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RESUMEN

Con el fin de conocer posibles cofactores relacionados con la paraparesia espéstica tropical/HTLV-1
asociados a mielopatia, investigamos la presencia de micotoxinas en 4 pacientes con esta enfermedad
neuroldgica, quienes vivianen el suroccidente Colombiano. Enun paciente con PET/HAM, quicn vivia
enlalocalidad de Guapi, se detecté la micotoxina conocida como deoxinivalenol, Ia cual y hasta donde
conocemos, ésta ¢s la primera ocasiéon en el mundo que se deseribe este halluzgo. Liste hecho podria
explicar no sélo el papel de los cofactores en este proceso de neurodegencracion, sino que ademds, nos
permitiriaentenderlos cuadros clinicamente similares descritos en las mismas dreas endémicas de la PET/
HAM, pero en quicnes no se ha encontrado clase alguna de gérmenes que pucdan explicar dichas
patologias. Conel fin de corroborarestos hallazgos v descartar una asociacion fortuita, se hace necesario
realizar una investigacién similar, en una poblacion mis grande y a la mayor brevedad posible.
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ABSTRACT

We investigated the presence ol mycotoxins in paticnts with tropical spastic paraparesis/ HTLV-I
associated myelopathy. Deoxinivalenol was detected ina patient with HAM/TSP living in Guapi and in
none of the subjects from the control group. So tur we are aware, this is the first time that a mycotoxin is
foundin patients with such pathology. This feature could be helpful to explain notonly the cotactors role

indiseases related with retroviral infections but might also explain the laree amount of si milarscronegative

cases described in those places where these diseases are considered endemics.
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INTRODUCCION

Desde hace aproximadamente 100 afios 'V, un tipo de
mieloneuropatia fue descritoen Jamaicay desde entonces
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cuadros similares han sido descritos en diferentes dreas
del mundo, entre ellos la region suroccidental de la costa
pacifica colombiana ¥, La gran mayoria de estudios
realizados con el fin de aclarar su etiologia han estado
encaminados a la identificacién de un posible agente
infeccioso. Inicialmente. este cuadro se considerd como
una complicacién maldrica y mds tarde una infeccién por
Treponemapallidim'. En 1985 Gessainy col encontraron
que 10de 17 pacientes con paraparesia espdstica tropical
(PET/HAM), en Martinica, posefan anticuerpos contra el
retrovirus HTLV-I1 %1 luego en Japdn, Colombia y otros
lugares se reportaron asociaciones similares . Sin em-
bargo, luego de 15 anos de haberse descubierto los
retrovirus humanos y de la intensa investigacion que se ha
realizado en este campo se ha llegado a la conclusion de
que estos retrovirus no son necesarios ni suficientes para
producir las diferentes enfermedades a las cuales se han
asocindo estos gérmenes. Esto se debe o que no todos los
pacientes portadores desarrollan tales enfermedades y no
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todos los pacientes con dichos trastornos poseen
anticuerpos contraeste retrovirus®. Ademds, este mismo
virus puede llegar a producir desde calvicie hasta diarrea.
pasando por los bien conocidos cuadros de leucemias y
linfomas de células T del adulto ¢,

Debido aestas incongruencias, se acepta actualmente que
debenexistirotros factores, diferentes a los retrovirus, que
parecen jugar un papel fundamental en el establecimiento
de estas enfermedades supuestamente retrovirales. Dentro
de éstos estdn los antigenos de histocompatibilidad
leucocitaria los cuales se crey6 que explicarian la seleccidn
de pacientes susceptibles que llegaban a padecer esta
enfermedad pero este "factor” no se ha hallado
consistentemente en las poblaciones estudiadas®!”. De
tal forma que, dentro de la cadena epidemioldgica del
agente, del huésped y del medio ambiente, ampliamente
conocida, queda atin el medio ambiente por investigar.

Diferentes grupos han insistido que los "factores”
ambientales juegan un papel fundamental en el desarrollo
de las enfermedades asociadas con el HTLV-I
principalmente de la PET/HAM ®7: pero cuil o cudles
factores no han sido adn claramente identificados. Sin
embargo, hace algunos aiios, cuando uno de nosotros
(FELS) estaba investigando y estudiando estos cuadros
clinicos en la zona endémica del Japén noté que habia
ciertos factores climdticos que parecian ir paralelos con la
presenciadeestaenfermedad, allien Japén; y curiosamente,
este patron climdtico se observaba también en Colombia,
principalmente hacia el suroccidente del Pafs (12,

Posteriormente vimos asimismo que habia una estrecha
correlacion entre la distribucion del PET/HAM, los
fenémenos ambientales (ELNINO) y lasdreas de humedad
que acompanan dichos fenémenos climdticos en el
mundo" ¥ Estas coincidencias nos resultaron muy
interesantes porque aclualmente se sabe que la humedad
puede llegaraafectar los productos alimenticios, al permitir
el crecimiento de hongos toxigénicos, los cuales tienen la
capacidad de producir cuadros muy similares a los descritos
en las entidades asociadas a los retrovirus™. Estos
hechos nos llevaron a sugerir que estos cuadros clinicos
de PET/HAM, descritos en dreas con  altos niveles de
humedad, bien podrian corresponder a una
neuromicotoxicosis humana''*'*, Poreste motivo decidinmos
analizar estas substancias en pacientes con cuadros
clinicos compatibles conestaentidad y las cuales han sido
halladas con mayor frecuencia en los diferentes estudios
epidemioldgicos realizados en algunos de los seclores
donde los factores meteorolégicos antes mencionados
son-prevalentes. Los resultados preliminares de dicha
investigacion son el objeto de esta presentacidn.
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MATERIALES Y METODOS

Investigaciones realizadas previamente en Colombia
demostraron que el suroccidente colombiano es un area
endémica para la PET/HAM " y por esto decidimos
regresar alli e iniciar la bisqueda de pacientes en Guapi,
uno de los principales sitios endémicos para esta entidad.,

Debido a las dificultades geogrificas y a la falta de un
registro 'y un censo organizado de la poblacion, fue
necesarioacudiralacomunidad, los médicos y paramédicos
de laregion, quienes nos colaboraron en la ubicacion de
los pacientes, segiin la descripcién del cuadro clinico que
les ofreciamos . Algunos de los posibles pacientes
contactados vivian en el casco «urbano», pero en otros
casos fue necesario realizar travesias por los canos y rios
aledanos alaregionconel findereubicardichos pacientes.
Unodeellos habia fallecido'". Finalmente, 11 casas fueron
ubicadas con puacientes sospechosos de poseer la
enfermedad, habiendo podido obtener muestras de orina
en 4deellos; 2 hombres (42 y 47 anos) tenian PET\HAM,
un hombre (52 afos) tenia neuropatia alcohdlica y una
mujer (48 anos) lenia secuelas de enfermedad cerebrovas-
cular. A cadauno de estos pacientes se les did instrucciones
derecoger minimo 100 cc de orina en un frasco vacio que
habia contenido suero fisioldgico y la cual una vez
recolectada se refrigeré en nevera eléctrica y luego se
transporté de manera refrigerada, en una nevera portitil
via aérea a Bogotd, para la realizacion de dichas pruebas
de laboratorio.

De otrolado, debido a que no conocian los valores normales
de lamicotoxinas en la poblacién colombiana fue necesario
estandarizar las pruebas a desarrollar en una poblacion
control; y lacual debiaser idealmente sin alteracion médica
0 neuroldgica aparente. Cuatro sujetos (2 hombres y 2
Mujeres), con edades entre 25 y 35 aiios, sirvieron como
controles. Se recogieron 100 ce de orina de cada uno de
ellos, la cual fue examinada antes y después de ser
contaminada intencionalmente con cadaunade las toxinas
ainvestigar. Para validar la recuperacidon de los métodos
empleados, fue necesario realizar la estandarizacion de
dichos valores: se evalué la misma en tres ocasiones
diferentes y con tres diferentes voliimenes de orina de S,
25y 100 mililitros de orinarecolectados de cada uno de los
controles.

La extraccion de aflatoxinas se realizo de acuerdo con el
método descritoen 19837 alcual se le adicioné lalimpieza
de la muestra con una columna en fase sélida de Romer
especifica  para aflatoxinas. Las determinaciones se
realizaron por cromatogratia de capa fina de alta presién
(HPTLC) y cromatografialiquidade alta presion (HPLC)?'.
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En dos ocasiones se realizé la extraccion de la toxina de
cada volumen de orina con éter de petréleo en unarelacion
orina: solvente de 1: 10, conel fin de eliminar los lipidos y
los contribuyentes solubles en grasa. Luego, la porcién
acuosa se extrajo con 100 mililitros de cloroformo y
posteriormente serealizd otraextraccién con 100 mililitros
decloroformo y acetonaen relacion 1:1, v/v. Posteriormente
secombinaron las fases orgdnicas, se deshidrataron sobre
sulfato de sodio y anhidro y se filtraron . El volumen del
solvente seevaporé asequedad pararedisolverelextracto
y pasarlo por la columna de purificacién en la fase sélida
de Romer.

Elextractose volvid adisolvertotalmente,en S mililitros de
acetonitrilo/agua en una proporcién de 84/16 y se pasd
poruna columnade mycosep de purificacion de Romer, la
cual permite el paso de las micotoxinas de interés; y que
de acuerdo con su similitud en la polaridad es retenida en
la fase sélida segrin las interferencias preestablecidas por
los fabricantes para dichas toxinas.

El volumen, una vez purificado, se llevé de nuevo a
sequedad y se redisolvio en un volumen de | mililitro de
acetonitrilo, se puso luego en un filtro de millipore de (.45
um, estando el vial limpio para realizar posteriormente el
anilisis por HTPCL y por HPLC.

Elandlisis por HPTLC se realizé sobre placas de silica gel
de 10x 10,seaplicaronluego volimenesde 5y 7 microlitros
y se desarrollaron en cloroformo/acetona en una dilucién
v/v de 96:4 como la fase mévil. Simultineamente se
colocaron en esta misma placa 3 y 5 microlitros de las
diferentes clases de aflatoxinas a investigar como la
aflatoxina B1, B2, G1, G2, y MI. Las aflatoxinas se
visualizaron bajo luz ultravioleta de onda larga por
comparacion de los Rf y de la fluorescencia de cada uno
de los estdndares y muestras antes comentados.

Elandlisis de HPCL se realizé sobre cromatdgrafo Shimadzu
con detector ultravioleta, utilizando una columna Shim-
pack CLC-SILy como mezclade elucién se utilizo tolueno/
acetato de etilo/metanol/dcido férmico en voliimenes de
89:7:2:2 respectivamente.

Laextraccionde nivalenol (NIV) y deoxinivalenol (DON) se
realizé con solventes similares a los utilizados para la
extraccion de allatoxinas y de acuerdo con el método de
Romery Trucken 1987 enlo que respectaalos solventes
de extracciony a la purificacion, el cual se realizd sobre la
columna mycosep. Los extractos de estas micotoxinas se
llevaronasequedady seredisolvieron en 1 mlde cloroformo/
metanol en volimenes de 8: 2 para determinacion por
HPTLC. Seaplicaron volimenesde 5y 7 microlitros sobre

Vol. 24 Np 1-2. 1996

Brindis por coctel neuropatoldgico de virus, toxinas...

unaplaca yde 3,5y 7 de losestandares de 20 microgramos/
microlitrode NIV y de DON. La placa se desarrolld luego
en cloroformo/acetona/propanol en volimenes de 8:1:1;
luegao se secd la placa al aire, se sometio a tratamiento con
cloruro de aluminio mediante inmersion en el reactivo, se
secd de nuevo al aire v se calentd a 120°C por 7 minutos.

Lavisualizaciénde lastoxinas se realizd con luz ultravioleta
de ondalarga. EINIV y el DON aparecen como manchas
fluorescentes azules, conun Rfde 00,5y 0,4 respectivamente.
Lacuantificacidn de las toxinas se realizd inicialmente por
comparacion visual de los estindares y las muestras y por
medio de la lectura densitométrica. Las placas fueron
corridas en solventes de diferente polaridad; se obtuvieron
en todos los casos realizados, respuestas similares de las
diferentes muestras al ser comparadas con los estdndares.

La determinacion de fumonisinas se realizo siguiendo el
métododescrito por Shephard y col 1992-". Lamuestrade
orina se desproteinizé con 100 mililitros de metanol. La
proteina precipitadase separd luego por filtracion, se tomo
una alicuota de Smililitros del tiltrado y se aplicéd sobre la
columna de Romer para fumonisinas. Se lavé la columna
con 8 mililitros de metanol/agua en proporcion de 3/1
seguida por 3 mililitros de metanol. Los solventes de
lavado se descartaron. La fumonisina se diluyo con 10
mililitros de metanol/ dcido acético en una relacion de
99/1. El extracto se llevéd a sequedad en un bano de agua
a60°Cyseredisolviden I mililitro de metanol. Lamuestra
se llevo a determinacion sobre una placa de silica gel de
HPTLC. El solvente de desarrollé para HPTLC fue de
acetonitrilofagua, en una proporcion 85/15.

Después de dicho desarrollo las placas se asperjaron (lo
cual se hace con el objeto de lograr reacciones especificas
de los compuestos con base en  su estructura quimica),
con p- anisaldehido al 0,5% en metanol ficido sulfirico/
-dcido acéticoen volimenes de 85/10/5 respectivamente v
se calentd en estufa a 110° C por 5 minutos,

Los estindares y muestras positivas aparecen con un
color pilrpura rojizo a un Rl de (0,21. Para el andlisis v
confirmacion por HPCL se realizé una derivatizacion con
I ml de buffer borato 0,05 M, y 40 miligramos de
ortofltaldialdehido en metanol y 50 microlitros de
3mercaptenol; laderivatizacion serealizd inmediatamente
antes de la inyeccion al cromatégrafo. La columna que se
utilizo fue unacolumnade fase reversade 15cm x4 mmde
dli, similaralaempleada paralaextraccion de aflatoxinas.
El solvente de elucidn fue metanol y se empled un buffer
de fosfato de sodio 0, 1M. El[Tujo del solvente que se utilizdo
para separar los compuestos sobre la columna de
cromatografia fue de Iml/min.
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RESULTADOS

Larecuperacién de las toxinas con los diferentes métodos
empleados en las orinas de las personas normales fueron
del 81% paralasaflatoxinas y del 75% parael NIV, el DON
y €l 75% para las fumonisinas. De las micotoxinas
investigadas en las orinas de los pacientes de Guapi, se
encontrd la presencia de DON en la orina de uno de los
pacientes con PET/HAM (12 ug%ml). Esta toxina fue
consistentemente hallada, en las diferentes ocasiones en
las que estas micotoxinas fueron analizadas.

DISCUSION

Durante muchos ailos los diferentes estudios clinicos y
epidemioldgicos persistentemente han sefialado que los
factores ambientales son fundamentales parael desarrollo
de estas entidades relacionadas con retrovirus® 1324,
Dentro de éstos estdn la humedad, la falta de refrigeracion
de los alimentos y las costumbres culturales propias de
cadaregién conrespectoalapreparacién de losalimentos,
todolo cual tiene como comiin denominador la fermentacion,
con lasubsecuente produccién de micotoxinas, las cuales
hemos comprobado en este trabajo. El haber encontrado
de maneraclaray consistente lamicotoxina conocida como
DON en un paciente con un cuadro clinico tipico de PET/
HAM es muy interesante y hasta donde sabemos este
hallazgo no habfa sido descrito en ninguna parte del
mundo en esta entidad. Mds adn, el hecho de que estas
micotoxinas y masespecificamente el DON sea la micotoxina
mas prevalente en el surde Japon, donde esta enfermedad
es endémica,es mds coincidencial y hace que nuestros
hallazgos adquieran una mayor importancia clinica y
epidemoldgicay plantea unas bases muy interesantes para
futuros estudios sobre esta entidad®®. El hecho de que
este retrovirus del HTLV- I haya sido considerado como
unode los cofactores importantes para ayudar al desarrollo
clinico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida 2
obliga a continuar estos estudios, los cuales podrian ser
muy utiles paraentender los diferentes fracasos obtenidos
hasta la fecha en la elaboracién de vacunas eficaces para
controlar y erradicar enfermedades retrovirales.

Estas micotoxinas tienen como caracteristica fundamental
la capacidad de producir inmunosupresién y permiten la
accidn oportunista de diferentes clases de gérmenes ',
locualexplicarfa por qué no todos los individuos infectados
con estos retrovirus desarrollan la enfermedad manifiesta
amenos de que posean dicho estado de inmunosupresion
previa, conformando asi un verdadero coctel
neuropatolgico®”. Sin embargo, debido a que estas
toxinas pueden actuartambién independientemente de los
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retrovirus, explicarfa la presencia de los cuadros clinicos
similares a los descritos en pacientes con enfermedades
retrovirales como el PET/HAM y el SIDA, en las zonas
consideradas endémicas para estos gérmenes, pero cuyos
pacientes  han
seronegativos™, Estos cuadros clinicos, relacionados
con los retrovirus y con estos agentes 10xicos como las
micotoxinas, parecen ser muy
fisiopatolégicamente a los diferentes cuadros clinicos de
hepatocarcioma, descritos principalmente en el Continente
Asidtico y en los cuales se ha encontrado una clara
asociacion entre los portadores de los diferentes tipos de
virus de la hepatitis y el grado intoxicacién
micotoxicolégica™. Asi entonces estas toxinas podrian
ser el eslabdn perdido en esta cadena epidemiolégica no
solo de los retrovirus, sino que ademads, llenarian el vacio
que se ha encontrado hasta ahora para explicar
adecuadamente la gran cantidad de pasos observados en
el camino de la neurodegeneracién y carcinogénesis
relacionados con éstos y otros gérmenes de
comportamiento biolégico muy similar™"",

resultado  persistentemente

semejantes

Finalmente si descontamos  las dificultades epidemio-
l6gicas para lograr detectar los pacientes evaluados aqui
debido a las condiciones de la zona geogrifica descrita, se
podria considerar que el ndimero de pacientes es pequefio.
Pero, si lenemos en cuenta que tedricamente nunca se
deben hallar micotoxinasen los humanos, que los primeros
casos reportados de SIDA en humanos fueron 5 pacientes,
y que también la asociacion entre PET/HAM y el HTLYV -
[ fueinicialmente encontradaen 2 casos™ y hoy son miles
los de pacientes diagnosticados en el mundo: los presentes
resultados nos permiten sugerir que por la presencia de
micotoxinas son dignos de ser tenidos muy en cuenta en
proximas investigaciones sobre enfermedades retrovirales
no sélo en Colombia sino en el mundo. Ellas parecen
dirigirnos a una nueva era dentro del campo de las
micotoxicosis asociadas alaneurologia. Untrabajoen que
se investiga la presencia de micotoxinas en una mayor
cantidad de sujetos estd en proceso y éste serd objeto de
una futura publicacion,
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