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Resumen

Introduccion: la exposicion dietaria a la aflatoxina es un factor de riesgo
para carcinoma hepatocelular, el cancer primario de higado mas frecuente.
Esta asociacion se establecié gracias a la evidencia in vitro e in vivo de la
relacién entre la exposicion a la aflatoxina B1 y la transversion G—T en el
codon 249 del gen TP53, asi como evidencia de la sinergia entre la aflatoxi-
nay lainfeccién crénica por virus de la hepatitis B. Métodos: se determiné
la frecuencia de la mutacién R249S del gen TP53 en 30 pacientes con diag-
ndstico de cirrosis y/o carcinoma hepatocelular quienes fueron sometidos
a trasplante hepatico en un hospital en Medellin, Colombia. Se extrajo ADN
a partir de las muestras de explante hepatico, se amplificé el fragmen-
to de interés y se detect6 la mutacion por polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion. Resultados: se encontré la mutacion R249S en
una de las 30 muestras analizadas (3,33 %) y se determind, por medio de
marcadores seroldgicos, infeccion por el virus de la hepatitis B en dos ca-
s0s (6,67 %). No se encontré simultdneamente la mutacién y la presencia
de los marcadores de infeccién por virus de la hepatitis B. Conclusion: los
resultados sugieren una baja exposicién dietaria con aflatoxina B1 en la
poblacidn de estudio. Sin embargo, es importante tener en cuenta la regu-
lacion de los limites permisibles de aflatoxina B1 y la inclusién en el diag-
néstico diferencial de carcinoma hepatocelular, dada la heterogeneidad de
las condiciones de la poblacidn en diferentes regiones del pais.

Palabras claves: Carcinoma hepatocelular; Aflatoxina B1; TP53; Virus de
la hepatitis B.

Abstract

Introduction: The dietary exposure to aflatoxin is a risk factor of hepato-
cellular carcinoma, the most frequent primary liver cancer. This risk factor
was identified after in vivo and in vitro evidence of the relation between
exposure to aflatoxin B1 and transversion G — T at 249 codon of the TP53
gene; as well as evidence of the synergy between hepatitis B virus chronic
infection Methods: the frequency of the R249S mutation of the TP53 gene
was determined in 30 cases of cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma,
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with liver transplantation in the hepatology unit of a hospital in Medellin, Colombia.
DNA was extracted from the liver explant samples; the sequence of interest was
amplified, and the mutation was detected by restriction fragment length polymor-
phisms. Results: the R249S mutation was found in 1 of the 30 samples analyzed
(3.33 %); and hepatitis B virus infection was detected by serological markers in 2
of the 30 cases (6.67 %). We did not find the mutation and the presence of hepatitis
B virus infection markers at the same time in any of the samples. Conclusion: The
results suggest a low dietary exposure with aflatoxin B1 in the study population.
However, it is important to take into consideration the regulation of the permissible
limits of aflatoxin B1 and the inclusion in the differential diagnosis of hepatocellular
carcinoma, given the heterogeneity of the conditions of the population in different
regions of the country.

Key words: Hepatocellular carcinoma; Aflatoxin B1; TP53; Hepatitis B Virus.

Introduccion

El carcinoma hepatocelular representa el 80 % de casos de cancer primario de higado,
y es la segunda causa de muerte mas frecuente asociada al cancer (1). Sus princi-
pales factores de riesgo son la infeccidon crénica por el virus de la hepatitis B (VHB),
la infeccién crénica por el virus de la hepatitis C, el consumo crénico de alcohol, el
sindrome metabdlico y la exposicion dietaria a aflatoxina B1 (AFB1) (2).
La aflatoxina B1 es un metabolito secundario producido por hongos, principalmente
por especies del género Aspergillus. En los trépicos, debido a las condiciones de
humedad y temperatura, se facilita su proliferacién en la cadena de produccion y
almacenamiento de alimentos, contaminando granos, nueces y semillas (3).
La aflatoxina B1 es un potente agente genotdxico, clasificado en el grupo 1 de cance-
rigenos por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (1). Al consumir
alimentos contaminados con aflatoxina B1, esta micotoxina es metabolizada en el
higado por el complejo citocromo CYP450, dando lugar a 8,9-exo-epdxido, altamente
reactivo, que se une covalentemente con proteinas (aflatoxicosis) o al ADN, formando
aductos (4).
El epdxido tiene una marcada preferencia por el gen TP53, especificamente por el
exon 7 codon 249, causando la transversion G—T, que conlleva al cambio de argini-
na por serina en la proteina (5). TP53 es un gen supresor de tumores que codifica la
proteina p53, un factor de transcripcion que regula el ciclo celular, la muerte celular
programada, la respuesta al estrés celular y la reparacion del ADN (6).

En poblaciones con alta exposicién a aflatoxinas, como paises tropicales y subtropi-
cales, se ha encontrado la mutacién R249S del gen TP53 en 30 % a 60 % de los pa-
cientes con carcinoma hepatocelular (7). En individuos sin evidencia de enfermedad
crénica hepatica o asintomaticos, la frecuencia de la mutacién varia segun la pre-
sencia del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg), con su maximo
nivel en pacientes positivos para este antigeno viral (8).
Se ha demostrado en modelos in vivo e in vitro la relacion causal de aflatoxina B1
y R249S (2,7), razén por la cual se ha descrito que en pacientes con carcinoma he-
patocelular esta mutacion sirve como una “huella” de exposicion a aflatoxina B1, lo
cual esta sustentado bajo el criterio de Bradford-Hill (9)
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Se ha descrito una sinergia
entre la exposicién dietaria
a aflatoxinas y la infeccion
crénica por el virus de la he-
patitis B en el riesgo de car-
cinoma hepatocelular.

El estudio de este factor de riesgo es de importancia en salud publica, con el fin de
regular el nivel maximo permisible de aflatoxinas presente en alimentos de consumo
humano por la legislacién del pais y la inclusién en el diagnéstico diferencial en pa-
cientes a riesgo de cancer primario de higado.

Adicionalmente, se ha descrito una sinergia entre la exposicion dietaria a aflato-
xinas y la infeccién crénica por el virus de la hepatitis B en el riesgo de carcinoma
hepatocelular (10,11). Se ha postulado que la sinergia de la infeccién por VHB vy la
exposicion a aflatoxina B1 en el desarrollo de carcinoma hepatocelular se debe prin-
cipalmente a la funcién pleiotropica de la proteina viral X, que puede interferir con la
reparacion del ADN celular (10).

La relacion entre la infeccion cronica por virus de la hepatitis By la exposicion a afla-
toxina B1 se ha documentado en otras investigaciones que reportan un Odds Ratio
de 399 (IC 95 %: 48,6 - 3 270) entre los casos de carcinoma hepatocelular positivos
para la mutacion e infeccion por VHB y el grupo control (12). Asimismo, se ha encon-
trado esta sinergia en modelos animales como la marmota y ratones transgénicos
infectados con VHB (13,14).

Este trabajo de investigacion se enmarca en un estudio de casos y controles en el
gue se evaluaron los factores de riesgo de las hepatopatias terminales en poblacién
colombiana.

Se planted este estudio para determinar la frecuencia de la mutacion R249S del gen
TP53 como evidencia de la exposicion a aflatoxina B1.

Metodologia

Tejido hepatico

Se recolectaron 30 muestras de explante de pacientes con diagnéstico de cirrosis
y/o carcinoma hepatocelular, sometidos a trasplante hepatico en el Hospital Pablo
Tobon Uribe de Medellin, desde junio de 2014 hasta agosto de 2016; las muestras se
almacenaron a-70 °C.

La extraccion de ADN total con TRIzol® (Ambion®, USA) se realizé a partir de tejido
hepatico siguiendo las instrucciones de la casa comercial. El ADN se re-suspendio
en Hepes comercial (Amresco’, USA) y se almacend a -20 °C. Para determinar la
pureza del ADN extraido se cuantificaron los radios 260/280 y 260/230 (NanoDrop
2000 Thermo Fisher Scientific’, USA). Luego se prepararon diluciones de ADN para
tener una concentracion de trabajo estandar de 40 ng/ulL. Posteriormente, se verifico
la integridad del ADN extraido mediante una PCR del gen constitutivo gliceraldehi-
do-3-fosfato deshidrogenasa con los primers 5'-CCTTCATTGACCTCAACTACATGG-3" y
5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3' (15).

Los ensayos de amplificacion del fragmento de interés de TP53 se realizaron
utilizando los primers 5 -CTTGCCACAGGTCTCCCCAA-3" (nt 13 941-13 960) vy
5 -AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA-3" (nt 14 167-14 158) (12). El volumen final de la
reaccion fue de 25 pL utilizando 200 ng de ADN, 1 U de Tag ADN polimerasa (Thermo
Fisher Scientific’, USA), 0,6 uM de cada primer, 200 uM de cada dNTP (Fermentas’,
Canadd), 2,5 uL de 10 X Buffer Tag polimerasa (Thermo Fisher Scientific’, USA), 1,5 mM
de MgS04 (Thermo Fisher Scientific’, USA) y agua libre de nucleasas (Amresco®, USA).
El ciclaje se estandarizo con el siguiente protocolo: 4 min a 94 °C para la activacion
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Se recolectaron 30 muestras
de explante de pacientes con
diagnostico de cirrosis y/o
carcinoma hepatocelular.

de la polimerasa, posteriormente 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por
30 s,y finalmente 7 min a 72 °C para la extension final (iCycler, Biorad).

En todos los ensayos de reaccién en cadena de polimerasa se incluyd un control ne-
gativo (agua) y como control positivo ADN de la linea celular derivada de hepatoma
humano PLC/PRF/5 (ATTC # CRL-8024), homocigota para la mutacion R249S. Los re-
sultados se revelaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % corrido
a 100V por una hora, con un fragmento esperado de 237 pb.

Los productos de la reaccién en cadena de polimerasa se sometieron a un ensayo
de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (por sus siglas en inglés,
RFLP) con la enzima Haelll (Invitrogen®, USA) que reconoce GG|CC del coddn 249
(AGG). El control positivo para este ensayo fue el producto de reaccion en cadena
de polimerasa de la linea celular PLC/PRF/b. Para la reaccién fueron necesarios
5 uL de producto de PCR, 2 pL de 10 X Buffer M (Invitrogen®, USA) y 5 U de Haelll
(Invitrogen®, USA). Los resultados se revelaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 3 % con cinco fragmentos esperados de 92, 66, 37, 30y 12 pb para las
muestras wildtype y cuatro fragmentos para las mutantes R249S, de 158,37,30y 12
pb (Figura 1A). Tanto para la reaccién en cadena de polimerasa del gen TP53 como
la RFLP se realizaron duplicados para verificar los resultados.

Para describir y analizar las variables se usaron estadisticos descriptivos; se verificé
el equilibrio de Hardy Weinberg y la posible asociacion entre la mutacién puntual
en el codén 249 del gen TP53 y la infeccién por VHB se verifico usando una prueba
exacta de Fisher. Los analisis se llevaron a cabo en el programa R usando un valor
de significancia p<0,05.

El trabajo fue aprobado por el comité de bioética del Instituto de Investigaciones
Médicas de la Universidad de Antioquia y el comité de ética del Hospital Pablo Tobén
Uribe. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado en el que au-
torizaron que las muestras de sangre o tejido hepatico fueran utilizadas para el ana-
lisis de factores de riesgo de cirrosis y cancer de higado con métodos bioguimicos
y de biologia molecular; ademas del polimorfismo en algunos genes que codifican
enzimas que participan en el metabolismo del alcohol como alcohol deshidrogenasa
y el citocromo P450 CYP2ET. Adicionalmente, los pacientes respondieron una en-
cuesta de datos sociodemograficos.

Resultados

La mayoria de los pacientes fueron del sexo masculino (60 %), con una edad promedio
de 56 anos (IC 95 %: 51,5 - 60,7). Otros datos demograficos y clinicos de los pacientes
se presentan en el cuadro 1. No se encontraron diferencia entre las variables sobre-
peso/no-sobrepeso (p=0,85), asi como tampoco entre la zona de nacimiento urbana/
rural (p=0,85). Adicionalmente se crearon dos grupos, del estrato 1-3 y del 4-6. Tampoco
se encontro relacion entre la mutacion y el estrato socioecondomico (p=0,33).

La mutacion puntual R249S del gen TP53 fue detectada en un solo caso (3,33 %)
proveniente de un paciente con cirrosis y carcinoma hepatocelular (figura 1B). La
poblacion se ajusto al equilibrio de Hardy Weinberg (p= 0,926). Adicionalmente, se
encontré infeccion crénica por virus de hepatitis B en 6,67 % (dos casos), ambos po-
sitivos para HBsAg y anti-HBc total y negativos para la mutacion R249S. La distribu-
cion de la mutacion en los casos evaluados no mostré una relacion de dependencia
con el factor etioldgico de infeccidon créonica por VHB (p=1).
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La mutacion puntual R249S
del gen TP53 fue detectada
en un solo caso (3,33 %) pro-
veniente de un paciente con
cirrosis y carcinoma hepato-
celular.

Cuadro 1. Datos demograficos y clinicos de la

poblacion de estudio

Variable

Rango de edad

Sexo femenino

Sexo masculino

Lugar de nacimiento zona rural
Lugar de nacimiento zona urbana
Sobrepeso

Diagnéstico

Cirrosis

Carcinoma hepatocelular
Cirrosis y carcinoma hepatocelular
R249S Positivo

VHB Positivo

wildtype Heterocigbtico

% (n)
22-78
40
60
46,7
53,3
46,7

75
3,6
21,43
3,3
6,7

Mutante

mutacion R249S del gen TP53.

heterocigdtico para un total de 6 bandas.

Figura 1A. Patrén de bandas esperadas para la RFLP de la

En la figura 1A se muestra un esquema con los cuatro puntos de cortes es-
perado (5 bandas) para el genotipo wildtype, tres puntos de corte esperado
(4 bandas) para el mutante y la combinacion de ambos alelos en el genotipo
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Evidencias in vivo e in vitro
demuestran que la mutacion
R249S del gen TP53 es uno
de los principales cambios
genéticos en el carcinoma
hepatocelular inducido por
esta micotoxina.

J66

500
350

Figura 1B. Deteccién de la mutacion R249S del gen TP53 por
RFLP en muestras de tejido hepatico obtenidas de pacientes con
diagnostico de cirrosis y/o carcinoma hepatocelular
Linea 1, marcador de peso molecular de 25pb. Linea 2, control negativo con
ADN de HepG2 sin enzima. Linea 3, control positivo con la linea celular PLC/
PRF/5 homocigética para la mutacion, con tres puntos de corte en cada alelo
(se observan 3 bandas). Linea 4, muestra HPTU-01-062 heterocigética para la
mutacion, con cuatro puntos de cortes (se observan 4 bandas) para el alelo
mutante y tres puntos de corte en el alelo wildtype (se observan 3 bandas).
En las lineas 3y 4 no se logra observar la banda de 12 pb debido a las carac-
teristicas del gel.

Discusion

La aflatoxina B1 es reconocida como un potente hepatocarcindgeno. Evidencias in vivo
e in vitro demuestran que la mutacion R249S del gen TP53 es uno de los principa-
les cambios genéticos en el carcinoma hepatocelular inducido por esta micotoxina
(16,17). En zonas de alta exposicion como Guangxi, China, Stern et al. encuentran
la mutacion R249S en el 36 % de las muestras (18/50) obtenidas de pacientes con
diagndstico de carcinoma hepatocelular (18). Adicionalmente, Stern et al. realizan
un metaanalisis con otros 48 reportes de esta zona geografica y demuestran que la
proporcion de casos con la mutacién R249S se correlaciona con el nivel de exposi-
cion dietaria a aflatoxinas (18).

Para Tailandia se ha descrito una frecuencia de la mutacién de 26,9 % en casos de
carcinoma hepatocelular (19). Este resultado puede relacionarse con la dieta, puesto
gue, en dos de los principales alimentos de la poblacién tailandesa, maiz y nueces,
se han encontrado concentraciones de aflatoxina B1 superiores a los 20 ug/kg per-
mitidas por el gobierno de este pais (192,20).

En el presente estudio la poblacion se encontré en equilibrio de Hardy Weinberg, lo
cual sugiere que no hay estructuracion poblacional (21). La infeccion por VHB se de-
mostré en dos de los casos, que no fueron positivos para la mutacion R249S (22,23).
La frecuencia de la mutacién detectada por PCR-RFLP es similar a la reportada en
el metaanalisis de Liu et al. (3 %) en el que se estiman los casos de carcinoma hepa-
tocelular atribuibles a exposicién a aflatoxinas en paises de Africa, Norte América,
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En Colombia se ha reportado
contaminacion por aflatoxina
B1 en alimentos provenientes
de diferentes zonas del pais.

Latino América, Mediterraneo, Asia y Europa, segun los datos de contaminacion en
alimentos, consumo de alimentos contaminados y prevalencia de la infeccién por
virus de la hepatitis B (24).

En un estudio realizado con muestras de carcinoma hepatocelular remitidas a labo-
ratorios de patologia de Bogota, Medellin y Cali durante el periodo 2000 a 2007, se
encuentra la mutacion R249S por PCR-RFLP y secuenciacién en 10,5 % (4/38) de las
muestras de tejido hepatico embebido en parafina (25). Dos de los casos analizados
en este estudio fueron positivos para R249S e infeccién por VHB simultaneamente.

Estos hallazgos sugieren que la exposicion a aflatoxina BT en Colombia es entre
baja e intermedia. La frecuencia encontrada en dicho estudio es mayor que en el
presente estudio, debido, posiblemente, a que se incluyeron pacientes de varias re-
giones del pais con diferencias en la prevalencia de infeccién por VHB y el nivel de
contaminacién dietaria por aflatoxinas.

Otros estudios demuestran la exposicién a aflatoxina B1 en pacientes con hepato-
patias terminales en México y Brasil. Soini et al. encuentran la mutacién R249S por
secuenciaciénen 18,7 % (3/16) de muestras de tejido hepéatico obtenido de pacientes
mexicanos con diagndstico de carcinoma hepatocelular (26). En Brasil, Carvalho et
al. analizan 33 muestras de pacientes con carcinoma hepatocelular y 43 de pacien-
tes con cirrosis. La mutacion R249S se demostré en 39 % de las muestras por la
técnica de PCR-RFLP y en 14,6 % de las muestras por la técnica de secuenciacion
(27). Nogueira et al. analizan muestras de carcinoma hepatocelular obtenidas de 74
pacientes de la ciudad de Sao Paulo. La mutacién se encontré por PCR-RFLP en el
28 % de las muestras y por secuenciacion en 16,2 %, lo cual sugiere que existe una
contaminacién moderada en Brasil y que la aflatoxina B1 cumple un rol en los casos
de carcinoma hepatocelular en este pais (22).

En Colombia, se ha reportado contaminacion por aflatoxina B1 en alimentos pro-
venientes de diferentes zonas del pais como: Pamplona, Norte de Santander, con
niveles entre 18,42y 71,25 pug/kg en alimentos de consumo infantil comercializados
en la zona (28); ademas, cinco departamentos de la costa Caribe con reportes de
niveles entre 2,4y 12,5 ppb en arroz y maiz colectadas en diferentes fabricas y co-
mercializadoras (29). En el departamento de Amazonas se encontro aflatoxina B1 en
niveles entre 6,4y 458,72 ug/kg en muestras de maiz, arroz y mandioca, recolectadas
en tres comunidades indigenas (30).

Segun la legislacion colombiana el nivel de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 para todos
los cereales y productos a base de cereales, incluidos los productos transformados,
no debe ser mayor de 4 ug/kg y el nivel maximo permitido de aflatoxinas B1, B2, G1
y G2 en maiz para el consumo humano es de 10 ug/kg (31). Sin embargo, para este
ultimo se dispuso que “dicho nivel maximo no es posible en maiz de produccién
nacional dadas algunas condiciones de manejo postcosecha”, por lo cual mediante
la resolucion 02671 de 2014 se aumentaron los limites para el maiz a 20 ug/kg y el
arroz a 10 ug/kg (32).

Una alternativa para controlar la contaminacién dietaria con aflatoxinas es la su-
gerida por Wu et al. quienes demuestran que la prevencién por biocontrol en los
cultivos e intervenciones postcosecha tienen un radio costo-efectivo de 5,10-24,8 y
0,21-2,08, respectivamente (33).
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La exposicion dietaria a afla-
toxinas y la infeccion crénica
por el virus de la hepatitis B
son dos importantes facto-
res de riesgo para el carcino-
ma hepatocelular que deben
preocupar a las autoridades
de salud publica.

La contaminacion dietaria por aflatoxinas es un fenémeno que depende de las con-
diciones ambientales, manejo adecuado, cadena de distribucién y fuente de abaste-
cimiento de alimentos (3). Algunas de estas caracteristicas podrian variar entre los
diferentes estratos socioeconémicos en el pais. Pese a esto, no se pudo observar
una relacion significativa entre la mutacion y el estrato. La falta de significancia en
las diferentes pruebas realizadas puede deberse al limitado tamano de muestra y a
gue en poblaciones con baja exposicidn a aflatoxinas y baja prevalencia de infeccion
por VHB esta mutacion es reparada por escision de nucledtidos (NER) (3,34).

La exposicion dietaria a aflatoxinas y la infeccidn crénica por el virus de la hepatitis
B son dos importantes factores de riesgo para el carcinoma hepatocelular que de-
ben preocupar a las autoridades de salud publica. Sin embargo, la frecuencia de la
mutacion en el coddn 249ser del gen TP53 como marcador de la posible exposicién
previa a aflatoxinas y la posible relacién epidemioldgica con VHB y el CHC ha sido
poco explorada en Colombia.

Teniendo en cuenta los resultados de este estudio y la evidencia de contaminacion
con aflatoxina B1 de alimentos para el consumo humano en Colombia se hace ne-
cesario sugerir inspecciones sanitarias, regulacion de los limites permisibles por la
legislacién del pais y la inclusion en el diagndstico diferencial de carcinoma hepa-
tocelular, dada la heterogeneidad de las condiciones de la poblacién en diferentes
regiones del pals.
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