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RESUMEN

Los tricotecenos son micotoxinas de doble interés para la Sanidad Militar. Por una parte son responsables de intoxicaciones ali-
mentarias, y por otra parte se les relaciona con la denominada “Lluvia Amarilla”, empleada en la Guerra NBQ. La “Lluvia Amarilla”
y los tricotecenos han sido motivo de discusién desde las primeras denuncias sobre su uso en el Sudeste Asitico. En el presente
trabajo se hace una revisién quimico-toxicoldgica de estas micotoxinas y se discuten los diversos estudios e informes que han inten-

tado demostrar su empleo intencionado en la Guerra NBQ.
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INTRODUCCION

Los tricotecenos son metabolitos secundarios de origen fiin-
gico producidos por varias especies de los géneros
Cephalosporium, Cylindrocarpon, Fusarium, Myrothecium,
Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium y Verticimonos-
porium, entre otros. Las intoxicaciones mds frecuentes son debi-
das a toxinas producidas por las especies Fusarium graminea-
rum y Fusarium sporothrichioides que estin ampliamente dis-
tribuidas en cereales como la cebada, el maiz y el trigo (1,2).
Estas dos especies producen los tricotecenos T-2, desoxinivale-
nol (DON) y nivalenol.

Estas micotoxinas se pueden encontrar en alimentos y pien-
sos, dando lugar a intoxicaciones alimentarias en el hombre y
en el ganado (3). Los casos mas conocidos son el moho rojo en
Japén, la Aleukia o ATA (Alimentary Toxic Aleukia) (4) y las
intoxicaciones por satratoxinas H y G, producidas por la espe-
cie Stachybotrys atra. Las toxinas pueden ingerirse directa-
mente en los cereales pero también pueden estar presentes,
aunque en concentraciones no muy elevadas, en la leche (5), en
algunos tejidos animales y en productos obtenidos por fermen-
tacion (6,7).

Se conoce su presencia en la llamada “Lluvia Amarilla”,
empleada en la guerra NBQ. Este término proviene de la des-
cripcidén hecha por tribus H"Mong del Sudeste Asi4tico. Estos
vefan caer particulas relativamente grandes, semejantes a las
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gotas de lluvia, de color amarillo rojizo y que producian un
sonido semejante a la lluvia (8). Este medio de dispersién es
muy eficaz ya que los tricotecenos pueden penetrar en el orga-
nismo no s6lo por ingestién sino por inhalacién (9-13) o con-
tacto directo con la piel (11).

Los tricotecenos mds téxicos son los que tienen estructuras
macrociclicas, y son producidos, fundamentalmente, por espe-
cies de los géneros Cylindrocarpon, Myrothecium y Stachy-
botrys (14,15). Poseen también acci6én antimicrobiana, antiviral,
antifingica e insecticida, de ahi que se estén buscando deriva-
dos en los cuales persistan estas acciones y se eliminen las pro-
piedades téxicas (15).

Desde el afio 1989 se han incrementado los estudios de los
tricotecenos, como se puso de manifiesto en el Seminario
Internacional de Fusarium de 1995. Se han identificado varios
genes de la especie Fusarium sporothrichioides que controlan la
produccién de los tricotecenos (16), y se han aislado muchos
metabolitos iniciales de su ruta sintética. Este tipo de estudios
estd destinado a controlar la contaminacién de alimentos y pien-
$0s con estas toxinas (17,18). Los estudios genéticos se ven difi-
cultados por la falta de un ciclo sexual en el hongo productor,
los problemas que plantea el manejo de la reproduccién asexual
y el pequefio tamafio de los cromosomas, que impide su estudio
mediante técnicas microscépicas. Este iltimo problema se ha
podido solucionar en parte con técnicas basadas en el andlisis
electroforético (19).

QUIMICA DE LOS TRICOTECENOS

Son sesquiterpenos tetraciclicos con un niicleo de 12,13-
epoxi-tricotec-9-eno. Poseen un doble enlace en los carbonos 9
y 10 y un anillo de tres dtomos formado por un dtomo de oxi-
geno y los carbonos en las posiciones 12 y 13. Este grupo epé-
xido tiene una elevada reactividad por la elevada tensién de los
enlaces con dngulos de 60°. Son, por tanto, més reactivos que
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Figura 1. Estructura quimica de los tricotecenos del grupo A,
segiin la clasificacion de Ueno (20).
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Figura 2. Estructura quimica de los tricotecenos del grupo B,
segin la clasificacion de Ueno (20).
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los éteres ordinarios sufriendo reacciones catalizadas por dcidos
y bases.

Se pueden clasificar en funcién de su estructura (20) y en
funcién de su solubilidad (21).

En funcién de su estructura se clasifican en cuatro grupos:

— Grupo A: se caracterizan porque el 4tomo de carbono en
la posicién 8 no tienen un grupo funcional cet6nico, sino un
hidroxilo, un éster o simplemente esta posicién no estd oxidada
(diacetoxiscirpenol (DAS), HT-2 y T-2) (figura 1).

— Grupo B: poseen un carbonilo en la posicién 8 (desoxi-
nivalenol (DON) y nivalenol) (figura 2).

— Grupo C: tienen un segundo anillo epéxido en el cual el
dtomo de oxigeno se encuentra formando un anillo con los éto-
mos de carbono de las posiciones 7 y 8 (crotocina) (figura 3).

— Grupo D: tienen un anillo macrociclico entre los carbo-
nos 4 y 15 (satratoxinas) (figura 4).

Otra clasificacién es la que tiene en cuenta su solubilidad:

— Grupo I: son muy solubles en la mayorfa de disolventes
apréticos, como el cloroformo, acetona y éter dietilico (DAS,
HT-2, T-2 y verrucarol).

— Grupo II: son solubles en disolventes muy polares o en
disolventes préticos, como el metanol y el etanol (DON, fusare-
ron-X, nivalenol y T-2 tetraol).

TOXICOLOGIA

Los tricotecenos mds téxicos son los del grupo D, seguidos
del grupo Ay B. Asi, la LD, (mg/kg) intraperitoneal en raton es
de 1,23 para la satratoxina G, mientras que para el T-2 es de 5,2
(22).

No hay trabajos que hayan conseguido establecer una rela-
cién entre la dosis y los efectos toxicoldgicos de los tricotece-
nos en el hombre. Soldados iranies expuestos a la “Lluvia
Amarilla” fueron estudiados exhaustivamente en varios hospita-
les europeos, pero fue imposible diferenciar los efectos toxico-
16gicos de los tricotecenos de los efectos toxicolégicos de otros
agentes a los que también fueron expuestos. Estos agentes eran
la Iperita (HD), Tabtin (GA) (23,24), y Heyndrickx et al. indi-
can la posible exposicién a un cuarto agente (25).

Figura 3. Estructura quimica de los tricotecenos del grupo C,
segin la clasificacion de Ueno (20).
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Figura 4. Estructura quimica de los tricotecenos del grupo D,
segiin la clasificacién de Ueno (20).
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Las manifestaciones clinicas mds caracteristicas de la into-
xicacién alimentaria por tricotecenos son los vémitos y diarreas
con sangre (26-28), con una mortalidad superior al 10% (27). La
diarrea es el primer sintoma que aparece a las pocas horas de la
ingestién. El vémito es producido por una estimulacién directa
del centro del vémito en el sistema nervioso central (22). Es por
este motivo que el DON se conoce también como vomitoxina.

El T-2 en contacto con la piel produce edema, eritema y
lesiones en las mucosas (26).

Tienen una elevada citotoxicidad por lo que se ven sobre
todo afectados aquellos érganos y tejidos cuyas células se divi-
den més rdpidamente (linfa, tejidos hematopoyéticos, mucosa
intestinal y génadas) (22). La elevada toxicidad sobre las cé&lu-
las de las gldndulas mamarias llevé a que algunos derivados se
estudiasen como antitumorales en el tratamiento del cdncer de
mama (22). Producen también, una importante degeneracién de
la médula ésea (26).

El DON se encuentra dentro de las cuatro toxinas fiingicas
mads estudiadas en bromatologfa (19), y puede aumentar el poder
carcinogenético de otras toxinas como la aflatoxina (29).

Desde 1977 hasta 1981 hubo una elevada incidencia de
muertes subitas en refugiados H'Mong en Estados Unidos, que
fueron achacadas a efectos a largo plazo de los tricotecenos
(30).

El mecanismo de accién no estd atn claro pero se sabe que
inhiben la sintesis del DNA, asf como la sintesis de proteinas
por un bloqueo de los ribosomas y por inhibicién de la enzima
peptidil transferasa (15,26,31). En dosis elevadas el T-2 actia
directamente sobre las membranas celulares (32).

Hay pocos datos sobre la biotransformacién de los tricotece-
nos. Se distribuyen y metabolizan rdpidamente, y después de
tres semanas no se pueden detectar en muestras biolégicas (33).
El T-2 sufre desacetilaciones para dar lugar a metabolitos como
el HT-2 o el neosolaniol, que tienen una toxicidad algo menor.
En animales de experimentacién se han encontrado otros meta-
bolitos como el 3”-hidroxi-T-2 que tiene una toxicidad muy
parecida al T-2 pero una vida media mayor (22).

El hecho de que se metabolicen rdpidamente y se puedan
seguir detectando en personas expuestas a la “Lluvia Amarilla”,
incluso después de varias semanas, hace pensar que la piel
puede actuar como reservorio (24). Mirocha et al. plantean tam-
bién la posible existencia de un ciclo entero-hepético para el T-
2, previa conjugacién con el 4cido glucurénico (34).

PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

Como medida de profilaxis se estudiaron anticuerpos mono-
clonales que eran eficaces in vitro, aunque in vivo esta eficacia
era nula por la inestabilidad del anticuerpo (22,35-37). La ele-
vada toxicidad dérmica hace imprescindible el uso del equipo
de proteccién individual (EPI) siendo también buenos protecto-
res dérmicos mezclas de carbén activo y detergentes (38).

La intoxicacién por tricotecenos no tiene un tratamiento
especifico. Se deben tratar los cuatro sintomas principales:
lesién dérmica, diarrea, vémito vy shock (39).

En el caso de los soldados iranies, expuestos a la “Lluvia
Amarilla” en 1984 y posteriormente trasladados a distintos hos-

pitales europeos, se consiguieron buenos resultados con trata-
mientos basados en las siguientes medidas (23,39-41):

— Aplicacién, sobre las heridas, de toallas empapadas con
soluciones de cloramina-T, durante 2 horas el primer dfa. A con-
tinuacion aplicacién de pomadas de sulfadiazina argéntica.

— Administracién oral de carbén activo (40 g cada 4 horas)
y soluciones de sulfato magnésico como laxante.

— Hemoperfusién con filtros de carbén activo 3 horas/dia
durante siete dias.

— Administracién intravenosa de acetilcisteina (150-300
mg/kg cuatro veces al dia) y vitamina C (1 g tres veces al dfa).

— Profilaxis antibi6tica (debido a la accién inmunosupre-
sora de los tricotecenos).

Tras la ingestion se podria intentar disminuir su absorcién, y
por tanto su toxicidad oral, administrando sustancias que for-
men complejos con los tricotecenos (42). Los inductores enzi-
maticos no serfan de mucha utilidad ya que, como se ha expli-
cado, los metabolitos presentan también una elevada toxicidad.

TECNICAS ANALITICAS DE IDENTIFICACION

Para la determinacién de tricotecenos en sangre, heces y
orina previamente se debe hacer una extraccién y limpieza de Ia
muestra, por ejemplo en columnas XAD-2 (43). La eleccién de
los disolventes para la extraccién dependerd de la solubilidad
del tricoteceno, segin la clasificacién de Pathre et al. (21) y en
funci6n del tipo de muestra que se va a analizar. El “screening”
inicial con cromatografia gaseosa (GC), con columnas tubulares
de silice fundida (FSOT), y detectores de captura electrénica
(ECD) con niquel-63, tiene una elevada sensibilidad (entre 0,02
¥ 2 ppm, en funci6n del tricoteceno) (43-45). Es necesario pre-
viamente derivatizar os tricotecenos empleando heptafluorobu-
tirilimidazol (HBFI), calentando a 60°C durante una hora. Estos
derivados no son estables a temperatura ambiente ni en frio por
lo que el anlisis se debe realizar lo antes posible (43). El prin-
cipal medio para la derivatizacion es el benceno porque no inter-
fiere con el detector de captura electrénica (46).

Esta técnica fue empleada en la determinacién de tricotece-
nos en muestras de sangre, orina y heces de los soldados irani-
es, encontrdndose niveles entre 0,07 y 0,7 ppm de T-2, HT-2,
DAS y nivalenol (40,47). Estas cantidades son muy elevadas y
supondrian, en una intoxicaci6n alimentaria, la ingestién de
hasta 2 mg/kg dia en el caso del T-2. Se realizaron analiticas con
muestras de otros soldados que estuvieron presentes en la
misma zona, con el mismo régimen alimenticio, pero que no
estuvieron expuestos a la “Lluvia Amarilla”, no detectindose
presencia alguna de tricotecenos (47).

Si el resultado es positivo se debe realizar una confirmacion
con un estdndar, bien empleando el mismo extracto derivatiza-
do y analizando mediante GC/ECD, o bien empleando otra por-
cién de la muestra inicial, sin derivatizar, y analizando median-
te cromatografia gaseosa acoplada con espectrometria de masas
(GC/MS) (24). La GC/MS, con fuentes de impacto de electro-
nes y fuentes de ionizacién quimica, se emple6 para la determi-
nacion de tricotecenos en muestras de fluidos bioldgicos, teji-
dos, y muestras de agua y vegetacion recogidas en el Sudeste de
Asia (34).
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Figura 5. Columna MycoSep™ de Romer Labs.

Los tricotecenos se siguieron detectando en muestras de
orina conservadas durante un mes, mientras que en muestras de
sangre s6lo durante una semana (48). Algunas muestras de san-
gre se conservaron a 4°C y se analizaron seis semanas después,
sin que apareciesen picos de tricotecenos en el cromatograma
(47). Los tricotecenos, por tanto, son poco estables en tejidos o
fluidos bioldgicos. No se mejoré esta estabilidad ni siquiera con
agentes conservantes como la azida sédica (24).

Se ha conseguido detectar tricotecenos, mediante GC/MS,
en muestras de terrenos hasta cuatro semanas después de la dis-
persién (49). Son, por lo tanto, relativamente estables y persis-
tentes en el suelo.

E] gobierno de Finlandia encomendé a la Universidad de
Helsinki un programa de investigacién para establecer y estan-
darizar métodos analiticos de identificacién de agentes quimi-
cos de interés militar. Los informes finales inclufan la identifi-
cacién sistemética de siete tricotecenos por métodos de croma-
tograffa de liquidos de alta resolucién (HPLC), cromatografia
en capa fina (TLC), espectroscopia de infrarrojo (IR) y espec-
troscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) de carbono-
12 y de protén (50).

En bromatologfa se dispone de equipos comerciales para el
andlisis de tricotecenos en los alimentos. Las columnas
MycoSep™ #225 y #227 (figura 5) contienen mezclas especia-
les de carbén, especificas para tricotecenos, capaces de eliminar

Figura 6. Mycotest Kif™ de Romer Labs.
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sustancias que puedan interferir en el andlisis posterior. Las téc-
nicas més empleadas son la cromatografia gaseosa acoplada con
espectroscopia de infrarrojo (GC/IR) (51), GC/MS y GC/ECD.
El FluoroQuant™ Kit permite la determinacién de DON en
menos de 30 minutos. También hay equipos para la determina-
cién de mezclas complejas de tricotecenos como el Mycotest
Kit™ (figura 6) que permite cuantificar el 3-acetil DON y el 15-
acetil DON en una misma muestra.

Se estdn comercializando equipos de diagndstico rdpido
basados en técnicas inmunoldgicas (52-56). Es el caso del EZ-
Screen™ de la casa Editek Inc. (para la determinacién del T-2);
y Agri-Screen™ y Veratox™ de Neogen Corporation (para la
determinacién de DON y T-2).

LA “LLUVIA AMARILLA”

Se denunci6 el uso de la “Lluvia Amarilla” a finales de los
afios 60 en Yemen (57); desde 1975 hasta 1980 en Laos y
Kampuchea (58-65); desde 1980 a 1982 por la Unién Soviética
en Afganistan (58-65); y desde 1983 a 1988 por Irak contra Irdn
(26,59,60,65-67). En 1985 se denunci6 su empleo contra la gue-
milla nicaragiiense (61), aunque en este caso la documentacion
ha sido nula.

Los primeros informes sobre el uso de la “Lluvia Amarilla”
los elaboré el gobierno americano en 1980 (68,69), y se basaban
en entrevistas y reconocimientos médicos a miembros de las tri-
bus H'Mong que supuestamente habian sido victimas de la
“Lluvia Amarilla”. El caso mas documentado es el ataque de
Irak en la isla Majnoon en marzo de 1984 (26).

El desarrollo de la “Lluvia Amarilla” se atribuy6 a cientifi-
cos soviéticos dedicados al estudio de los tricotecenos tras la
epidemia de Aleukia en el inviemno de 1943-1944 en Orenburg
(63,70).

Las primeras identificaciones de tricotecenos en la “Lluvia
Amarilla” se producen en Kampuchea, a partir de una muestra
de hojas y tallos (71); y en Afganistdn, en noviembre de 1982,
en una mascara que portaba un soldado soviético muerto en
combate (72).

De forma natural los tricotecenos se producen en cantidades
muy pequefias, pero se podrian obtener concentraciones de g/l
mediante técnicas de ingenierfa genética. La presencia de eleva-
das cantidades de tricotecenos en una zona, dificilmente se
podrfa explicar por procesos naturales. En los casos descritos
Jos sintomas aparecieron rapidamente, lo que hace dudar de una
intoxicacién natural. Si los tricotecenos hubiesen entrado en la
cadena alimenticia el proceso habria sido lento y practicamente
toda la poblacion se habria visto afectada.

Una muestra obtenida en Ban Long Tien en 1981 presenta-
ba 48 ppm de T-2, 42 ppm de DAS y 58 ppm de DON (73).
Estas cantidades son muy elevadas en comparacién con las pro-
ducidas en un hipotético proceso natural en el que los tricotece-
nos se encontrarian en cantidades de unas pocas ppb. Esta mez-
cla es ademds atipica y s6lo seria posible si estuvieran presentes
varias especies de hongos. Otra muestra recogida en Laos en
marzo de 1981 por la American Broadcasting Company (ABC)
contenfa tricotecenos y polietilénglicol, sustancia sintética
fabricada por el hombre (73).
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Algunos autores cuestionan el uso intencionado de los trico-
tecenos y atribuyen las intoxicaciones a una defecacion masiva
de abejas (74-76). Se basan en que tanto el polen transportado
por las abejas como sus heces pueden ser colonizados por hon-
gos productores de tricotecenos (figura 7). Sin embargo, estudios
realizados muestran la dificultad de la produccién de tricotece-
nos en el polen, puesto que se requieren condiciones especiales
como una temperatura constante de 25°C y oscuridad (74).

La Academia de las Ciencias de la Unién Soviética también
present6 ante la ONU una teorfa sobre la “Lluvia Amarilla”. Se
basaba en que el empleo de defoliantes en Vietnam habria alte-
rado la vegetacién, favoreciendo asi el desarrollo de especies
del género Fusarium productoras de tricotecenos. Las esporas
de estos hongos serfan transportadas por el viento hasta Laos y
Kampuchea, siendo responsables de las intoxicaciones (65).

Recientemente UNSCOM (United Nations Special
Commission on Iraq) emiti6 un informe en el que se afirma que
Irak tenia un plan de desarrollo de toxinas, entre las cuales se
encontraban varios tricotecenos (77).

La demostracién definitiva del uso intencionado de la
“Lluvia Amarilla” en los casos descritos no ha sido posible debi-
do a una serie de lagunas existentes en las misiones de verifica-
cién de estos agentes:

1. No se realizaron estudios epidemiolGgicos con rigor.

2. No existen protocolos para la toma y transporte de mues-
tras. En algunos casos las muestras pasaron por muchas manos
antes de llegar al laboratorio. Tampoco se han establecido los
tipos de recipientes més adecuados para el transporte.

3. No existen técnicas estindar de identificacién. Esto
puede llevar a resultados contradictorios por distintos laborato-
rios, a partir de una misma muestra.

4. Los sintomas de la intoxicacién por tricotecenos son poco
especificos, por lo que es dificil hacer un diagnéstico rapido.

5. El hecho de que los tricotecenos sean sustancias de ori-
gen natural dificulta, ain més, la demostracién de su uso inten-
cionado.
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