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1. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Los ensayos biolégicos con aflatoxinas se efectian, generalmente, como prue-
bas confirmatorias posteriores a su identificacién quimica. El estudie de una afla-
toxina en orden a su caraclerizacién comprende una serie de pasos: extraccién por
un solvente polar, purificacién del extracto, separacién por cromatografia en capa
fina y revelado quimico o examen a la luz ultraviolela determinando el valor RE.
Este dato resulta caracteristico pere precisa de una bioconfirmacién.!

El niimero de pruebas biolégicas de diagnéstico propuestas a tal fin resulta ya
bastante amplio, pero ninguna de ellas es rigurosamente especifica. Se basan en la
provocacién de reacciones de toxicidad aguda o en poner de manifiesto una toxi-
cidad genética de las aflatoxinas (su poder carcinogenético, teratogénico o mu-
tagénico).?

Entre las pruebas que se basan en provocar una toxicidad aguda se incluyen
las inoculaciones a patitos de un dia, ratas, ratones y cobayos, en cuyos animales
se producen lesiones de necrosis centrolobulillar, hepatitis periportal, hiperplasia de
conductos biliares, hemorragia y procesos mitéticos celulares con aparicién de cé-
lulas hepaticas de mayor lamafio.”

Resulta evidente que modificar una prueba biolégica, de inoculacién en anima-
les de experimentacién, en el sentido de una mayor especificidad seria extraordina-
riamente itil en el diagndstico de las aflatoxicosis.!

En consecuencia con esta idea hemos planeado este estudio en el sentido de
observar las reacciones hislicas de distintas especies de animales de experimenta-
cién, patitos de un dia, rata blanca, ratén blanco y cobayo, concretamente, ante la
inoculacién de la aflatoxina B, por distintas vias.?
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Se estima hoy en dia que cerca de un 10 por cien de los compuestos quimicos
considerados como hepatocarcinogenéticos producen alteraciones histopatolégicas
en el higado de caricter similar a las aflatoxinas. De estos, las nitrosaminas vy com-
puestos diazoicos se oblienen por sintesis, pero pueden encontrarse como cuerpos
naturales en algunas plantas.b

Comeo quiera que estos compuestos difieren de las allatoxinas en solubilidad
y grado de toxicidad, hemos pensado en principio. que la inoculacién en lotes di-
ferentes de animales, por via digestiva e intravenosa, y la comparacién subsiguiente
de resultades producidos por aflatoxinas y compuestos quimicos de accién similar,
podrian revelarnos la posibilidad o imposibilidad de incrementar la especificidad
de esle lipo de pruebas biolégicas de diagnéstico.

II. MATERIALES Y METODOS
I1.1. INOCULACION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

La experimentacién ha side planteada sobre la base de empleo de dosis letales
medias a las 72 horas, para cada especie, sacrificando los supervivientes a las 48 ho-
ras, para ¢l correspondiente estudio histopatolégico.

Se han comparado con la aflatoxina By, la mis potente de las conocidas, di-
metilnitrosamina en patipollos, rata blanca y cobayo. En ratén se utilizé el dimeti-
laminoazobenceo en lugar de nitrosamina, al comprobar la dificultad de producir
lesiones hepaticas con esle compuesto.

Tanto la aflatoxina B, Calbiochem cristalizada y finamente dividida (lamaiio
de particula <t 2 micras), como la dimetilnitrosamina y dimetilaminoazobenceno
Merck, se administraron disueltas en propilenglicol, exento de toxicidad.

A partir del higado de los animales sacrificados a las 48 horas, se realizaron
preparaciones histolégicas lefildas por los mélodos de hematoxilina, Gallego y
Sudan 1V.

Los dislintos lotes de animales de experimentacién utilizados tenian el mismo
origen, idéntico sexo y variaciones minimas de peso. Disponian por tanto de un
elevado grado de homogeneidad y se hallaban perfectamente controlados desde los
puntos de vista nutricional e infectivo.

Las especies utilizadas en la experimentacién fueron: patitos de un dia, rata
blanca, ratén blanco y cobayo. Cada especie y, utilizando individuos distintos in-
tegranles de loles homogéneos, fue inoculada por dos vias diferentes con cada pro-
ducto, constituyendo esta técnica un punto clave en el planteamiento experimental,
como se discutira en su momento.

I1.2. DOoSIFICACION ¥ VIAS UTILIZADAS

Las dosis de aflatoxina suministradas y vias de inoculacién fueron las si-
guienles:

— 98

Patitos de un dia

Vias digestiva e intravenosa.
DLso = 25 microgramos por 50 g. de peso.

Rata blanca

Vias digestiva e intravenosa.
DLsy = 10 mg. por kilo de peso.

Ratén blance

Vias digestiva e inlravenosa.
DLso = 10 mg. por kilo de peso. '
En el caso de dimetilnitrosamina o dimetilaminoazobenceno se utilizaren dosis

equivalentes a la citada DlLsy X 100.

Cobayo

Vias digesliva e intravenosa.
DLso = 1,4 mg. por Kg. de peso.

En patipollos, rata blanca y cobayo se inocularon ¢l mismo niimero de lotes

e individuos, con arreglo a la siguienle expresién: '
a) Aflatoxina B, Calbiochem por via digestiva. Inoculados 18 animales dis-

tribuidos en tres lotes de seis. Un lote mnas, testigo.

b) Aflatoxina B, Calbiochem por via intravenosa. Inoculados 12 animales
distribuidos en dos lotes de seis. Un lole més como testigo.

¢) Dimetilnitrosamina por via digestiva. Inoculados 6 animales. Un lole

de tres como testigo.
d) Dimetilnitrosamina por via intravenosa. Inoculados 6 animales. Un lote

de tres como testigo.
En ratén blanco el protocolo fue diferente empleandose, comparativamente con

la aflatoxina, dimetilaminoazobenceno.
a)} Aflatoxina By Calbiochem por via intravenosa. Inoculados 24 animales

distribuidos en tres lotes. Lote de 8 como tesligo.
b) Aflatoxina B; Calbiochem por via digestiva. Inoculados 16 animales dis-

tribuidos en dos lotes. Un lote de 8 como testigo.
¢) Dimetilaminoazobenceno por via intravenosa. Inoculados 12 animales dis-

tribuidos en dos lotes. Un lole de 6 como testigo.
d) Dimetilaminoazobenceno por via digestiva. Inoculados 12 animales dis-

tribuidos en dos lotes. Un lote de 4 como tesligo.
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IlI. RESULTADOS

111.1. PaTITOS DE UN Dia

Los inoculados por via digestiva con afllatoxina B,, mostraban una lipica
degeneracién grasa centrolobulillar (como puede apreciarse en las figuras niimeros
1 al 3, inclusive). Por via intravenosa se producia una degeneracién grasa de cardc-
ter difuso en todo el parénquima hepitico (fig. 4).

La inoculacién de dimetilnitrosamina por ambas vias, digestiva ¢ intravenosa,
producia una congestién generalizada del higado, pero no degeneracién grasa.

1I1.2. RaTa BLANCA

Por via intravenosa produce una congestién con reaccién angioblastica y dege-
neracién celular (fig. 5). Por via digestiva, una reaccién angiobléslica periportal
menos manifiesta (fig. 6). Pero ademds, por esta via se aprecian algunas otras lesio-
nes que no se producen por via intravenosa, como picnosis nuclear de las células
centrolobulillares (fig. 7) e infiltrado pericolangiolar (fig. 8). Ahora bien, con dime-
tilnitrosamina se producen reacciones similares indistinguibles. ’

II1.3. RaT6N BLANCO

Por via digestiva se observa una abundante proliferacién histiocitaria alrededor
de los colangiolos (figs. 9 y 10).

Por via intravenosa.la lesién predominante sigue siendo la misma aunque mas
intensa (fig. 11). Se observa, también por ambas vias, con cierta frecuencia, una hi-
pertrofia de colangiolos (fig. 12) y iinicamente en dos casos de 40 ratones inocula-
dos, aparecié una tumefaccién turbia alrededor de un vaso del espacio porta (fi-
guras 13 y 14).

Con dimetilaminoazobenceno se aprecian iinicamente focos inflamatorios dise-

minados por el parénquima hepélico, tanto por via digestiva como intravenosa (figu-
ra 13). ,

II1.4. CoBayo

Por via digestiva (técnica siempre dificil por la facilidad con que se perfora el
esélago) se produce una degeneracién grasa centrolobulillar que no afecta, o muy
débilmente, a los espacios porta, como puede observarse en la preparacién Eﬁgs. 16
¥ 17) tefiidas con Sudén V. Cuando se realiza la inoculacién por via intravenosa su-
cede lo contrario: son los espacios porta los que se¢ encuentran particularmente
afectados por la degeneracién grasa (fig. 18), en tanto que en el centro del lobulillo
hepético esta alteracién es practicamente nula (fig. 19).
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Otras lesiones, como infiltracién de células redondas en torno a capilares bilia-
res (fig. 20) o de hiperplasia de células de Kupffer (fig. 21), se observaron en una
pequefia proporcién de individuos (2 de 12), por lo que no resulta aconsejable gene-
ralizar los resultados.

Con dimetilnitrosamina se producia facilmente la degeneracion grasa tanlo por
una via como por la otra, pero siempre con un caricler difuso y con la particularidad,
de que no se inicia dicha degeneracién en la cara externa de los vasos del espacio
de Kiernan, como en el caso anterior. En la fig. 22 se aprecia perfectamente la in-
tegridad de las tinicas de los vasos mencionades.

IV. DISCUSION

Continuando con las ideas que han servido de base al planteamiento experi-
mental del problema y al considerar los resultados obtenidos, debe hacerse énfasis
en la existencia de contradicciones en cuanto a los efectos histopatoldgicos en las
aflatoxicesis (7, 8, 9, 10) y, en ocasiones, podria deberse a una técnica de inocula-
cién diferente o empleo de lotes de animales con diferencias genélicas o de crianza.

De los resultados obtenidos por nosotros parece inferirse que existen una bifa-
sidad del proceso de acuerdo con la via de inoculacién de aflatoxina By. En realidad,
parece como si la aflatoxina, dificilmente soluble, a no ser en solventes polares,
alcanzase niveles de concentracién muy dislintos en diferentes vasos sanguineos,
segiin la via de inoculacién.

En cambio, compuestos como la dimetilnitrosamina o el dimetilaminoazoben-
ceno, mas solubles, se difundirian precozmente a través de las redes admirables
del higado, alcanzando una concentracién semejante en los dislintos sislemas
de circulacion hepitica,

Parece también indudable que las dosis préximas a la letal no producen algunas
de las alteraciones téxicas de cardcter agudo que se cilan habitualmente: prolifera-
cion de conductillos biliares, necrosis periportal o centrolobulillar, aumento de ta-

maiio celular, ete.

V. RESUMEN

Utilizando loles homogéneos de distintas especies de animales de laboraterio
(patipollos, rata blanca, ratén blanco y cobayo), se ha comparado la accién téxica
de la aflatoxina B, (DLsg) con la de olros compuestos carcinogenéticos (dime-
tilnitrosamina, dimetilaminoazobenceno), empleando las vias de inoculacion diges-
tiva e intravenosa,

De los resultados obtenidos se infiere que el proceso téxico sigue fases dife-
rentes de acuerdo con la via de inoculacién, lo que origina en el parénquima he-
pético diferente tipo de alteracién histica segiin la DLgo se inocule por via intra-
venosa o digestiva,
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Esta bilasicidad no ha pedido demostrarse, mediante observacion microscépica
de preparaciones hislolégicas, en los olros compueslos carcinogenéticos ensayados.
Parece por tanto que, una inoculacién por via diferente, en lotes distintos de ani-
males, debidamente controlados, puede servir para incrementar la especificidad
de la prueba biolégica en el diagndstico de aflatoxicosis. El cobayo parece el ani-
mal de eleccién a este fin, debido a la claridad con que es posible demostrar el do-
ble tipo de alteracién microscopica en el lobulille hepadtico.

RESUME

En utilisant des groupes homogenes de différentes especes d’animaux de labo-
raloire (canard-poussin, rat blane, souris blanche et cobaye) on a comparé I'aclion
toxique de P'aflatoxine By(DLso) avec celle d’aulres composés earcinogénétiques
(diméthylnitrosamine, diméthylaminoazobenzine} en employant les voies d'inocula-
tion digeslive el intraveineuse.

Des résultats obtenus on déduit que le proces toxique suit des phases différentes
selon la voie d’inoculation employée, ce qui donne lieu dans le parenchyme hépati-
que i un type d’aliération histique différent selon que la DLgg soit inoculée para la
voie intraveineuse ou digestive.

Cette double phase n’a pu étre démontrée par 1’observation microscopique de
préparations histologiques, dans les autres composés carcinogénétiques. [l semble,
par conséquenl, qu’une inoculation par voie différente chez des animaux différents
diment conlrélés peut servir pour augmenter la spécificité de I’essai biologique pour
le diagnostic d'aflatoxicose. Le cobaye semble &ire 'animal d’élite a cette fin, dii &
la clarté avec laquelle on peut démontrer le double type d’altération microscopique
dans le lobule hépatique.

SUMMARY

Using different controlled especies of laboratery animals (ducklins, rals, mice
and guinea pig) it has been compared the loxic action of B, aflatoxin (DLsp)
with carcinogenetic compounds dimethylnitrosamine and dimethylaminoazoben-
ceno through intravenose and digestive route. .

From obtained results it is deduced the toxic process follow different phases,
according with inoculation method, which produces different alteration in the he-
patic tissue, with the DLg following the intravenose or digestive route.

This mentioned double phase has not been observed, by means of the micros-
copic examination of the hepalic tissue, in the assayed carcinogenelic compounds.

It seems possible inoculating through different route, using lots of controlled
animals, to obtain betler specific results in aflatoxin biological test. Guinea pig
seems Lo bee the election animal due to the very clear double reaction and micros-
copic alteration in hepatic lobule,
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Figura 1.—Higado de pato sacrificado a las 48 horas de la inoculacién por via digestiva

de una dosis Gnica LDsgy de aflatoxina B, mostrando una degeneracion grasa alrededor de la
vena centrolobulillar. Coloracién Sudan [V (X 25).

una dosis LDsg de aflatoxina By mostrando degeneracién grasa perivenosa, en el centro del
lobulillo hepdtico. Coloracion hematoxilina-eosina (X 10).
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Figura 3.—Higado de pato inoculado por via digestiva con LDsp de aflatoxina B sacri-
ficado o las 48 horas, con una tipica degeneracion grasa centrolobulillar,Coloracién hemato-
xilina-cosina (X 25).

Figura 4—Higndo de patipolio inoculado por via intravenosa con LDsg de aflatoxina B,
sacrificado a las 47 horas y con una degeneracién grasa de caricter difuso en todo el parén-
quima hepitico. Coloracion hematoxilina-eosina (X 20).
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Figura 5.—Higado de rata inoculada por via intravenosa con LDso de aflatoxina B, sa-
crificada a las 48 horas lo que produce una reaccién angioblistica periportal y degeneracion
celular, Coloracidn Gallego (X 10).
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Figura 6.—Higado de rata inoculada por via digestiva con LDso de aflatoxina B sacri-
ficada a las 48 horas y nos muestra una reaccién angioblastica menos manifiesta que en la fi-
gura anterior. Coloracién Gallego (X 10).
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Figura 7.—Higado de rata inoculado por via digestiva con LDsq de aflatoxina B, sacrifi-
cada a las 48 horas y nos muestra una picnosis nuclear de células centrolebulillares. Hema-
toxilina-eosina (X 45).

Figura B—Higado de rata incculada por via digestiva con LDsg de aflatoxina B, muerta
a las 48 horas mostrandonos infiltracién pericolangiolar. Hematoxilina-eosina (X 10).
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Figura 9—Higado de ratén inoculado por via digestiva con LDsq de aflatoxina B, sacri-

ficado a las 48 I.lora.s mostrindonos una abundante proliferacién histiocitaria alrededor de un
colangiolo hepético. Hematoxilina-eosina (X 10),
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Figura 11.—Higade de ratén inoculado por via intravenosa con LDsg de aflatoxina B,
sacrificada a las 48 horas con reaccién de infiltracién pericolangiolar. Hematoxilina-cosina
(X 45).
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Figura 12.—~Higado de ratén inoculado por via digestiva con LDsg de aflatoxina B, en
que e nos muestra una hipertrofia colangiolar. Hematoxilina-cosina (X 45).
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Figura 13.—Higado de ratén inoculado con DLse de aflatoxina By por via digestiva Figura 15—Higado de ratén inoculado con una dosis téxica de dimetilaminoazobenceno
mestréndose una tumefaceién turbia (X 45). con un proceso inflamatorio en el interior del lobulilio hepético. Hematoxilina-cosina (X 45).
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Figura 14.—Higado de ratén inoculado con DLy, de aflatoxina B, por via intravenosa Figura 16.—Higado de cobayo inoculade con DLso de aflatoxina B, sacrificado a las

con tumefaccién turbia. Hematoxilina-eosina (x 45). 48 horas mostrando una degeneracién grasa centrolobulillar, Coloracién Sudan IV (X 10).
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Figura 17.—Higado de cobayo inoculado con DLsp de aflatoxina B; sacrificado a las
48 horas mostrando, como en la figura anterior, una degeneracion grasa centrolobulillar. Colo-
racién Sudan IV (X 20).
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Figura 18.—Higado de cobaye inoculado con DLgsp de aflatoxina B, sacrificado a las
48 horas que nos pone de manifiesto una degeneracién grasa del espacio porta. Coloracién
Sudan IV (X 45).
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Figura 19—Higado de cobayo inoculade con DLsy de aflatexina By sacrificado a las
48 horas mostrando el espacio pericentrolobulillar sin alieracién degenerativa. Hematoxilina-
eosina (X 10).

Figura 20—Higado de cobayo inoculade con DLsg de aflatoxina B, sacrificade g_las
48 horas con una infiltracién de células redondas en torno a un capilar biliar. Hematoxilina-

eosina (X 45).

—43 —



Figura 21.—Higado de cobaye inoculado con DLsy de aflatoxina B; sacrificado a las
48 horas con hiperplasia de células de Kuppffer. Hematoxilina-eosina (X 45).

Figura 22—Higado de cobayo inoculado con DLsg de aflatoxina B, sacrificade a Jas
48 horas, que nos muestra de nuevo una degeneracién grasa periportal. Coloracion Galle-
go (X 15).
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