como
Gambia y China.

Diferentes aflatoxinas han sido descritas y
caracterizadas; sin embargo, las cuatro princi-
pales son B, B,, G, y G, (6). La aflatoxina B,
(AFB,) ha sido clasificada como carcindgeno
tipo 1 por la Agencia Internacional de Inves-
tigacién en Cancer (IARC) y como el mas po-
tente hepatocarcindgeno teniendo en cuenta
las evidencias epidemioldgicas y experimen-
tales. Una de las evidencias corresponde a la
transversion G:C—T:A en la tercera posicion
del codén 249 de TP53 y en menor proporcion
las transversiones G:C>T:A y G:C—C:G en



codones adyacentes, en células HepG2 a AFB,
activada con enzimas microsomales hepéticas
de rata (7, 8). Adicionalmente la exposicién
dietaria a AFB1 se ha relacionado con la mu-
tacion en el codon 249 del gen TP53 en casos
de CHC (9-12).

TP53 es el gen con més alta frecuencia de
mutacién en cancer humano; la gran mayoria
de las mutaciones se localizan en la secuencia
que codifica el dominio de la proteina p53 de
unién al ADN (13). En CHC se han descri-
to mutaciones en TP53 hasta en 60% de los
casos analizados (14-16). Especificamente se
ha encontrado una mutacién puntual en la
tercera posicion del codon 249 en el exén 7 del
gen TP53, que corresponde a una transversion
G:C—>T:A. Esta mutacion origina el cambio
del aminoacido arginina por serina (mutacion
249"), alterando el dominio de unién de la
proteina p53 al ADN (8-12).

En esta revision se discutirdn algunos de
los mecanismos moleculares mas relevantes
en la mutagenicidad inducida por la AFB,. En
la primera parte, la discusién se centra en el
metabolismo de la micotoxina, la forma como
reacciona con el ADN después de su activacion
y lareparacion de los aductos AFB -ADN, rese-
flando algunos de los modelos para el estudio de
estos mecanismos. Luego se describirdn otros
factores importantes como el sinergismo entre
la AFB, y la infeccion por el virus de la hepatitis
B (VHB) en la induccién de la mutacion 2495
y el riesgo de desarrollar CHC.

Metabolismo de AFB,

El higado es el principal 6rgano en el cual se
realiza la biotransformacién de los xenobidti-
cos por accion de las enzimas de fase Iy fase IL.
En términos generales, las enzimas de fase I,
principalmente la superfamilia del Citocromo
P450 (CYP450), convierten los metabolitos en
compuestos polares, lo que facilita su excrecion
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directa o su reaccion con las enzimas de fase II.
Las enzimas de fase II (por ejemplo, Glutation-
S-transferasa y Epoxido Hidrolasa) catalizan
reacciones de conjugacion para su excrecion
biliar y renal. Sin embargo, algunos metaboli-
tos de la fase [ pueden reaccionar con diferentes
biomoléculas, lo que genera inestabilidad en
las mismas.

Activacion
La AFB, es transformada a su forma activa
AFB ex0-8,9- epoxido, por enzimas microso-
males hepaticas como el CYP450. El compuesto
activado tiene la capacidad de reaccionar con el
nitrogeno 7 de las guaninas del ADN produ-
ciendo aductos 8,9-dihidro-8-(N7-guanidil)-
9-hidroxiaflatoxina B, (AFB -N7-Gua); este
puede ser convertido en un sitio apurinico o
en un anillo imidazol de la guanina, formando
el aducto estable AFB, Formamidopirimidina
(AFB,-FAPY), que corresponde al aducto mas
mutagénico (1, 11) (figura 1). En el sistema
de Escherichia coli se demostr6 que el aducto
AFB -FAPY induce hasta seis veces miés la
transversion G:C—T:A, que el aducto AFB, -
N7-Gua. Ademds, se demostrd que el aducto
AFB -FAPY es un potente bloqueador de la
replicacion del ADN, lo cual explica en parte la
mutagenicidad inducida por la AFB_ (11).
Aunque diferentes isoformas de CYP450
participan en la transformacién de la AFB, en
exo-epoxido, las mas importantes son CYP1A2,
CYP3A5 y CYP3A4; esta tltima es la isofor-
ma de CYP450 mas abundante en el higado
humano. La actividad de estas producen otros
derivados de la AFB,, como AFM , AFQ, y
AFB, endo-8,9-epoxido. Sin embargo, estos
productos tienen menor potencial mutagénico
puesto que AFM, y AFQ, son pobres sustratos
para la epoxidacion y, en el caso de AFB, endo-
8,9-epdxido, la reaccién con guaninas es poco
eficiente (17-19).
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Figura 1. Activacidn y reaccion de la AFB, con el ADN
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Adaptado de Smela y ofros autores, 2001.

AFB1 exo0-8,9-epdxido

Reaccién con el ADN

Lo AFB, es activada por enzimas de ln superfamilia CYP450 ol intermediario reactivo AFB, exo-8,9- epdxido, el cual reacciona con el nitrdgeno 7 de la guanina, formando el aducto inestable

AFB,N7-Gua. Este aducto puede ser convertido en dos alteraciones secundarias: un sitio apurinico o o apertura del anillo imidazol de lo guanina, formando el aducto estable AFB, FAPY.

Polimorfismos

La asociacion de algunos polimorfismos en los
genes que codifican estas enzimas con el ries-
go de desarrollar CHC ha sido explorada en
poblaciones de China y Gambia. Los polimor-
fismos en la regién promotora y en la region
codificante de un gen pueden tener efecto en
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la expresion y/o actividad catalitica de las pro-
teinas codificadas.

En una poblacién China con exposicion die-
tariaa AFB1 y alta prevalencia de infeccion por
el Virus de la hepatitis, B Chen y otros autores
examinaron la presencia de polimorfismos en
el gen CYP1A2; se evalud el polimorfismo



CYP1A2*1C, que corresponde a G—A en las
posiciones -3860 y -3113 del promotor y el
polimorfismo CYP1A2*1B, T—C en la po-
sicion 5347 de la region codificante del gen.
Este estudio demostrd que individuos homo-
cigbticos portadores del haplotipo -3860G/-
3113G/5347C presentaban un riesgo mayor
de desarrollar CHC comparado con el grupo
control (odds ratio [OR] = 1,65; intervalo de
confianza de 95% [CI]: 1,11-2,46; p = 0,014);
ademds este riesgo fue incluso mayor en indi-
viduos fumadores (OR = 2,14; 95% CI: 1,21-
3,80; p = 0,009) (20).

La asociacion entre polimorfismo de genes
que codifican para enzimas microsomales hepa-
ticas y el riesgo de desarrollar CHC también ha
sido evaluada en poblaciones con alta incidencia
de cdncer primario de higado y exposicion die-
taria a AFB, como es el caso de Gambia.

Tres polimorfismos del gen CYP3A5 fueron
examinados en poblacién de este pais del occi-
dente africano. CYP3A5*3 (6986 A—>G) que ge-
nera un sitio de “splicing” e introduce un codén
de parada, CYP3A5%6 (14690 G—A) que genera
un sitio de “splicing” en el exon 7 y provoca la
pérdida de este exon y CYP3A5%7 en el que la
insercion de una T genera un codon de parada
en el codon 348 (27131-27132insT) (21,22). Los
investigadores describieron cuatro haplotipos en
las muestras analizadas:1) 6986A/14690G/27131
sin insercion de T, con alta expresion de la pro-
teina, ii) 6986G/14690G/27131 sin insercién
de T, con expresion reducida de la proteina,
iii) 6986A/14690A/27131 sin insercién de T,
con expresion disminuida de la proteina y iv)
6986A/14690G/27131-27132insT, con expre-
si6n disminuida de la proteina. Individuos ho-
mocigoticos para el haplotipo i presentaron un
incremento de 23,2% en los niveles de aductos
aflatoxina-albimina (AF-alb), comparado con
lo observado en muestras de individuos con los
haplotipos ii, iii, iv, que se caracterizaban por
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un nivel de expresion disminuido de la enzima
microsomal. El porcentaje de aductos se incre-
ment6 hasta un 70% en individuos con actividad

disminuida de CYP3A4 (23).

Detoxificacion

La conjugacion del metabolito intermediario
AFB, ex0-8,9-epoxido con glutatién (GSH),
mediada por Glutation-S-transferasa (GST),
es el principal mecanismo por el cual sucede
la detoxificacion de la AFB, (24). También se
ha postulado que la enzima epdxido hidrola-
sa (HYLI) participa en la hidrélisis de AFB,
ex0-8,9-epoxido a aflatoxina-dihidrodiol; sin
embargo, los resultados de los estudios son
contradictorios (figura 2) (24, 25).

Diferentes isoformas de la proteina GST han
sido caracterizadas, entre ellas glutation-S-tran-
ferasa p1 (GSTM1) y glutation-S-tranferasa
01 (GSTT1). Sun y otros autores evaluaron el
polimorfismo en GSTM1 y GSTT1 vy el riesgo
de CHC en una poblacién de Taiwan, pais con
alta prevalencia de infeccién por VHB. Los in-
vestigadores observaron que el riesgo de CHC
era mayor en individuos con exposicién a AFB,
marcador de infeccion por VHB (antigeno de su-
perficie HBsAg) y GSTT1; una tendencia similar
fue observada con GSTM1 aunque las diferencias
no fueron estadisticamente significativas (26).

Estos resultados fueron parcialmente con-
firmados en un estudio similar realizado en
poblacion de Gambia, en el cual se observé una
asociacion entre GSTM1 y el riesgo de desarro-
llar CHC, pero no con GSTT1 (27).

Estudios similares a los mencionados reali-
zados en diferentes regiones del mundo confir-
man la importancia de GST en el metabolismo
de la AFB, y sugieren una relacién de los poli-
morfismos GSTM1 y GSTT1 con el riesgo de
desarrollar CHC (tabla 1) (28-32).

Como se dijo, la epdxido hidrolasa (HYL) par-
ticipa en la hidrlisis de AFB, exo0-8,9-epéxido.
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Figura 2. Detoxificacion de lo AFB,
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La conjugacidn de AFB, exo-8,9-epdxido con glutatidn, mediada por glutation-S-Transferasa (6ST), es el principal mecanismo por el cual ocurre la detoxificacion de la AFB,. Por otro lado, epdxi

do hidrolasa (HYL1) estd involucrada en la hidrdlisis de AFB, exo-8, 9-epdxido a aflatoxina-dihidrodiol.

Tabla 1. Asociacin de polimorfismos en GST con la presencia de aductos de AFB1 y riesgo de desarrollar CHC

Poblacion Tipo de estudio Genotipo evaluado Resultado Aio Referencia
Ghana Corte Transversal GSTM1 Asociacion 1995 28
China Casos y controles GSTM1 Asociacion 1995 28
o GSTM1 No Asociacion
Taiwan Casos y controles GSTT1 Asociacion 2001 26
Sudan Casos y controles GSTM1 Asociacion 2001 29
Sudan Casos y controles GSTT1 No asociaciéon 2001 30
- GSTM1 Asociacion
Taiwan Casos y controles GSTT1 No asociacién 2003 31
. GSTM1 Asociacion
Gambia Casos y controles GSTTH No asociacion 2005 27
. GSTM1 Asociacion
China Casos y controles GSTT1 No asociacion 2006 32

El polimorfismo HYL1*2 corresponde a una
transicion T:A—C:G en el nucleétido 113 de
este gen, da origen al cambio del aminoacido
tirosina por histidina y estd asociado con una
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disminucion de 40% en la actividad in vitro de
la enzima (33). Un estudio realizado en mues-
tras de pacientes con CHC provenientes de dos
regiones de alta exposicién a AFB, en Ghana



y China permitié demostrar la asociacién de
la variante HYL1*2 con incremento en los ni-
veles de aductos de AFB, y el riesgo de CHC.
Los pacientes que portaban este polimorfismo
tenian niveles muy superiores de aductos AF-
alb, comparado con los controles (28). En otros
estudios realizados en zonas de alta exposicion
a AFB, en diferentes paises, la variante HYLI*2
no fue un factor asociado con el desarrollo de
CHG; sin embargo, al realizar analisis que in-
clufan los polimorfismos en GST vy la variante
HYL1*2, fue observado un incremento signifi-
cativo en el riesgo de CHC (27, 28, 30, 32, 34).

Reaccion AFB -ADN

Luego de la ingestion de alimentos contami-
nados con AFB1 se produce el metabolito AFB,
ex0-8,9-epdxido gracias a la actividad de las
enzimas microsomales hepadticas.

Este metabolito es considerado como el
mads potente hepatocarcinégeno por su capa-
cidad de reaccionar con el ADN celular. Ini-
cialmente AFB, exo-8,9-epéxido se intercala
en la doble cadena del ADN, especificamente
en el extremo 5" de la guanina blanco; después,
el par de electrones libres del nitrégeno 7 de
la guanina atacan el carbono 8 del epéxido
para formar el aducto AFB -N7-Gua (1, 35).
Algunos estudios sugieren que la reactividad
de la AFB, por la guanina depende de las ba-
ses contiguas de la guanina blanco tanto en el
extremo 5’ como en el 3’; la reactividad seria
mayor en una secuencia de tres guaninas
(GGG) (36).

Estudios in vitro con diplex de oligonu-
cletidos correspondientes a secuencias del
gen TP53 permitieron cuantificar los aductos
formados luego de la exposicién a AFB, epdxi-
do; esta estrategia permitié determinar la reac-
tividad de los nucle6tidos guaninas presentes
en las secuencias en diferentes ubicaciones. En
los ensayos con el oligonucleétido 5-CCGGA-
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GGCC-3" (nucledtidos 741-749) del ADNc del
gen TP53, se demostrd que la guanina 747, que
corresponde a la tercera posicion del codon 249
de TP53, presenta una reactividad significativa
(35). Estos resultados fueron confirmados en
estudios posteriores, aportando evidencia de
que el codon 249 de TP53 es un “hot spot” para
la formacion de aductos AFB -ADN (37, 38).

Por otro lado, se ha sugerido que la forma-
cion de aductos AFB -ADN esta favorecida por
la presencia de citosinas metiladas en secuen-
cias ricas en guaninas y citosinas, conocidas
como islas CpG. Es de anotar que mas de 30%
de las mutaciones en TP53 se ubican en islas
CpG en los codones 157,175, 245,248 y 282; sin
embargo, la frecuencia de mutaciones en estas
secuencias varia segin el tipo de tumor y el
tejido. In vitro se ha demostrado que la metila-
cién de citosinas en islas CpG en TP53 aumenta
de 2 a 5 veces la afinidad de diferentes tipos de
carcingenos por estas secuencias, incluyendo
el carcinégeno AFB, ex0-8,9-ep6xido; estos
hallazgos sugieren que las secuencias CpG son
“hot spot” para las mutaciones por la unién
preferencial de carcindgenos, con respecto a
otras secuencias del gen (39, 40).

Reparacion aductos AFB,-ADN

Los mecanismos de reparacion son los res-
ponsables de mantener la integridad del ADN
(41). Diferentes modelos han sido utilizados
para explorar los mecanismos por los cuales se
fijan los aductos y los sistemas de reparacion
que intervienen en la reparacion de los mismos;
estos modelos han permitido dilucidar que el
principal mecanismo de reparacion correspon-
de a la escision de nucledtidos (NER). NER es el
sistema de reparacion més versatil para detectar
los dafios en el ADN ya que reconoce las lesio-
nes que distorsionan su estructura e interfieren
con el apareamiento de bases, la transcripcion
y la replicacion; ademas, estd encargado de re-
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parar la mayoria de los dafios ocasionados por
factores ambientales (41, 42).

Se ha sugerido que la reparacion de los aduc-
tos AFB,-FAPY es menos eficiente que la de
AFB -N7-Gua en mamiferos, puesto que estos
tltimos distorsionan mas la estructura del ADN
y por tanto son facilmente reconocidos por las
magquinarias de reparacion.

Las evidencias experimentales del papel de
NER en la reparacion de secuencias de ADN que
presenta aductos como AFB1-FAPY han sido
aportadas por estudios en bacterias como Esche-
richia coli, en levaduras como Saccharomyces
cerevisiae, en lineas celulares y en modelos mu-
rinos. En la tabla 2 se presentan las proteinas
que participan en el sistema de reparacion NER
de E. coli y S. cerevisiae y sus equivalentes en el
genoma humano.

Tabla 2. Sistemas de reparacién de ADN por escision de nucledtidos (NER)

Org_janismo Proteina Homélogo en humanos
Escherichia coli UvrA XPC
UvrB XPA 'y XPD
UvrC XPF y XPG
UvrD XPB y XPD
Saccharomyces cerevisiae RAD14 XPA
RPA XPC-HR23B
RAD4-RAD23 XPC-HR23B
RAD3 XPD
RAD25 XPB
RAD1-RAD10 XPF-ERCCA1
RAD2 XPG
RAD7-RAD16 No tiene

Utilizando cepas de E. coli, con diferente
background genético con respecto a los siste-
mas de reparacion de ADN, Alekseyev y otros
autores demostraron que el aducto AFB -FAPY
era reparado preferencialmente por NER. En
este sistema se demostr6 la remocion y repa-
racion de los aductos presentes en un plasmido
que contenia un gen reportero en bacterias
wild type (wt), pero no en bacterias deficien-
tes para NER (UvrA). En el caso de bacterias
deficientes para el mecanismo por escision de
bases (mutM) se observé que la actividad del
gen reportero fue similar a la descrita en bacte-
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rias wt; esto sugiere que la escision de bases no
cumple un papel importante en la reparacion
de los aductos AFB,-FAPY (43).

Estos resultados fueron confirmados por
Guo y otros autores utilizando el modelo de S.
cerevisiae. Levaduras deficientes en una de las
proteinas del sistema NER, especificamente en
la proteina Rad14, presentaron una viabilidad
disminuida y alta frecuencia de mutaciones en
respuesta al tratamiento con AFB1 (44).

NER también corresponde al sistema de
eleccion para reparar el ADN por presencia de
aductos como AFB -FAPY en células de ma-



miferos. Esta aseveracion fue demostrada uti-
lizando fibroblastos humanos deficientes para
xeroderma pigmentosum A (XPA); XPA es la
proteina equivalente a UvrB y a RAD14 en los
sistemas de reparacion de E. coli y S. cerevi-
siae, respectivamente (tabla 2). La linea celular
deficiente en XPA y un cultivo de fibroblastos
normales fueron expuestos a AFB1, previo
tratamiento de la micotoxina con enzimas mi-
crosomales hepadticas de rata (45).

La acumulacion del aducto AFB1-N7-Gua
fue evaluada en los dos tipos de cultivo celular;
este aducto inestable fue removido a mayor
velocidad en el cultivo de fibroblastos normales
tanto por remocién esponténea como por los
sistemas de reparacion. En el caso de la linea
celular deficiente para XPA la remocion fue
menos eficiente. Con respecto a la acumulacion
del aducto AFB1-FAPY fue a mayor velocidad
y en mayor proporcion en la linea celular de-
ficiente para XPA.

Resultados similares fueron obtenidos utili-
zando un plasmido de ADN muodificado in vitro
con AFB, y transfectado en fibroblastos huma-
nos deficientes para XPA (46). Estos estudios
confirman la importancia del sistema NER en
este tipo de reparacion.

Por dltimo, la frecuencia de tumores he-
paticos en ratones deficientes para XPA por
exposicion a AFB1 aporta una evidencia muy
importante del papel del sistema NER en con-
diciones de exposicion a este carcindgeno (47).

Otros factores
Infeccion por el virus de la hepatitis B
Estudios en poblaciones con exposicion dietaria
a AFB1 y alta prevalencia de infeccion por VHB
aportaron las primeras evidencias del sinergis-
mo entre estos dos factores de riesgo (48, 49).
Un individuo con exposicién crénica a la
AFB1 en su dieta, como es el caso de habitantes
de algunos paises africanos durante la estacion
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de menor pluviosidad, tiene riesgo de desarro-
llar la mutacion 249" en TP53. Sin embargo, en
un ndmero importante de casos los sistemas de
reparacion del ADN, en particular NER, permi-
tirdn la remocion de los aductos y por tanto se
evitar la fijacion de la mutacion 249,

Este no es el caso de individuos que ademas
de estar expuestos a la AFB, tienen infeccion
crénica por VHB. En efecto se ha demostrado
que este virus puede bloquear diferentes me-
canismos de reparacién del ADN.

Se ha demostrado que la proteina X del VHB
(HBx) favorece la susceptibilidad a mutaciones
gracias a su capacidad de union a la proteina
p53; de esta manera HBx inhibiria la actividad
transactivadora de p53 sobre los promotores de
genes involucrados en la reparacion del ADN,
apoptosis y en la regulacion del ciclo celular.

Asimismo, se ha evidenciado que la repara-
cién por NER, mecanismo por el cual se repa-
ran preferencialmente los aductos AFB -ADN,
también se ve afectada (11,43, 50,51). Algunos
estudios han comprobado la interaccion de HBx
con moléculas implicadas en el sistema NER
acoplado a la transcripcion, como XPB, XPD
(componentes del factor TFIIH) y TFIIF y su
union directa al ADN dafado, impidiendo la
reparacion (50, 52-55).

Estudios realizados en ratones transgéni-
cos para HBx demostraron la aparicion de la
transversion G:C—T:A en el codon 249 de TP53
como consecuencia de la exposicién a AFB; es-
tos hallazgos demuestran que HBx aumenta la
susceptibilidad de las células a la induccion de
mutaciones inducidas por AFB_ (56, 57).

Estos resultados concuerdan con lo obser-
vado en los estudios epidemioldgicos, en los
cuales la mayor frecuencia de la mutacion 249
de TP53 se presenta en poblaciones con expo-
sicién crénica a AFB, y con infeccién crénica
por VHB. En particular el estudio prospectivo
realizado por Kirk y otros autores en una pobla-
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ciéon de Gambia aport6 evidencia contundente
del efecto multiplicativo de la infeccién crénica
por VHB y el efecto mutagénico de AFB1 en
TP53 (249" (58).

El riesgo de desarrollar CHC fue evaluado
en 216 casos incidentes de CHC y 121 casos de
cirrosis; este andlisis demostrd que el riesgo de
desarrollar este tumor primario de higado fue
de 10 (razén de disparidad OR, 95%; IC: 5,16-
19,6) en pacientes con marcador para la infec-
cién por VHB, de 13,2 (OR 95%; 1C: 4,99-35,0)
en pacientes con la mutaciéon 249" en TP53,
mientras en pacientes con los dos marcadores
el riesgo fue de 300 (OR 95%; IC: 48,6-3270).

Polimorfismos en XRCC1

El gen que codifica para la proteina x-ray re-
pair cross-complementing group I (xrecl) fue
el primer gen aislado de mamifero involucra-
do en la sensibilidad a la radiacion ionizante.
A pesar de que ninguna actividad enzimdtica
ha sido atribuida a esta proteina, se ha demos-
trado la asociacion con la ADN polimerasa
B (pol B), la ADN ligasa III (lig I1I) y la poli-
merasa poli-ADP-ribosa (PARP) para formar
un complejo implicado en los mecanismos
de reparacion por escision de bases (BER) y
de reparacion de quiebres de cadena sencilla
(SSBR) (59). En el gen XRCC1 se han identi-
ficado tres polimorfismos en regiones codifi-
cantes: 194 Arginina—Triptofano (Arg—Trp),
280 Arginina—>Histidina (Arg—His) y 399
Arginina—Glutamina (Arg—Gln), siendo el
polimorfismo 399GIn el mas importante ya
que estd ubicado en el dominio de unién a
PARP (60).

En diversos estudios se ha explorado la rela-
cién entre el polimorfismo 399GIn, la presencia
de aductos de aflatoxina y el riesgo de desa-
rrollar CHC. Lunn y otros autores evaluaron
la relacion entre los polimorfismos en XRCC1
y los niveles de aductos AFB,-ADN, en mues-
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tras de placenta provenientes de una poblacion
asidtica con alta exposicion a aflatoxina. Los
individuos que presentaban el polimorfismo
399GIn tenian niveles superiores de aductos
AFB,-ADN, comparados con los niveles ob-
servados en individuos con los polimorfismos
194Trp y 280His, lo cual sugiere que la xrccl
participa en la reparacion de los aductos AFB, -
ADN (61). Otros estudios han confirmado que
este polimorfismo estd asociado con niveles
elevados de aductos AFB,-ADN y mayor riesgo
de desarrollar CHC (27, 31, 32).

Mutaciones en TP53

El rango de frecuencia de mutaciones de TP53
es de 5-50% dependiendo del tipo de tumor y
del estadio (62). Las mutaciones por transicion
de nucleétidos predominan en cancer de colon,
cerebro y linfoblastomas, mientras mutaciones
en regiones ricas en adenina y timina se en-
cuentran asociadas con cancer de es6fago. Las
mutaciones por transversion de nucledtidos,
especialmente G:C—T:A son mds frecuentes en
cancer de higado y cdncer de pulmén y ocurren
en islas CpG (63). Mutaciones en el gen TP53
pueden modificar la vida media y la estabilidad
de la proteina p53, su capacidad de unirse al
ADN vy la funcién transcripcional.

En CHC se han descrito mutaciones en
TP53 en una proporcién importante de los
casos (9-11). Mds de 80% de estas mutaciones
corresponden a “missense mutations”, es decir,
producen cambios en la secuencia de aminoa-
cidos que en la gran mayoria de casos generan
una proteina no funcional (64).

Como se ha mencionado, en CHC se ha
descrito una alta frecuencia de la mutacion
G:C—HT:A en la tercera posicion del codén 249
en el exén 7 del gen TP53. Un 69,9% de las
mutaciones reportadas en el codon 249 de TP53
que corresponden a la transversiéon G:C—>T:A
han sido detectadas en CHC (64).



Esta mutacion origina el cambio del ami-
noacido arginina por serina (mutacién 249*),
alterando el dominio de unién de la proteina
p53 al ADN. La presencia de esta mutacion ha
sido utilizada como marcador de exposicion a
AFB, (8, 65, 66).

En diversas regiones del mundo se han
realizado estudios para determinar la frecuen-
cia de la mutacién en casos de CHC. Estudios
de poblaciones con exposicién dietaria a afla-
toxinas demostraron una alta frecuencia de
la mutacion en pacientes de las provincias de
Qidong (43,8%) y Guangxi en China (36%) y
en pacientes de Gambia (39,8%) (9, 67, 58). Por
otra parte, en estudios realizados en regiones
con exposicion intermedia a aflatoxinas como
Taiwén, Suréfrica y Tailandia, la mutacion se
ha demostrado en 13, 17 y 24% de los casos
respectivamente (65, 68, 69). En paises de mi-
nima exposicion a AFB1 como Estados Unidos,
Japén, Corea, Vietnam y Espafia la mutacién ha
sido detectada en menos de 5% de los casos de
CHC analizados (70, 71).

En América Latina solo se han realizado dos
trabajos encaminados a detectar la mutacion
249*" en casos de CHC. El primer estudio co-
rresponde a 16 casos de CHC en pacientes de
México en los cuales se detect6 la mutacion
249 en 19% de ellos (72). El segundo estudio
fue realizado en Brasil con 74 casos de CHG; las
muestras de tejido hepético fueron analizadas
por dos técnicas, PCR y RFLP (polimorfismo de
fragmentos de restriccion) y por secuenciacion
directa. Un 28% de las muestras fue positivo
para la mutacion seguin la técnica de PCR y
RFLP, mientras 16% de las muestras fue positiva
segtin la técnica de secuenciacion directa (73).

Aunque en Colombia existia evidencia de la
presencia de aflatoxina en niveles superiores a
los permitidos en muestras de maiz y arroz ob-
tenidos en supermercados y plazas de mercado,
la frecuencia de la mutacion 249*" en la pobla-
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cién no habia sido explorada. Recientemente
se publicé el primer estudio en pacientes con
CHC en el que se evaluaron biomarcadores de
exposicion a AFB1, infeccién por VHB e infec-
cién por virus de la hepatitis C en muestras
provenientes de pacientes con diagndstico de
CHC atendidos en cuatro centros hospitalarios
de cuarto nivel de complejidad en las ciudades
de Bogotd, Medellin y Cali. La exposicion a la
AFB1 se evalué por deteccion de aductos uti-
lizando un anticuerpo especifico y por detec-
cién de la mutacion por RFLP y secuenciacion
directa. El aducto no fue detectado en ninguna
de las muestras, mientras que la mutacion fue
demostrada por las dos técnicas en 10,5% de los
casos analizados (tabla 3) (74). Estos resultados
(10,5%) son comparables con lo observado en
el estudio en Brasil en el caso de las muestras
analizadas por secuenciacion directa (16%) y
sugieren una exposicion entre intermedia y
baja en Colombia (74).Estudios adicionales son
necesarios para confirmar lo descrito en este
grupo de pacientes.

Conclusiones

La contaminacion de alimentos para consumo
humano con micotoxinas y el constante mo-
vimiento de los productos agricolas alrededor
del mundo plantean un problema de salud pu-
blica teniendo en cuenta el riesgo de exposicion
dietaria a este carcindgeno. Este riesgo es de
particular interés en pacientes con infeccion
crénica por VHB por el sinergismo demostrado
entre estos dos factores de riesgo asociados al
desarrollo de CHG; este carcinoma representa
mas de 80% de los casos de cancer primario de
higado en el mundo.

La activacién de la AFB, por enzimas micro-
somales hepaticas y la capacidad de los metabo-
litos de reaccionar con el ADN representan la
principal caracteristica de este potente hepato-
carcindgeno. La identificacion de polimorfismos
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Tabla 3. Frecuencias de la mutacion 249+ en TP53 en casos de CHC

Poblacion Exposicion AFB1 Frecuencia Afo Referencia
Qidong, China Alta 43,80% 1991 9
Shangai, China Alta 8,30%

Xian, China Baja 2,20% 1992 70
Guangxi, China Alta 36% 2001 67
Harbin, China Baja 2% 2003 71

Japon Baja 0% 1992 70
Japén Baja 0% 2003 71
Taiwan Intermedia 13% 1997 65
Taiwan Intermedia 2,60% 2006 66
Corea Baja 0%
- - 2003 71
Vietnam Baja 0%
Tailandia Intermedia 27% 2011 69
Gambia Alta 39,80% 2005 58
Sudafrica Alta 0% 1992 70
Sudafrica Alta 17% 2005 68
Espafa Baja 0% 2003 71
Estados Unidos Baja 0% 1992 70
Estados Unidos Baja 0% 2003 71
México Intermedia 19% 1996 72
Brasil Intermedia 28% 2009 73
Colombia No conocida 11% 2011 74

en genes que codifican enzimas que participan
en la activacion y detoxificacion de la AFB1
puede considerarse como una variable impor-
tante para explorar en poblacién con factores
de riesgo para CHC.

Por otro lado, la deteccién de la mutacién
249* en muestras de suero puede ser utilizado
como biomarcador en poblacién general y en
particular en pacientes con infeccidén crénica
por VHB, con el fin de identificar los individuos
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