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RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios del grupo bis-furano-isocumarina
producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Estas micotoxinas suelen
encontrarse en alimentos que forman parte de nuestra dieta diaria, en semillas y
granos tales como el maiz, arroz, soya, centeno, cacahuates, pistaches, nueces
entre otros, que al ser ingeridos afectan a la salud ya que presentan efectos
cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos. Su produccién se da principalmente en
lugares calidos, de alta humedad y de bajos ingresos. La poblacion humana,
particularmente aquella cuya dieta basica incluye granos, esta en riesgo de
exposicion a estas aflatoxinas. México es un gran consumidor de granos y semillas
principalmente maiz, por consiguiente es necesario monitorear y controlar la
contaminacion por aflatoxinas en alimentos de consumo humano, asi como en
aguellos destinados a la alimentacion del ganado. A pesar de contar con numerosos
estudios que abordan la problematica de la presencia de aflatoxinas en maiz y otros
alimentos, existe poca evidencia de estudios realizados sobre la exposicion en
poblacion vulnerable como son los nifios en nuestro pais. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el biomarcador de exposicion a aflatoxina Bz lisina en poblacion
infantil de la comunidades de Tocoy, Xolol y Tanjacjnec, San Antonio S.L.P., para
evaluar el riesgo a la salud. La cuantificaciébn se realiz6 mediante cromatografia
liguida de alta resolucion con detector de fluorescencia, utilizando el aducto
aflatoxina Bi-lisina en suero como biomarcador de exposicion humana. Se recolecté

muestra de sangre de un total de 31 niflos de los cuales el 55% fueron nifias y el
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45% nifos. El promedio de edad fue de 8.9 + 2.1 afos, el peso promedio de 28.8 +
7.62 kg y la talla promedio fue de 129.8+12.7 cm. A patrtir de estos se calculo el IMC
(indice de Masa Corporal) con un promedio de 16.9 + 2.37. Se evalud el peso, la talla
y el IMC de cada nifio para la edad obteniendo que el 13% presento talla baja, el
9.7% sobrepeso y el 6.4% en obesidad. Se obtuvo un 45.2 % de deteccion con una
mediana (minimo-maximo) 5.59 (4.82-6.54) pg de AFB:-lisina/mg de albumina.
Derivado de los resultados de este trabajo, es necesario crear un programa de vigilancia
de exposicion a Aflatoxinas. El biomarcador de exposicion AFB:-lisina es una herramienta
importante para la vigilancia de las AFs y sus efectos sobre la salud, por lo que
adicionalmente a una intervencion estratégica para la prevencion de contaminacion de sus
alimentos promoviendo las buenas practicas agricolas y de almacenamiento en las
comunidades, seria necesario realizar un monitoreo en poblacion vulnerable (nifios y
mujeres) especialmente en zonas rurales, donde se ha observado mayor contaminacion

por estas micotoxinas.
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ABSTRACT

Aflatoxins are secondary metabolites of the bis-furan-isocoumarin group produced by
Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. These mycotoxins are usually found in
foods that are part of our daily diet, in seeds and grains, such as corn, rice, soybeans,
rye, peanuts, pistachios, nuts and others, which have carcinogenic, mutagenic and
teratogenic effects. These toxins are found mainly in warm places with high humidity
and low income. The human population, whose basic diet includes grains, is at
greater risk of exposure to these aflatoxins. Mexico is a large consumer of corn, due
to this fact it is necessary to monitor and control aflatoxin contamination in foods for
human consumption, as well as foods designated for cattle feed. Despite having
many studies that address the problem of the presence of aflatoxins in corn and other
foods, the evidence of studies conducted on exposure in vulnerable population such
as children in our country is scarce. The aim of the present work was to evaluate the
biomarker of exposure to aflatoxin B1l, AFBai-lysine adduct, in children of the
communities of Tocoy, Xolol and Tanjacjnec, San Antonio S.L.P., to assess the
health risks. The quantification was performed by high performance liquid
chromatography with fluorescence detector, using the aflatoxin B1-lysine adduct in
serum as biomarker of human exposure. A blood sample was collected from a total of
31 children of which 55% were girls and 45% boys. The average age, weight and
height were 8.9 = 2.1 years, 28.8 £ 7.62 kg and, 129.8 + 12.7 cm respectively. From
these, the BMI (Body Mass Index) was calculated with an average of 16.9 + 2.37. The

age, weight, height and BMI of each child were obtained, resulting in 13% of short



stature, 9.7% of overweight and 6.4% of obesity. In 45.2% of the children the adduct
was detected, obtaining a median (minimum-maximum) of 5.59 (4.82-6.54) pg of
AFB1-lysine/mg of albumin. Derived from the results of this work, it is necessary to
create an exposure surveillance program of AFs. The AFB1l-lysine exposure
biomarker is an important tool for the surveillance of AFs and their effects on health,
SO in addition to a strategic intervention for the prevention of contamination of food,
the promotion of good agricultural practices and storage in communities, it would be
necessary to conduct a monitoring in children, women and vulnerable animals,
especially in rural areas, where there has been greater contamination by these

mycotoxins.

Key words: Aflatoxins, Aspergillus flavus, carcinogenic, corn, biomarker.
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1. ANTECEDENTES

La seguridad alimentaria existe cuando “todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico, social y econdmico a suficientes alimentos seguros, inocuos Yy
nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a

los alimentos, a fin de llevar una vida activa y sana” (1).

La seguridad alimentaria tiene cuatro componentes: disponibilidad, estabilidad,
utilizacion y acceso. La disponibilidad de alimentos se refiere a la existencia de
cantidades suficientes de alimentos de calidad adecuada, suministrados a traves de
la produccion interna o de importaciones. La estabilidad significa solventar las
situaciones de inseguridad alimentaria. La utilizacion es el uso de los alimentos a
través de una alimentacion adecuada, agua potable, saneamiento y cuidados
sanitarios, para lograr un estado de bienestar nutricional en el que se satisfagan
todas las necesidades fisiolégicas, y el acceso a los alimentos es poder contar con
los recursos adecuados para poder adquirir alimentos apropiados para una
alimentacion nutritiva y producir y vender alimentos para Su consumo Yy

comercializacion (2,3).

La disponibilidad y el acceso de productos agricolas se ve afectada por factores
como el cambio climatico, contaminacién por plaguicidas, organismos genéticamente
modificados, entre otros (4,5) . Estos elementos afectan directamente a través de sus
impactos sobre los rendimientos de los cultivos, sus plagas y enfermedades, la

fertilidad del suelo y las propiedades de retencion de agua provocadas por la
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escasez de los recursos naturales e indirectamente a través de sus impactos en el
crecimiento economico, la distribucion del ingreso y demanda agricola, todo esto
aunado a una dieta insalubre por la utilizacion inadecuada de los alimentos, hacen

que la falta de seguridad alimentaria sea un factor de riesgo para la salud (6,7).

La inocuidad alimentaria se encuentra directamente relacionada con la
dimension utilizacion. La utilizacion de los alimentos se entiende como la forma
en la que el cuerpo aprovecha los nutrientes presentes en los alimentos y esta
en funcion del estado de salud de las personas. La higiene y el saneamiento, la
calidad del agua, las practicas de cuidado de la salud, y la calidad e inocuidad
de los alimentos son elementos que determinan el buen aprovechamiento de
los alimentos por parte del cuerpo. Otros componentes de la utilizacion de los
alimentos son las buenas practicas de salud y alimentacion, la correcta
preparacion de los alimentos, la diversidad de la dieta y la buena distribucién
de los alimentos dentro de los hogares. Si se combinan esos factores con el
buen uso biolégico de los alimentos consumidos, se tendr4a una buena

condicion nutricional de los individuos (8).

1.1. Inocuidad alimentaria
Hace referencia a todos los riesgos, sean cronicos o agudos, que pueden hacer que
los alimentos sean nocivos para la salud del consumidor (5) y busca mediante el

conjunto de medidas, normas o controles, preservar la calidad de los alimentos (9).
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Los alimentos contaminados pueden convertirse en los principales vehiculos de
incorporacion de sustancias dafinas al ser humano, aumentando la morbilidad y
mortalidad a nivel mundial de enfermedades transmisibles y no transmisibles (10).
Por ejemplo, en la regiéon de Africa, cada afio 137,000 personas mueren por riesgos
asociados a alimentos. Las enfermedades diarreicas causadas por Salmonella y
Escherictia coli, son responsables del 70% de los casos, y el 25 % de la muertes son

ocasionados por intoxicacion por cianuro y aflatoxinas (11).

1.1.1. Riesgos alalnocuidad Alimentaria
La contaminacion de alimentos puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena de
distribucion alimentaria y pueden ser riesgos de tipo fisico, quimico y bioldgico

(5,10,12—14).

Los riesgos de contaminacion de los alimentos se dividen en:
e Contaminantes bioldgicos: pueden ser bacterias, hongos, levaduras, virus o
parasitos, que pueden estar ya presentes en la materia prima, 0 incorporarse

después.

e Contaminantes quimicos: pueden ser sustancias toxicas que surgen
naturalmente, o que se incorporan en forma accidental a los mismos. Por ejemplo:
toxinas naturales (provenientes de hongos, plantas, peces o moluscos). Quimicos
afiadidos como residuos de productos (antibidticos, plaguicidas, antiparasitarios,

hormonas, etc.) que se utilizan en el sector agropecuario; productos de limpieza y
16



desinfeccidn utilizados en las industrias y comercios de alimentos y aditivos de la
industria alimentaria incorporados accidentalmente en concentraciones superiores a

limites permisibles, entre otros.

e Contaminantes fisicos: estos pueden ser muy variados en su origen, desde
particulas de tierra, trozos de vidrio, metal, piedras, pelos, plumas, hueso, madera,
plastico, piezas de equipos, etc., que de alguna manera y en un determinado

momento llegan a la materia prima o al alimento, generalmente en forma accidental.

La contaminacion de alimentos es un problema que debe ser considerado en un
ambito de caracter social, tecnolégico, econémico, cultural y politico, por ser un
problema recurrente en los paises en vias de desarrollo, ya que no solo repercuten
en la salud y bienestar de las personas, sino que también tienen consecuencias
econdémicas para individuos, familias, comunidades, empresas y paises, afectando a
las poblaciones mas vulnerables como los lactantes, nifios, mujeres embarazadas

ancianos y enfermos (9,13,15-17).

La inocuidad de los alimentos, la nutricion y la seguridad alimentaria estan
relacionadas. El acceso a alimentos inocuos y nutritivos es fundamental para
mantener y fomentar la salud. Los alimentos insalubres generan enfermedad y
malnutricion. Se estima que por ingerir alimentos contaminados cada afio enferman

en el mundo unos 600 millones de personas y mueren 420,000 (18).
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La malnutricion esta asociada a enfermedades no transmisibles, como la diabetes,
las cardiopatias, disminucion de la respuesta inmune, enfermedades respiratorias,
dafios en el desarrollo fisico y mental, anemia, osteoporosis y cancer (19-21).

La pobreza, la falta de equidad social y de educacion son los mayores obstaculos
para lograr la seguridad alimentaria, aumentando asi la aparicion de ciertas

enfermedades favorecidas por la falta de adopcion de medidas sanitarias (14).

1.2. Enfermedades No Transmisibles (ENT)
Las ENT son también conocidas como enfermedades crénicas, tienden a ser de
larga duracion y resultan de la combinacion de factores genéticos, fisiologicos,

ambientales y conductuales (18).

El 80% de las muertes por ENT se dan en los paises de ingresos bajos y medios, y
se deben a cuatro factores de riesgo como el consumo del tabaco, la inactividad

fisica, el uso nocivo del alcohol y las dietas malsanas (22,23).

La pobreza es un factor de susceptibilidad que pone en mayor riesgo a las personas
de padecer enfermedades no transmisibles causadas por exposiciones ambientales
(24). En este caso investigaremos aquellos asociados con riesgos quimicos que

surgen naturalmente como son las micotoxinas.
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1.3. Micotoxinas
1.3.1.  Definicion
Los mohos son hongos filamentosos que crecen en forma de hifas constituyendo
colonias o micelios, no forman un grupo taxondmico o filogenético, sino que se
engloban en Zigomicetos y Ascomicetos, donde estos ultimos comprenden las

especies de mohos micotoxigénicos mas importantes (25).

La palabra micotoxina se deriva del griego “mykes” que significa hongos y “toksykon”
que significa veneno (26). Son metabolitos fungicos secundarios, formados por una
serie de reacciones consecutivas, catalizadas a partir de intermediarios
bioquimicamente simples del metabolismo primario, bajo condiciones sub-6ptimas y

de estrés (27,28).

1.3.2. Factores que promueven el desarrollo de micotoxinas

Los factores que influyen en la proliferacion del hongo y produccién de micotoxinas son
el contenido de humedad del substrato, la temperatura, el tiempo, el grado de invasion
fungica antes del almacenamiento (27), ademas de los dafios mecanicos y la accion de
agentes bioldgicos tales como insectos, roedores, acaros, aves. Esto aumenta la
susceptibilidad y facilitan la diseminacion, afiadiendo que estos mismos agentes pueden

portar esporas de hongos e introducirlas en los productos afectados (29).

El habitat fundamental de los hongos es el suelo, y sus esporas o conidios y

fragmentos de micelio existentes en el ambiente son aerovagantes, lo cual hace a los
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productos agricolas un sustrato favorable a la contaminacion. Sin embargo, el mayor
problema de contaminacion se presenta en las etapas de postcosecha (recoleccion,
secado, almacenamiento y procesamiento), donde las condiciones para la

proliferacion de hongos sapréfitos suelen ser favorables (26,29,30).

Las micotoxinas representan un peligro latente tanto para la salud humana y animal
ademas causan grandes pérdidas econdémicas en todos los niveles de produccion
(25). Las micotoxinas pueden entrar en la cadena alimenticia de humanos y animales
por contaminacion directa o indirecta, de modo natural en un gran numero de
productos agricolas y como residuos téxicos de los productos de las explotaciones

zootécnicas al ingerir alimento contaminado (leche, huevos, carnes) (28,31,32).

1.3.3.  Principales micotoxinas
Los hongos productores de micotoxinas de mayor importancia pertenecen a tres

géneros: Aspergillus, Penicillium y Fusarium(29).

La FAO estima que un 25% de las cosechas a nivel mundial son afectadas por
micotoxinas (33). Aproximadamente 400 micotoxinas se conocen hasta la fecha con
una gran diversidad estructural (30). Sélo un namero limitado de micotoxinas se
producen frecuentemente en concentraciones significativas en los alimentos. Las
aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, tricotecenos (particularmente el deoxivalenoll)
y zearelonona se consideran mas importantes en la inocuidad de los alimentos y la

salud publica debido a su toxicidad (34).
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1.3.4. Aflatoxinas

Estos compuestos son metabolitos secundarios de origen natural provenientes del
género Aspergillus principalmente por las especies A. flavus y A. parasiticus (35), los
cuales estan considerados como hongos termo-tolerantes y micro-termofilicos. Los
niveles maximos se han presentado en regiones tropicales y semitropicales(28), en
estos sitios el clima favorece el crecimiento de los hongos productores de aflatoxinas

por la alta humedad relativa y temperatura ambiental (36,37).

El crecimiento de estas micotoxinas se ha reportado en paises en vias de desarrollo o
de bajos ingresos, y se les relaciona principalmente con la etapa de almacenamiento
post-cosecha. Adicionalmente por la pobreza no se cuenta con las medidas necesarias
para su conservacion y almacenaje (26,35). Se ha reportado en paises de Asia, Africa
y América Latina, concentraciones elevadas de aflatoxinas en distintos alimentos, tales

como cacahuate, arroz, nueces, cebada, maiz entre otros (36,38—41).

Los cultivos que son frecuentemente afectados por Aspergillus incluyen cereales
(maiz, sorgo, mijo perla, arroz, trigo), oleaginosas (cacahuate, soya, girasol,
algoddn), especias (cilantro, curcuma, jengibre), nueces (almendra, pistache, nuez,
coco, nuez de Brasil), leguminosas (frijoles, lentejas, garbanzos, judias), productos
de origen animal (carne, leche y sus derivados, huevo) (42,43) y también es

frecuente su presencia en piensos para la alimentacion de animales de granja (25).
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1.3.5. Principales aflatoxinas

Las aflatoxinas son un grupo de derivados difuranocumarinicos relacionados
estructuralmente. Se han descrito cerca de 20 tipos de aflatoxinas de las cuales las
mas frecuentes y que ocurren naturalmente en los alimentos son las AFB1, AFB2,
AFGai, y AFG:2 (Figura 1). La clasificacion se debe por su fluorescencia azul en la luz
ultravioleta (B1 y B2), mientras que las aflatoxinas G1 y G2 fluorescen de color amarillo
verdoso (44). Los miembros de la serie azul fluorescente (B) se caracterizan por la
fusion de un anillo de ciclopentenona con el anillo de lactona del resto cumarinico,
mientras que las toxinas fluorescentes verdes (G) contienen un anillo de lactona
condensada (45). Existe una variante de estas que se denomina AFM1y AFM2 que

son metabolitos hidroxilados de las aflatoxinas B1 y B2(35,46).

Otras micotoxinas son AFP1, AFQ1 y AFD éste ultimo derivado del tratamiento de la

AFB1 con amonio y el aflatoxicol (AFL) son hidroxilados producto del metabolismo

animal o microbiano (36).
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Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas.

1.3.5.1. Aflatoxina B1
La AFB1 es la mas frecuente y toxica producida por Aspergillus flavus y A.

parasiticus, normalmente se encuentran en los casos de aflatoxicosis, y es
responsable de la toxicidad aguda y cronica dependiendo de la dosis de ingestion
y el tiempo de exposicion. Se ha reportado efectos relacionados con la

genotoxicidad, carcinogenicidad y teratogenicidad por sus uniones con ADN
23



(28,42,47). La Agencia Internacional de Investigacién del Cancer (IARC por sus
siglas en inglés) ha clasificado a la AFB1 y a la mezcla de estas (B1, B2, G1, G2, y
Mi) dentro del grupo 1A (cancerigeno en humanos) por su relacion con

hepatocarcinoma (48-51).

1.3.5.2. Aflatoxina B2
Producida naturalmente por las cepas toxigénicas Aspergillus flavus y A.

parasiticus, es un compuesto que pertenece a las sustancias quimicas conocidas
como difurano-cumarino-ciclopentenonas. Es similar en estructura a la AFB1
excepto por la saturacion del primer anillo de furano, y es considerada menos

toxica y frecuente en alimentos que la AFB1 (28,36,42).

1.3.5.3. Aflatoxina G1

La AFG1 es un contaminante alimentario producido generalmente por Aspergillus
parasiticus  (36). Pertenece a los compuestos conocidos como
difuranocumarolactonas (42) y se asocia con toxicidad y carcinogenicidad

hepética en poblaciones humanas y animales (29,42,52).

1.3.5.4. Aflatoxina G2

La AFG:2 es una micotoxina producida en bajas cantidades por Aspergillus
parasiticus (29). Pertenece a la familia de la serie difuranocumarolactonas. En su
estructura contiene un anillo delta-valerolactona fusionado al resto del esqueleto
de difuranocumarina. Es similar a la AFG1 excepto por la saturacion del primer

anillo de furano, es menos téxica y frecuente que la AFG1 (28,42).
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1.3.5.5. Aflatoxina M1y M2

La AFM1 y AFM2 son los principales metabolitos hidroxilados que se originan en el
higado de los mamiferos luego del consumo de alimentos contaminados con AFB1
y AFB2, algunos productos de su metabolismo pueden ser excretados por los
fluidos biologicos y considerados como mecanismo de detoxificacion. Tal es el
caso de la aflatoxina M1 (AFM1), secretada en la leche de los mamiferos, cuando
han consumido alimentos contaminados con AFB1 (53). La AFM:1 se excreta en las
48 horas siguientes a la ingestion refleja exposicion aguda y representa entre el 1
a 4% de la AFB: ingerida (29,47,48,54)(48). La cantidad de AFM1 secretada es
proporcional a la cantidad de AFB1 ingerida (42). La tasa de conversion de B:1 a
M1 es de 1% (0.3% a 3%) (46), sus efectos toxicos son similares a los de AFB:1
pero su potencia carcinogénica es 10 veces menor que la AFB:1, siendo la

poblacion infantil la mas expuesta por el periodo de lactancia (34,35,47,51).

1.3.6. Propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas

Las caracteristicas fisicoquimicas de las AFs dependen de su estructura quimica,
son cristales solidos de color que va del blanco al amarillo, sin olor, sin sabor e
incoloros, presentan solubilidad baja en agua (10-30 pug/mL) y solubles en solventes
organicos (metanol, cloroformo, acetona, acetonitrilo y dimetilsulfoxido), cuando las
AFs estan en cloroformo o benceno son estables por afios en refrigeracion y la
oscuridad. Las AFs en solucion son fotosensibles, susceptibles a oxidacion e

hidrolisis alcalina, sensibles a acidos suaves, son termoresistentes y estables en un
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rango de pH de 3 a 10(42,55). En la Tabla 1 se muestran las principales

caracteristicas de las aflatoxinas

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de las Aflatoxinas.

CARACTERISTICA AFB, AFB, AFG, AFG, AFM,
Formula quimica C,;H,04 C,;H.,O4 C;H,0; C,H.O; C,;H,0;
Peso molecular 312.274 314.289 328.273 330.289 328.273
Forma Cristales Cristales Cristales Cristales Cristales
Punto de Fusién (°C) 268-269 287-289 257-259 237-240 299
Punto de Ebullicién
528.2 521.0 612.1 602.5 644.3
(°C £50)
Fluorescencia Azul Azul Verde Verde-azul Azul-Violeta
pKa (4cido) 17.79 17.79 -- -- 11.42
pKa (basico) -4.4 -4.1 -4.4 -4.1 -4.4
Solubilidad (g/L) 0.23 0.39 0.42 0.48 0.99
Absorcién UV (nm) 223, 265, 222,265, 243, 257, 265. 363 226, 265,
(metanol) 362 363 264, 362 ' 357
Log Kow 1.23 1.45 0.50 0.71 --
Densidad (g/cm’) 1.6 15 1.6 1.6 1.7
(42,56,57)

1.3.7. Toxicologiade la AFB1

1.3.7.1. Toxicocinética de la AFB1

La ruta de exposicion a las aflatoxinas es principalmente por ingesta de alimentos

contaminados por aflatoxinas (54,58). Existe exposicion ocupacional a las aflatoxinas
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por ruta inhalatoria, mediante el polvo a través de esporas, esto ocurre durante el
procesamiento y manejo de granos contaminados, en particular la alimentacion

animal (48,59).

Ha sido descrito que en humanos la administracion oral de la AFB1 sigue un modelo
de absorcion y eliminacion bi-compartimental, con una fase de distribucion rapida
seguida de una fase eliminacion lenta. En ratas, la absorcidon intestinal es rapida y

sigue una cinética de primer orden (60,61).

Posterior a la absorcion de AFBi1 ocurre el transporte al higado por via porta y es
bioactivado por citocromo P450 principalmente por las enzimas CYP3A4 y CYP1A2
hacia exo/endo 8-9 epoxido (AFBO), el epoxido resultante forma aductos con

residuos de Guanina del ADN. La biotransformacion se da en dos fases (62,63):

a) Fase |. Las aflatoxinas son absorbidas en el tracto gastrointestinal debido a su
alta liposolubilidad. Cuando las personas ingieren AFB1 esta es llevada via porta
hasta el higado, es metabolizada por la familia de enzimas del citocromo P-450
en los hepatocitos produciendo, mediante reacciones de Oxido-reduccion, hasta
el AFB1 epdxido, el cual se une con el atomo N7 de la guanina, produciendo un
aducto en el ADN y transversiones de guanina a timina. Este abre su anillo de
imidazol y forma una molécula que le confiere mayor estabilidad tanto quimica
como bioldgica. Adicionalmente se pueden formar aductos con la albimina y con

la lisina.
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b) Fase 1l. En esta fase se pretende estabilizar e inactivar el epoxido
(promutagénico) hidrolizandolo y conjugandolo con glutation (GSH) para formar
AF-GSH conjugado que sera posteriormente excretado por la orina como acido

mercapturico.
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Figura 2. Rutas de Biotransformacion de la AFB1(64)

Por otra parte, puede formar aductos unidos a proteinas como albumina los cuales
se encuentran en niveles detectables en suero y sangre entera por lo que son

utilizados como biomarcadores para poder determinar consumo indirecto de AFB:1
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ingerida (29,65). El tiempo de vida media en plasma de AFB1 es de 36.5 minutos, su
volumen de distribucion es de 14% del peso corporal y el aclaramiento renal es de
1.25 L/kg/h. Cerca del 80% de la dosis total de AFB1 consumida es excretado en una
semana; la AFM1 se excreta en las 48 h después de la ingestion y representa entre el

1-4% de la AFB: ingerida (65).

1.3.7.2. Biomarcadores de exposicion a AFB1

La determinacion de AFBa libre refleja exposiciones en las 24-48 h después de la
ingestion, tanto los metabolitos AFP1 y AFM: indican detoxificacion metabolica del
cuerpo cuando son complementados con determinacion de aductos de AFBi-N7-

guanina en orina, estos son marcadores de exposicion reciente.

El biomarcador de AFBi-N7-guanina ha sido utilizado como biomarcador molecular del

dafio provocado por las aflatoxinas y es indicador de cancer hepatico primario y cirrosis (66)

El aducto AFB:-lisina es considerado el biomarcador de eleccion para la evaluacion
de la exposicion cronica a la AFBi. Este aducto se forma como parte de la ruta
metabdlica de biotransformacion de AFBi. Los epoxidos (productos secundarios)
pueden unirse a diferentes proteinas como albumina (albumina en suero se une en
una concentracion mayor del 1-3% de la AFB:1 después de 24 h de haberse ingerido);
asi mismo su tiempo de vida media en sangre es de 20 a 30 dias (67,68). La

cuantificacion de aductos de AFBai-lisina se ha realizado en suero y en muestras de
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sangre entera, donde se cuantifico con el fin de determinar la exposiciéon a AFB1 en

nifos, jovenes y mujeres embarazadas expuestos de manera cronica (44,69-73) .

1.3.7.3. Toxicodinamia de AFB1

Camean et al. (2012) proponen tres formas de intoxicacion por micotoxinas (74):

e Primaria aguda: se produce cuando se consumen concentraciones altas o
moderadas de micotoxinas y causan manifestaciones especificas como
sindrome de enfermedad aguda o muerte.

e Primaria cronica: se presenta cuando se ingieren niveles bajos a moderados
de micotoxinas y son causantes de enfermedades especificas. El efecto mas
grave sucede en el ADN.

e Indirecta: cuando se ingiere concentraciones muy bajas de micotoxinas y

aumentan la sensibilidad a otras enfermedades e infecciones.

Algunas enfermedades relacionadas con la exposicion a AFB1 incluyen hepatitis
toxica y fibrosis hepatica, atrofia del crecimiento en nifios y sindrome de Reye

(higado graso con encefalopatia) (75,76).

La exposicion a altos niveles de aflatoxina produce necrosis aguda, cirrosis, y cancer
de higado, dafio agudo al higado, alteracion en la digestion, en la absorcion o en el
metabolismo de los nutrientes (54,77—81). Asi mismo se conoce que las aflatoxinas

tienen efectos teratogénicos. En animales se ha demostrado que el consumo de
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AFB1 produce anormalidades viscerales como escoliosis, metacarpianos doblados,

defectos cardiacos y microftalmia (82).

Algunos estudios se centraron en la evaluacion de los efectos mutagénicos de AFB:1
sobre los cromosomas humanos, las células tratadas mostraron una alta tasa de

aberraciones principalmente rupturas no aleatorias e intercambios (83,84)

La relacion entre la exposicion a AFB1 y la aparicion de hepatocarcinoma es debido a
mutaciones que ocurren en el codén 249 del gen supresor p53. Esta mutacion se ha
encontrado en el 80% de los casos carcinoma hepatocelular en poblaciones con

exposicion a altas concentraciones de AFB1 (85,86).

Varios estudios han correlacionado el consumo de aflatoxinas con necrosis tubular,
nefrosis y dafio renal, la mayoria de los estudios se han llevado a cabo en ratones,
conejos, gallinas, peces y en lineas celulares de rifidn, demostrando la asociacion de
ERC con el consumo de aflatoxinas. Se ha observado que una alta concentracion de
AFB:1 puede llegar a causar dafios irreversibles; se presentan efectos como aumento
del peso de los especimenes, retencion de agua, espacio urinario aumentado,
alteraciones en los tubulos, adelgazamiento de la membrana glomerular, lipidosis

nefrotubular y necrosis tubular. (77,87-89).

Por otra parte, se ha demostrado que siete enzimas de aflatoxinas

(P450/monooxigenasas) catalizan reacciones que producen especies reactivas de
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oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) como subproductos, por lo que esto podria ser
una fuente de la presencia de ROS intracelulares (90). Existen evidencias experimentales
gue implican ROS como mediadores primarios en la patogénesis del dafio renal producido
por: procesos isquémicos, toxicos y reacciones antigeno anticuerpo. Las ROS producen
lipoperoxidacion de las membranas y organelos celulares especialmente en segmentos
del tibulo proximal, generando dafio de la integridad celular y alteracion de la capacidad
de transporte celular y la produccion de energia. Ademas, existe dafio microvascular
principalmente mediado por citosinas de tipo proinflamatorias y lesiones morfolégicas con

alteracion de la permeabilidad y la hemodinamia glomerular (91,92).

Por otro lado, los estudios en animales mostraron el efecto de la exposicion a las
aflatoxinas en las funciones renales, reducen el co-transporte de fésforo en el epitelio
renal proximal en células de rifion (93), afecta el transporte renal de calcio y fésforo
en aves(94) y decremento la funcion renal durante la eliminacion de los metabolitos
de las aflatoxinas (95). Asimismo, autopsias de rifion de nifios expuestos a

aflatoxinas en Nigeria mostraron cantidades detectables de aflatoxinas (96).

1.3.7.4. Efectos en poblacién infantil

Dentro de los principales efectos en poblacion infantil que presentan la exposicion a
aflatoxinas esta el retraso en el crecimiento, lo que es mas evidente en poblaciones
vulnerables y expuestas a concentraciones altas y/o cronicas de este tipo de toxinas.
Estudios en Africa demostraron que la alta exposicioén a las aflatoxinas durante la

infancia altera el crecimiento y el desarrollo de los nifios, ya que los niveles de aducto
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AFB:-lisina encontrados se asociaron con retraso en el crecimiento en los nifios y
demostraron una clara relacion dosis-respuesta con los puntajes Z de altura para la

edad y peso para la edad (39,69,97).

Con respecto a problemas nutricionales la exposicion aflatoxina B1 se ha asociado al
padecimiento Kwashiorkor. Esta enfermedad presentan caracteristicas clinicas que
van desde un edema leve en un nifio hasta un edema grave, una bioquimica alterada
y funciones inmunologicas deprimidas. Este padecimiento se ha reportado por lo

general en paises tropicales o subtropicales (98-102).

Debido a que las aflatoxinas son potentes inmunosupresores en animales (103), se realizé
un estudio en nifios para verificar si la exposicion a aflatoxinas estaba asociada con un
espectro de pruebas inmunes, segun lo medido por la prueba CMI (Concentracion Minima
Inhibitoria), respuesta a vacunas y el nivel de sIgA (Inmunoglobulina secretora A). Los
datos indicaron que los nifios estaban expuestos a la aflatoxina a traveés de la dieta en
niveles que comprometen el sistema inmune. Se observé asociacion altamente

significativa entre la exposicion a aflatoxinas y la sIgA reducida en saliva (104).

1.3.8. Legislacion de regulacién de niveles de aflatoxinas en alimentos

En materia de regulacién, la Unién Europea establece limites para los cereales y otros
alimentos como la leche, nueces, cacahuates, alimento infantil y especias. En el caso de
cereales en general, el valor limite es de 2.0 ug/ kg para AFB1 y 4.0 ug/ kg de aflatoxinas

totales (105), mientras que para maiz y sus derivados son los reportados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Limites maximos permisibles de Aflatoxinas en productos derivados de maiz

TIPO DE MEXICO UE
PRODUCTO
AFLATOXINA LM pg/kg LM pg/Kg
AFB, Masa, Tortillas de maiz nixtamalizado
+ Tostadas de maiz nixtamalizado 12
AFB, Harinas de maiz nixtamalizado para preparar
tortillas y tostadas
+ 5 ( para
Tortillas de trigo AFB1) y 10
AFG, Tortillas integrales
20
* Harinas para preparar tortillas de trigo
AFG;

Harinas integrales para preparar tortillas

En México se regula el contenido de aflatoxinas a través de las normas NOM-187-
SSA1/SCFI-2002, (Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas
preparadas para su elaboracion y establecimientos donde se procesan.
Especificaciones sanitarias. Informacién comercial. Métodos de prueba); la NOM-
188-SSA1-2002, (Productos y Servicios. Control de aflatoxinas en cereales para
consumo humano y animal. Especificaciones sanitarias) y NOM147-SSA1-1996,
bienes y servicios. Cereales y sus productos. Harinas de cereales, sémolas o
semolinas. Alimentos a base de cereales, de semillas comestibles, harinas, sémolas
o semolinas o0 sus mezclas. Productos de panificacion. Disposiciones Yy
especificaciones sanitarias y nutrimentales. El valor limite establecido por estas

ultimas es de 20 pg/kg de aflatoxinas totales en los cereales arroz, avena, cebada,
34




centeno, maiz, sorgo, trigo y sus derivados. Sin embargo, no existe regulacion o

limites maximos en otros alimentos (106—-108).

1.3.9. Relevancia de contaminacién del maiz por aflatoxinas en México

Las aflatoxinas representan un gran peligro para la salud en México por las

siguientes razones:

a) Mexico tiene uno de los mas altos consumos per capita de maiz en el mundo
(=325 g/dia).

b) Meéxico importa 6 millones de toneladas de maiz por afio (a menudo de dudosa
calidad) a un costo de 550 millones de dolares, representando el 11% del total de
exportaciones norteamericanas;

c) Las condiciones de almacenamiento del maiz en México no se encuentran lo
suficientemente desarrolladas y no existe un monitoreo regular de la
contaminacion por aflatoxinas;

d) No se han formulado leyes que regulen el comercio nacional e internacional de

maiz contaminado con aflatoxinas (109).
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2. JUSTIFICACION

La inocuidad alimentaria es uno de los componentes de la seguridad alimentaria que
necesita de mayor vigilancia debido a los posibles riesgos en salud asociados al
consumo de alimentos contaminados. Las aflatoxinas son compuestos toxicos
generados principalmente por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus.
Contaminan frecuentemente una amplia variedad de alimentos como cereales,
especies, semillas, cacahuates, leche y huevos. La produccion depende del ambiente,
factores tales como humedad, temperaturas calidas, asi como también pobres

practicas de cultivo y almacenamiento favorecen la proliferacion del hongo.

Las aflatoxinas, principalmente la aflatoxina Bi, representa un problema de salud
publica por los efectos toxicos relacionados a su exposicion. Existe evidencia de
alimentos contaminados en paises de Ameérica, Asia y Europa. En México, el maiz es
frecuentemente contaminado por Aspergillus flavus (110). Sin embargo, las
investigaciones se han enfocado en areas urbanas, mientras que las zonas indigenas
podrian presentar mayor riesgo de exposicion debido a que consumen mas productos
derivados del maiz y por la carencia de acceso a infraestructura que les permita

desarrollar buenas practicas de higiene en el almacenamiento del maiz.

A pesar de contar con numerosos estudios que abordan la problematica de la presencia de
aflatoxinas en maiz y otros alimentos, existe poca evidencia de estudios realizados sobre la
exposicion en poblacion vulnerable como los nifios. Los biomarcadores de exposicion

pueden ser una herramienta para prevenir e indicar el riesgo por exposicion a aflatoxinas.
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el riesgo a la salud humana en poblacion infantil indigena expuesta a

aflatoxinas mediante el biomarcador de exposicion AflatoxinaBi-lisina en suero.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar y validar un método analitico para la cuantificacion del aducto
Aflatoxina Bai-lisina en muestras de suero mediante Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion (HPLC) acoplado a detector de fluorescencia.

Evaluar el biomarcador de exposicion Aflatoxina Bai-lisina en suero de

poblacion infantil de las comunidades de Tocoy, Xolol y Tanjacjnec del

municipio de San Antonio, San Luis Potosi.

Aplicar encuestas a poblacidén expuesta para determinar la frecuencia y el tipo

de alimento con riesgo por contaminacion.
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5. METODOLOGIA
5.1. Disefo experimental
La cuantificacion del aducto AFBi-lisina se realizd6 con modificaciones del método

descrito por Sass y colaboradores (2014) (111,112).

5.1.1. Sintesis del aducto AFB1-lisina

El AFB1-8,9-epOxido se preparé oxidando la AFBi. El acido metacloroperbenzdico
(MCPBA) (16 mg, 51 umol) se disolvié en 1 mL de diclorometano y se lavo 4 veces
con buffer de fosfatos (pH 7.4, 4 x 1 mL). La fase acuosa se removié y 0.8 mL de
buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.6) se afiadio a la fase organica. La mezcla se llevo a
0°C y se afiadieron 0.65 mg de AFB:1 disueltos en 1 mL de diclorometano. La
reaccion permanecio en agitacion durante 6 h a 0°C. Pasado este tiempo se retir6 la
fase acuosa, y la organica se disolviéo en 2 mL de diclorometano, se evapord con una
corriente de N2 a 32°C para disminuir el volumen del diclorometano. Posteriormente
se lavo con tiosulfato de sodio 0.5 M (3 x 1 mL); se forma los compuestos de AFB:-
8,9-exo/endo-epdxido (Figura 3). Debido a la inestabilidad del AFBi-epéxido, la
mezcla anterior se sometio a una reaccion con 0.8 mL de buffer de fosfatos (0.1 M,
pH 7.6) para formar AFB:-dialdehido en equilibro con AFBi-diol, los cuales son mas
estables. Después de 20 min de agitacion la solucién se lavé con diclorometano (3 x
0.8 mL) para remover la AFB1 que no reaccion6 (Figura 4). Se reserva 1 mL de
solucion y se posteriormente se agregaron 5 mg de L-lisina disuelta en 0.4 mL de
buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.6), a la fase acuosa que contiene los productos AFB1-

dialdehido y AFBai-diol. La reaccion permanece bajo agitacion durante 24 h para
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finalmente formar el aducto AFB:-lisina (Figura 5). Se evaporé para reducir volumen
a 0.3 mL y se re-suspendio en tiosulfato. Después de este periodo la reaccion se

filtra a través de membranas de PTFE de 0.45 pym y el producto se purifica por medio

de HPLC.

O 0
Epoxidacion
o) 16mg MCPBA
ImLCH Cl
3 2
OCH,3 4x1 mL Buffer fosfatos
AFB1 AFBl—8,9—epéXid0
2mg

Figura 3. Reaccion de Epoxidacion. Sintesis de AFB1-8,9-epoxido.

o o o
| OH _
O
O O
HO
0.8mL Buffer fosfatos diald h,dOCH3
0.1M pH 7.6 AFB,-dialdehido

o

HO
OCHj,

AFB,-8,9-epoxido OCHj,

AFBl-dihidrodioI

Figura 4. Reaccion de sintesis de AFBi-dialdehido y AFB;:-diol.
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Figura 5. Reaccion de formacion del aducto AFB:-lisina.

5.1.2.  Purificacioén de AFBai-lisina

La purificacion de la AFBs-lisina se llevo a cabo en un sistema de HPLC (Agilent
1260) equipado con detector de fluorescencia utilizando una columna de fase reversa
Kinetex C18 (Phenomenex, Torrance, CA), 4.6 x 150 mm, 2.6um de tamafio de
particula. Las muestras y la columna se mantienen a temperatura ambiente. La fase
movil consisten en eluyente A que contiene acido acético al 1% en agua:metanol
(95:5), eluyente B preparado con metanol: 0,1% de acido acético en agua (95:5),
eluyente C compuesto por 100% acetonitrilo. La elucion se lleva a cabo por gradiente
comenzando con 10% eluyente B con un incremento lineal hacia 30% durante 75
min, seguido por una elucion isocratica hasta los 120 min. Durante la corrida
cromatografica el porcentaje de eluyente C permanece constante a 1% y el flujo
permanece constante a 0.4 mL/min para evitar que se incremente la presion de la
columna. El volumen total de aducto se evaporo bajo corriente de N2 a un volumen

de 0.3 mL y se resuspendio en tiosulfato, en un volumen total de 1.5 mL.
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5.1.3.  Analisis por UPLC-MS del aducto AFB:-lisina purificado

La caracterizacion del patron sintetizado se realizdé en un sistema de cromatografia
liquida de ultra alta resoluciéon UPLC-MS-MS Waters Synapt G2 Sl equipado con una
columna BEH C18 (2,2 mm 50 mm, 1,7 mm) y acoplado a un espectrometro de

masas con ionizacion por electrospray (Waters).

La columna se mantiene a 40°C durante el analisis. Se inyectan 10 microlitros de
muestra mantenidas a 10°C. Se realizaron por medio de elucion de gradiente y para
esta se emple6 una fase moévil compuesta de agua (eluyente A) y acetonitrilo
(eluyente B), conteniendo ambos 0.06% de acido formico en acetonitrilo. Partiendo
de 95% de eluyente A, el porcentaje de eluyente B se eleva linealmente hasta el 26%
durante 3.0 min y se mantiene constante durante 4 min (7.0 min). Posteriormente el
eluyente B aumenta hasta 90% durante 1.0 min, seguido por una reduccion hasta 5%
durante 0.2 min, y la columna se reequilibra a las condiciones iniciales durante 0.3

min.

El espectrometro de masas se programa a partir de m/z 280-650, en modo MS/MS
para buscar el ion objetivo de m/z 457.2. Todos los experimentos se llevan a cabo
con ionizacion por electrospray en modo de iones positivos bajo las siguientes

condiciones:
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Tabla 3. Condiciones del espectrometro de masas

PARAMETROS VALORES ‘
Voltaje Capilar 0.75 kV
Temperatura de Fuente 150°C
Temperatura de Desolvatacion 650°C
Flujo de Gas de Desolvatacion 500L/h
Flujo de Gas de Cono 150L/h
Energia de Colision 40V
Voltaje de Cono 30V

5.1.4. Validacion del método analitico

El control de calidad interno y la validacion del método se realizé con base a la Guia
de Validacion de Métodos Analiticos para Determinacion de Compuestos Organicos
en niveles de trazas (113), evaluando los siguientes parametros: limite de deteccion
(LOD) y limite de cuantificacion (LOQ), linealidad (r), sensibilidad (m) y precision

(repetibilidad y reproducibilidad).

Los LOD y LOQ se calcularon utilizando los resultados obtenidos de 7 curvas de
calibracion del aducto AFBai-lisina en un intervalo establecido de concentraciones.

La linealidad expresada por el coeficiente de correlacion (r) y la sensibilidad
determinada por la pendiente de la curva de rango de trabajo resultan de la media y

el intervalo de confianza al 95% de 7 curvas que se registraran durante cinco dias.
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La precision del método se midi6 con base a la repetibilidad y reproducibilidad,
evaluando diferentes concentraciones por triplicado el mismo dia y por duplicado en
cinco dias diferentes.

5.2. Evaluacion de la exposicion a AFB1 en nifios indigena

Los procedimientos que se realizaron a los participantes se consideran de minimo
riesgo y cumplen con los principios éticos para las investigaciones meédicas en seres
humanos, descriptos en la Declaracion de Helsinki (114) y lo dictado por la Norma
Oficial Mexicana que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de
investigacion para la salud en seres humanos (115). A todos los participantes se les
proporcion6 el consentimiento informado (Anexo 1) indicando los riesgos y
beneficios del estudio, en caso de la persona no supiera leer o escribir se le leyo.
Ademas, se les informo6 la posibilidad de abandonar el estudio cuando asi lo
desearan. Las personas involucradas en el estudio declaramos no tener conflicto de

intereses en relaciéon a la realizacion de este estudio.

Se realizé un estudio de tipo analitico, prolectivo. La investigacion se realizo en las
localidades de Tocoy, Xolol y Tanjacjnec que se encuentra en el municipio de San
Antonio en la zona Huasteca en el Estado de San Luis Potosi (Figura 6). El clima
predominante es semicalido humedo con lluvias en verano, presenta una
temperatura media anual de 24.7°C. Es poblacion indigena de etnia Tének, con
grado de marginacion alto. Existen aproximadamente 1061 habitantes en Tocoy con
251 viviendas, 233 habitantes con 69 viviendas en Xolol y 564 habitantes con 125

viviendas en Tanjacjnec (116,117).
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Figura 6. Localizacion de las comunidades en el municipio de San Antonio, S.L.P. (117).

Se aplicaron encuestas a las mamas para documentar el proceso de nixtamalizaciéon
(Anexo 2), asi como frecuencias de consumo (Anexo 3) para identificar habitos
alimenticios de los nifios, enfocado Unicamente a alimentos con riesgo de ser

contaminados con aflatoxinas.

5.2.1. Obtencidon y preparaciéon de la muestra

Se recolectaron muestras de sangre por puncion venosa de 31 nifios de edades
entre 5y 12 afios de la comunidad de Tocoy, Tanjacjnec y Xolol, San Antonio, S.L.P.
en tubos vacutainer de 6 mL sin EDTA, se centrifugaron a 4°C, 3500 rpm durante 3

minutos. El suero resultante se removid y almacend a -80°C hasta su analisis.
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5.2.2. Procesamiento de muestras

5.2.2.1. Extraccion de aducto de AFB1 lisina en muestras de suero

La digestion y el procedimiento de extraccion se realizdé acorde al método descrito por
McCoy et al. (2005). A 500 pL de suero se adicioné 250 pL de una solucion de
Pronasa de 13 mg/mL de PBS a un tubo plastico eppendorf de 1.7 mL, con la finalidad
de separar el aducto de AFB1-lisina de la proteina albumina. Se realizdé una agitacion

suave durante 5 s, y se colocan en un bafio de agua a 37-40°C durante 4-5h(118).

La extraccion en fase soélida (SPE) se llevo a cabo en un cartucho de extraccion
Waters Oasis MAX 1 cc de 30 mg con un colector de vacio. Los cartuchos se activan
con 1.0 mL de MeOH y se equilibran con 1.0 mL de agua desionizada. Las muestras
se cargan posteriormente sobre los cartuchos por goteo sin ejercer presion. Los
cartuchos se lavaron con 1 mL de agua (2X), 1 mL de MeOH al 70%, 1 mL de
hidroxido de amonio al 1 % en MeOH y 0.5mL de MeOH. El aducto AFB:-lisina se
eluyéo con una solucion de acido férmico al 2% en MeOH. Las muestras se
evaporaron hasta sequedad bajo corriente de N2 a 40°C. El extracto se reconstituyo
con 150uL de MeOH al 25% y se agita suavemente. La solucion se transfiere a viales

de HPLC de 300 pL silanizados. (71,118).

5.2.2.2. Andlisis de albimina

Se realiz6 con base al método establecido por Hill y Wells(119). Las lecturas de albumina
de cada muestra de suero fueron proporcionadas por el laboratorio de Anlisis Clinicos de

la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.
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6. RESULTADOS

6.1. Purificacion del Aducto AFBi-lisina

Se llevo a cabo una purificacion en la que se recolectd el aducto en un tiempo de
retencion de 79-81 min (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma de purificacion del aducto AFB:-lisina.

6.2. Identificacion del aducto AFBai-lisina por UPLC-MS
Se determind mediante las condiciones descritas en el punto 5.1.3 y la tabla 3,

detectandose la m/z de 457.2 a los 6.99 min (Figura 7) y su espectro (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma del aducto AFB1-lisina purificado.

48



450 TETE
100+ 4572525 i

51215

4512081
457 1498, s "

weTTy

458 2080

322 8THO 482 22008
I Wose28 |I932907 r
* |

Loz - 456 1148

30 8440 445 9098

324815

4T3

27 1956 I :

3330140 WaTes l’ls 2623

Figura 9. Identificacion del espectro MS/MS del aducto AFB1-lisina purificado.

6.3. Validacion del método
Se analizaron 7 curvas de calibracion por volumen con 5 concentraciones en 5 dias

diferentes. Tres curvas en un dia para evaluar repetibilidad y las otras cuatro
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divididas en dos dias para la reproducibilidad, de este modo calculamos la precision

del método.

La linealidad expresada por el coeficiente de correlaciéon (r> = 0.9998) y la
sensibilidad determinada por la pendiente de la curva de rango de trabajo resultan de

la media de 7 curvas que se registraron durante cinco dias (m = 9.1662 + 0.23).

Los LOD y LOQ se calcularon por el método de blancos, con 5 lecturas del blanco,
localizando las areas al tiempo de retencion del aducto AFBi-lisina y por medio de los
promedios y desviacion estandar se determinaron los limites mas 3 y 10 veces la desviacion

para LOD y LOQ respectivamente (LOD = 201.80 pg/mLy LOQ = 271.08 pg/mL).

6.4. Cuantificacion de AFBa.lisina en muestras de suero

Se recolecté muestra de sangre de un total de 31 nifios de los cuales el 55% fueron
nifas y el 45% nifos. El promedio de edad fue de 8.9 + 2.1 afios, el peso promedio de
28.8 = 7.62 Kg, y una talla promedio de 129.8+12.7 cm. A partir de estos datos se
calculd6 el IMC (indice de Masa Corporal) con un promedio de 16.9 + 2.37.
Comparando con los patrones para el crecimiento infantil de la OMS (2007) se evalu6
el peso, talla e IMC de cada nifio para la edad, Se obtuvo que el 13% de los nifios que
participaron en nuestro estudio presento talla baja, el 9.7% en sobrepeso y el 6.4% en
obesidad (120). Se determind la creatinina sérica donde el valor promedio es de 0.698
+ 0.29 mg/dL, comparado contra los valores de referencia el 9.7% de los nifios registro

una creatinina por arriba y el 6.4% por debajo. Se calculé la Tasa de Filtracién
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Glomerular (TFG) con un promedio de 90.4 + 40.1 mL/min/1.73 m? donde el 9.7%

estuvo por arriba del valor de referencia y el 67.7% por debajo de este (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas generales de la poblacién infantil, zona Tének.

CARACTERISTICA VALOR

N 31
Nifias = 54.8
Nifios = 45.2
Edad § 9+212

Peso (Kg) & 28.8 +7.62

Talla (cm) § 129.8 +12.7
Talla baja = 13.0

IMC (Kg/cm?) § 16.9 £ 2.37
Sobrepeso @ 9.68
Obesidad = 6.45

sCr (mg/dL) & 0.698 + 0.29
sCr>(1) o 25.4
sCr<(1) » 6.4

TFG (mL/min/1.73m?) § 90.4 £40.1
TFG > (2) o 9.7
TEG < (2) @ 67.7
Porcentaje deteccion aducto = 45.2

AFB1-lisina (pg/mg alb) & 5.59 (4.82-6.54)

§ Media aritmética + SD; o Porcentaje. £ Mediana (minimo-méximo) de los valores
detectados. Valor de Referencia. (1) Creatinina sérica (sCr) 0.3-0.9mg/dL, (2) Tasa de

Filtracion Glomerular (TFG) 114.1-116.4 (121,122)

51



Se analizaron 31 muestras de suero de nifios, se obtuvo un 45.2 % de deteccion con
una mediana (minimo-maximo) 5.59 (4.82-6.54) pg/mg de albumina. En la Figura 10
se puede observar el cromatograma de una muestra de suero, detectando la elucién

del aducto en un tiempo de retencion entre 91 minutos.

3
0.35

=]
s

AFBl-Iisina

02+ .'.'|
\\v—f‘\wlll III'-. 5 l

Figura 10. Cromatograma de muestra de suero de nifio de Tocoy.

6.5. Frecuencia de consumo de alimentos

En la Figura 11 se observa que la poblacion infantii consume principalmente
productos lacteos (leche, queso y yogurt), carne (puerco, res, pollo), huevo,
leguminosas (frijol negro y zarabando en temporada y lentejas), oleaginosas
(cacahuates) y cereales como arroz, pan, tortilla de harina, maiz y sus derivados. En
este estudio se evalu6 el maiz, por ser parte importante de la alimentacion de las
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comunidades evaluadas y por ser el alimento que mayormente puede estar
contaminado con aflatoxinas. El maiz se subdividié en productos que comunmente

se elaboran en las comunidades como tortillas, tamales, gorditas, bocoles y atole.
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Figura 11. Consumo de alimentos con riesgo de contaminacion por aflatoxinas de nifios
entre 5y 12 afios

La mayoria de los alimentos que se consumen son comprados, como se puede
observar en la Figura 12, aunque hay alimentos de autoconsumo, un ejemplo son las
semillas de girasol que se obtienen por temporada. En el caso del pan y tortillas de
harina son preparadas con harinas comerciales. Los alimentos de autoconsumo de

origen animal tales como el puerco, pollo y huevo representan al rededor del 6, 12 y

53



20%, respectivamente. Los alimentos derivados del maiz en su mayoria son de

autoconsumo entre el 60 y el 80%.

ALIMENTOS COMPRADOS vs AUTOCONSUMO

= Comprado H Autoconsumo

% DE CONSUMO

ALIMENTOS

Figura 12. Comparacion de alimentos comprados contra alimentos de autoconsumo.

Respecto a la tortilla el 100% de los entrevistados la consumen, el 84% todos los dias de
la semana, el 71% de 2 a 3 veces al dia y el resto de 4 a 5 veces. Asimismo, el 62% de
los nifios consumen de 6 a 10 tortillas al dia y el 21% consumen de 11 a 15 tortillas

principalmente (Figura 13).
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Figura 13. Consumo de tortilla @) por semana, b) por dia, c) ingesta de tortilla al dia

6.6. Encuesta de nixtamalizacion

Se realiz6 un total de 51 encuestas enfocadas a documentar el proceso de
nixtamalizacion que realizan las madres de familia de las poblaciones de Tocoy,
Tanjacjnec y Xolol, obteniendo el siguiente procedimiento comparado con el

procedimiento tradicional (Figura 14).
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Figura 14. Procesos de nixtamalizacion en comunidades indigenas de la Huasteca
Potosina y en el resto del pais

Cerca del 80% de las encuestadas incorporan el agua con la cal y al momento de
hervir se retira del fuego y se agrega el maiz, manteniéndolo cerca del fuego pero sin
realizar ebullicibn del nixtamal, dejando en reposo entre 11 a 15 horas. Se realizan
en promedio 4 enjuagues con agua para eliminar la alcalinidad. EI 20% de las
familias utilizan el nejayote (agua de enjuague) (Figura 15), como alimento para
animales, para hacer nixtamal nuevamente, para elaborar atole amargo de maiz, o

para regar plantas.
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 Reusa agua de Figura 15. Uso de agua de
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Alrededor del 92% de las amas de casa que se entrevistaron utilizan agua de pozo y
agua de la llave para preparar su nixtamal. Ademas el 61% cuenta con molino
manual propio, el 10% molino eléctrico propio y el 29% lleva su nixtamal al molino
comunitario. El 67% de las mujeres encuestadas cultivan su propio maiz una vez al
afio y al no contar con maiz propio lo adquieren principalmente en la tienda de la
comunidad o en la tienda Diconsa representando el 92 % de las encuestadas las que
recurren a esta opcion. Para realizar la nixtamalizacion el 98% utiliza cal (CaO) vy el

93% la realiza en fogon con lefia (Figura 16).
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Figura 16. Materia prima del proceso de nixtamalizacién
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6.7. Almacenamiento

El maiz comprado generalmente esta desgranado y lo mantienen en costales que
permanece por meses (de 5 a 12 meses) directamente en el suelo, en habitaciones
con poca ventilacién, lo que pudiera incrementar el riesgo del crecimiento de hongos

y la apariciéon de insectos (Figura 17).

Figura 17. Forma de almacenamiento del Maiz.

Respecto al maiz cosechado la forma de secado, almacenamiento y conservacion lo
realizan de varias maneras. En la Figura 18 se muestra el maiz dentro de la cocina,

en la parte superior del fogon.
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Figura 18. Maiz con hollin por el humo del fogén.

En la Figura 19 se puede observar otras formas de almacenaje: suspendidos dentro de las

habitaciones, al exterior de sus hogares (techo), o extendidos en el suelo, para secarse.

Figura 19. Formas de almacenamiento y conservacion del maiz.
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6.8. Factor de riesgo adicional detectado

Se identifico otro factor de riesgo asociado al maiz que consumen, se reporta el uso de
un insecticida al que denominan “DDT” o “Pulminol” para evitar plagas por insectos, se
solicitd una muestra que se disolvio en acetona, se filtré y transfirid6 a un vial para
determinar sus componentes por medio de Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas (CG-MS) realizando un barrido en modo SCAN. Los
resultados muestran la presencia de Clorpirifos principalmente y Metil paration, entre

otros de menor abundancia (Figura 20).
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Figura 20. Cromatograma de insecticida utilizado en maiz de consumo.

Se realizé una extraccion sélido-liquido de maiz cosechado por la familia y granos de
maiz comprado, provenientes de la vivienda donde se solicitd la muestra de
insecticida, asi como de otra vivienda que realizaba la misma practica. Se detecto la

presencia de clorpirifos aunque no de metil paration (Figura 21).
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Figura 21. Cromatograma de la extraccién de muestra de maiz con
presencia de clorpirifos



7. DISCUSION

Las aflatoxinas son un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades en poblacion infantil.
La exposicion a estos compuestos ha sido asociada con el retraso en el crecimiento, peso
corporal y restriccion del crecimiento intrauterino (124). El desarrollo del crecimiento del nifio se
ha tratado principalmente como un problema nutricional generalmente asociado a deficiencias
nutricionales con poca cantidad y diversidad de nutrientes que no satisfacen las demandas

dietéticas para el desarrollo de la poblacion infantil (125).

No obstante, los alimentos también pueden estar contaminados por agentes microbiologicos
como bacterias y hongos, toxinas ambientales como las bacterianas, fungicas (micotoxinas),
metales y productos quimicos organicos, que aunado al agua contaminada, la falta de
saneamiento e higiene, dan como resultado el desarrollo de enfermedades transmisibles y no

transmisibles, siendo los nifios los mas afectados (126).

Es importante sefialar que existen pocos estudios en poblacion infantl sobre exposicion a
aflatoxinas. En cuanto a los resultados obtenidos en este estudio de aducto AFB:-lisina, los valores
estan por debajo de los reportados en paises de Africa y sur de Asia. Con respecto a México, un
estudio realizado por Leroy et al. (2018) en comunidades de Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Veracruz y
Puebla se obtuvo un valor promedio de 0.82 + 0.72 pg/mg de albumina (n = 347) (127), los cuales
comparados con los resultados de los nifios en nuestro estudio son hasta 7.9 veces mas bajos
(Tabla 5). Estos datos indican la importancia de vigilar la exposicion a aflatoxinas en estas

comunidades debido a los valores de exposicion encontrados y sus posibles efectos en salud.
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En la poblacion de estudio el 13% de los nifios que participaron presentaron talla baja de acuerdo
con los patrones internacionales de crecimiento infantil (talla para la edad). Segun los datos
obtenidos por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2016 en la evaluacion
del estado nutricio de sobrepeso y obesidad, las prevalencias en localidades rurales en poblacion
escolar (de 5 a 11 afios) fueron de 16.5y 12.5 % respectivamente (128). Con respecto a los nifios

de nuestro estudio, estos porcentajes fueron menores (9.7 y 6.5% respectivamente).

En los datos de los EGOs (Examen General de Orina) no se presentaron valores fuera de los
rangos normales. Por otra parte, los datos de creatinina y TFG podemos observar que el 32 y
77.4% respectivamente se encuentran alterados con base a los rangos de referencia (121),
esto se puede deber a muchas causas, principalmente por mala nutricion ya que se ha
demostrado que los nifios y adultos con malnutricion proteico-energética (PEM-Protein-Energy
Malnutrition) tienen una tasa de filtracion y flujo plasmatico renal disminuidos, asi como una
menor capacidad para concentrar la orina y excretar una carga de acido (129). Las aflatoxinas
han sido implicadas en la patogénesis de la malnutricion proteico-energética (PEM), una
condicion que afecta a mas de 118 millones de los nifios en el mundo en desarrollo (47). Esta
relacionada principalmente en pacientes con kwashiorkor, ya que se ha reportado
concentraciones elevadas de AFs en autopsias de rifion de nifios que murieron por kwashiorkor
(96). Sin embargo, otros estudios también han implicado a las aflatoxinas en la patogénesis de
otros tipos de desnutricion, tales como pérdida del tamario del musculo (emaciacion) y retraso
del crecimiento (47). Tomando en consideracion el principio precautorio, estos valores son
indicativos de riesgo a la salud infantil, por lo que se debe realizar mas estudios para evaluar un

posible dafio renal.
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Tabla 5. Comparacion de concentraciones de AB1-lisina en poblacion infantil en distintos sitios.

ESTUDIO LUGAR EDAD n MEDIA RANGO REFERENCIA
. ~ 116 <5-350
Gambia 3-8 afios 27 5350
Kenya 1-9 afios 30 <5-350
Aflatoxina-albimina en suero de Senegal 2 afios 29 5-100 (1)
diferentes partes del mundo Uganda 1-15 afios 30 <5-50
Francia 6 meses-15 30 <5
afos
Polonia 14-15 14 <6
Aflatoxinas, malaria y Hepatitis B Gambia 3-8 afios 323/394 574 5-720 (130,131)
Aflatoxinas, enzimas hepaticas y Gambia 3-4 afios 117 203 22:250 (132)
virus de la Hepatitis B
Determinantes ambientales y
genéticos de exposicion a Gambia <15 afios 118 66.4 47.6-92.9 (133)
aflatoxinas
444 2.2-459
Hepatitis B y biomarcador de Gambia (Africa A 404 31.6 27.8-36.1
aflatoxina Occidental) 3-4afios 34 449 32.3-62.6 (134)
6 96.9 45.2-207.7
o . . Benin y Togo <3 afios 302 18 15.2:21°3
Exposicion alimentaria y deterioro (Africa 45.6 38.8-53.7 (69)
del crecimiento . -
Occidental) 9m:ﬁs(f: S 4479 328 51064
<1 14 9.5 6.6-14.4
1- 152 21.1 17.9-24.9
£ icion ali ari | rol crft Benin y Togo 2- 136 42.9 35.7-51.7
xposicion alimentaria y el rol critico (Africa 3 101 147 370537 (39)
del destete .
Occidental) 4ab 52 413 31.9534
9 meses-5 248 31.2 27.0-36.0
afios 231 34.8 30.4-39.9
Respuesta inmune tras exposicion a Gambia 5-9 afios 4341466 223 5-456 (104)
Aflatoxinas
Ausencia de la mutacién que genera Guinea (Africa
hepatocarcinoma por exposicion a . 2-5 afios 119/124 9.9 8.8-11.0 (85)
- Occidental)
aflatoxinas.
Exposicion a aflatoxinas en Gtero
causa retraso en el crecimiento a Gambia 16 semanas 13/118 8.7 5-30.2 (72)
bebés
Exposicion a aflatoxinas y Kenia (Africa o 1145  99.7-1314
hepatomegalia Oriental) 6-17afios 249 539.7  463.3-628.7 (139)
123/148 2.8-65.0
Exposicion a aflatoxinas y . 56 43.2 28.7-65.0
fumonisinas Tanzania 12-22 meses 37 19.9 135292 (136,137)
55 3.6 2.8-4.7
Exposicién durante los primeros Bangladesh recién nacidos 63 2741  4.62-76.69 (@)
1000 dias de vida (Sur de Asia) 2 afios 63 1379  3.88-81.44
Exposicion a aflatoxinas y estado de  Guinea (Africa 269/305 12.7 10.9-14.7
micronutrientes Occidental) 10-46 meses 269/288 16.3 14.4-18.5 (138)
Bajos n|ve_Ies_ de aﬂ_atoxmas y Sur de México 8-12 meses 345/347 082 (227)
crecimiento lineal (0.72)
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En el presente estudio identificamos que la ruta de exposicion a aflatoxinas en nifios
es principalmente por ingesta de alimentos. Los resultados de las frecuencias de
consumo muestran que los nifios tienen una dieta poco variada, centrando su dieta
en productos como leche, huevo, queso, frijol, arroz y maiz (principalmente tortilla).
Otra posible fuente de exposicion a aflatoxinas son los alimentos de autoconsumo como el
puerco, pollo y el huevo, derivados de animales de granja que pudieran estar expuestos a

aflatoxinas a través de maiz contaminado que consuman.

Por otra parte, un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion, reportd un
porcentaje de deteccibn mayor en mujeres adultas (83%) (139), con un rango de
concentraciones de 1.08 a 102.6 pg de AFBai-lisina/mg de albimina, haciendo
referencia que la exposicion a aflatoxinas es mayor en mujeres debido a la
manipulacion del maiz ya que ademas de una ruta de ingesta se presenta la ruta
inhalatoria al manejar los cultivos (140). Al analizar los datos obtenidos de la
poblacion infantil identificamos que las nifias de nuestro estudio representan el
64.3% de la poblacion detectada con aflatoxina Bi en suero (45% detectada), este
valor puede ser explicado debido a que las niflas en las comunidades indigenas
apoyan desde etapas tempranas en las labores domeésticas. Este escenario hace
alusién a la inequidad de género en salud existente en estas zonas ya que la mujer
es la encargada de las tareas domésticas dentro de las cuales se encuentra la

manipulacion y elaboracion de alimentos.
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En México, se ha reportado contaminacion de AFs en alimentos de la canasta basica
como productos lacteos y cereales (141,142). En nuestro pais, el maiz esta
frecuentemente contaminado con AFs por Aspergillus flavus (110). Sin embargo, la
investigacion se ha enfocado en areas urbanas, mientras que las poblaciones indigenas
son los mas afectados y presentan mayor riesgo de exposicion ya que su consumo de

tortillas es mayor (143).

Segun Bucio et al. (2001) en el centro de Meéxico, las condiciones ambientales,
particularmente la sequia, parecen ser favorables para el crecimiento del hongo
Aspergillus flavus y la sintesis de aflatoxinas, principalmente en el almacenaje (144,145).
Se han reportado niveles de aflatoxinas de hasta 100 pg/kg en Tamaulipas (143) y en
Monterrey de 5 a 465 ug/kg (146). Segun cifras de la FAO, el 45% del consumo nacional
de calorias proviene de alimentos derivados del maiz. De acuerdo con Cruz Huerta (2007)
México es el principal consumidor de tortilla per carpita en el mundo por nifios y adultos,
pues se estima que es consumida por el 94% de la poblacion, por lo que el volumen de
produccion y consumo es cercano a los 12 millones de toneladas de tortillas al afio (147).
De acuerdo a los datos reportados nuestra zona de estudio cuenta con las
condiciones ambientales ideales para provocar la proliferacion del hongo Aspergillus.
Se reporta un clima semicélido himedo con una temperatura media anual de 24.7°C,

por lo que existe un riesgo de exposicién a aflatoxinas.

Otro punto importante de nuestra investigacion es enfatizar que el proceso de

nixtamalizacion que realizan en la zona de estudio difiere del reportado en la literatura
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como “proceso tradicional de nixtamalizacion” (123,148) y que consiste en mantener el
maiz, agua y cal juntos en ebullicion por 50 minutos aproximadamente, se deja
reposar y posteriormente se enjuaga (149,150). Diferentes investigaciones sefalan
que al modificar las condiciones como cantidad de cal, tiempo de coccién y reposo,
se obtiene una disminucion desde un 61 hasta un 96% en la concentracion de
aflatoxinas (151-153). En la zona de estudio evitan el tiempo de coccién prolongado,
pues la percepcion de las participantes encuestadas es que el nixtamal adquiere una
consistencia “pegajosa”. Este dato indica que no se alcanza la temperatura necesaria
para la inactivacion de las aflatoxinas. Un proceso elaborado por Méndez-Albores et
al. (2004) en el cual el tiempo de coccion es de 10 minutos a 92°C, con 0.3% de CaO
y un tiempo de reposo de 2 horas, se obtiene una disminucion del 61% en la
concentracion de AFB1 indicando que la cantidad de cal y el tiempo de coccion y de
reposo no son los mas adecuados para una mayor eficiencia (151).

En la zona de estudio se ha reportado presencia de aflatoxinas. Zuki-Orozco et al. (2018);
reportaron que el 18% de las tortillas analizadas en el area de Tocoy (154) exceden los
limites permisibles en México de AFs totales (12 ug/Kg) (108) alcanzando un 26% si se
compara con los limites establecidos en la Union Europea (5 pg/ kg) para AFB:1 (105).
Estos datos comprueban que existe presencia de aflatoxinas en la zona y que el proceso
de nixtamalizacién que realizan no representa un método efectivo para disminuir la

concentracion de aflatoxinas.

Dentro de los procesos fisicos (altas temperaturas, radiaciones gamma y UV),

guimicos (tratamientos con cloro, amonio, ozono, sales, &cido, alcalis entre otros) y
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biologicos (agentes de control, enzimas y plantas genéticamente modificadas) que
tienen esta caracteristica detoxificadora (149,155-157), pero podrian modificar las
propiedades organolépticas del maiz y cualquier otro cultivo, asi como sus
propiedades nutricionales, convirtiéndolo en un alimento no apto para consumo
humano, la nixtamalizacion conlleva un proceso quimico denominado hidrdlisis
alcalina en el cual, con el incremento del pH y temperatura el anillo de lactona se
abre provocando una inactivacion de las aflatoxinas (158) y a diferencia de los otros
procesos, la nixtamalizacion modifica las propiedades del maiz de tal manera que lo

vuelve un alimento altamente nutritivo y agradable al paladar.

Se ha hecho alusion a que los productos obtenidos de la hidrélisis tienen un efecto
reversible al estar en contacto con medio acido, que se alcanzaria con los acidos
gastricos del estomago, produciendo nuevamente AFB1 (148,159). Anguiano-
Ruvalcaba y colaboradores (2005), reportan que los remanentes de la
nixtamalizacion al ser ingeridas por pollos no presentaban efectos toxicos, ademas
de que el tratamiento acido muestra una disminuciéon de las aflatoxinas remanentes
no toxicas concluyendo que la nixtamalizacion es un proceso efectivo en la
inactivacion de la AFB1 y Aflatoxicol (153). Méndez-Albores y colaboradores (2004)
reportan una eficiencia en la nixtamalizacién de 93.2% para tortillas y 86% para masa
(151), con base en sus resultados se puede observar que la regeneracion en medio
acido corresponde al 2.3% y 8% en tortillas y masa con respecto de la concentraciéon
inicial, esto representa el 90.9% y 78% de reduccién en la concentracion de

aflatoxinas en tortillas y masa. El hecho de que el proceso de nixtamalizacion haya
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cambiado con los udltimos afios, con respecto del proceso tradicional (segun el
proceso recopilado en tiempos de coccion principalmente), pudiera ser una de las
causas por las que las concentraciones de aflatoxinas en México se ha

incrementado.

Otro factor de riesgo de exposicion a aflatoxinas analizado es el nejayote. En una
muestra analizada se reporto la concentracion 1.88 ug/Kg de AFB1, (dato otorgado
por la Dra. Doralinda Guzman de Pefia del Cinvestav-IPN de Irapuato). De acuerdo a
los resultados obtenidos el 20% de las encuestadas reutiliza el nejayote (agua de
enjuague) lo que incrementa el riesgo de exposicion a aflatoxinas, debido a que la
mayoria de los subproductos de AFB1 permanecen en este fluido (158). Finalmente
el uso de molino compartido también es un riesgo de contaminacién por aflatoxinas
hacia otros productos, ya que si una muestra de nixtamal se encuentra contaminada

puede dejar residuos, mismos que pueden transferirse a otra muestra.

En cuanto a otros factores de riesgo a la salud por el consumo de maiz, se reporta la
presencia hollin, uso de insecticidas para su almacenamiento, falta de higiene en la
utilizacion del maiz y el uso de agua de la llave o de pozo para la nixtamalizacion.
Los resultados indicaron la presencia de clorpirifos, este insecticida es utilizado para
el almacenamiento del maiz para evitar la infestaciébn de gorgojos. Se ha reportado
una gran variedad de efectos en salud humana, desde cambios de conducta o
hébitos de suefios, cambios de humor y efectos en el sistema nervioso y en los

muasculos de las extremidades, mareos, fatiga, nauseas, hasta paralisis,
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convulsiones, desmayos y muerte, dependiendo de la dosis y el tiempo de
exposicion. En el caso de los nifios los efectos cronicos son dafio en el sistema
nervioso, efectos neurolégicos, trastornos del desarrollo psicomotor y trastornos

autoinmunes (160,161).

La zona de estudio del presente trabajo es un reflejo de la poblacion indigena en México,
estas poblaciones son mas vulnerables porque sufren diferencias en salud con respecto
del resto de la sociedad que en general presentan mayor precariedad que en las
poblaciones no indigenas del mismo estrato socioeconémico. Esta diferencia es causada
por las condiciones econdémicas y ambientales, una mayor exposicion a los factores de
riesgo para la salud, el acceso deficiente a los servicios de salud y la malnutricion crénica
(162). En particular, en el area de Tocoy, nuestro grupo ha informado sobre la exposicion
a riesgos ambientales, como la exposicion a pesticidas, compuestos organicos
persistentes, metales, ademas de factores de malnutricion y bajo nivel socioeconémico
(163—-165). Por lo tanto, la poblacion infantil indigena presenta un mayor riesgo de
exposicion a mezclas de contaminantes y por consiguiente a efectos de salud,
particularmente debido a problemas socioculturales porque estdn expuestos a
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) desde una edad muy temprana debido a la
guema de biomasa, aflatoxinas debido al manejo y consumo de alimentos contaminados

entre otros factores.
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8. CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré que el 45% de la poblacion infantil analizada presenta
concentraciones de AFBai-lisina en suero, esto debido a que se encuentran expuestos a
estas micotoxinas presentes en los alimentos. El maiz, es uno de los principales cultivos
gue se ve afectado por estos contaminantes, ya que es un alimento de alto consumo tanto
en estas comunidades como en todo México y forma parte indispensable de nuestra dieta.
Es por esto que su consumo frecuente, mismo que es mayor en zonas rurales se vuelve
un factor de riesgo muy importante que puede ocasionar problemas a la salud en
poblacion vulnerable como son los nifios. Ademas se pudo detectar factores de riesgo
como una alimentacion inadecuada, lo que se ve reflejado en alteraciones en la creatinina
sérica y la TFG, indicativo de riesgo a la salud, por lo que es importante realizar
evaluaciones para prevenir dafio renal. La baja talla encontrada, el sobrepeso y obesidad
también se ven afectados por una mala alimentacion, incrementando la susceptibilidad de

esta poblacion para adquirir alguna enfermedad asociada a condiciones de malnutricion.

Los resultados encontrados muestran que en la zona de estudio existen factores de riesgo
quimicos que la poblacion no logra percibir como dafiinos para su salud, algunos de ellos
son los HAPs y hallin provenientes de la quema de biomasa, a la que estan expuestos
diariamente por el fogén con el que preparan sus alimentos, insecticidas empleados para
mitigar la presencia de gorgojos y hormigas en sus cultivos, asi como las aflatoxinas, las
cuales se pueden presentar en cualquier punto de la cadena de distribucion alimentaria,
desde el campo hasta la mesa. Las fuentes de contaminaciéon estan relacionadas tanto

con factores ambientales como con las condiciones de almacenaje, ya que se encontrd
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gue sus practicas de almacenamiento no son las adecuadas para la conservacion de la
inocuidad del maiz. Ademas por las condiciones ambientales de temperatura y humedad
de la zona es factible la proliferacion del hongo Aspergillus flavus y del cual provienen las
aflatoxinas. Otros factores de riesgo asociados con las condiciones de almacenamiento
son la presencia de insectos, roedores y aves gque dafian los granos haciéndolos mas
susceptibles a la contaminacion, actuando como acarreadores de esporas productoras de
hongos o incluso portadores de algun otro contaminante que pueda presentar un riesgo a

la salud humana.

En este estudio, se documentdé una variacion en el proceso de nixtamalizacion para
elaborar sus tortillas. Es probable que no se lleve a cabo una efectiva inactivacion de
estas micotoxinas, pudiendo estar expuestos a concentraciones mas elevadas de AFB:.
El paso de vital importancia es la ebullicion por un periodo prolongado del maiz con
la cal y el agua para favorecer la reaccion de hidrdlisis alcalina. La nixtamalizacion es
un procedimiento transmitido de generacion en generacion que ayuda a disminuir el
riesgo de exposicion a aflatoxinas por lo que es importante realizar estudios para
conocer la efectividad del proceso de nixtamalizacion que realizan en comunidades
rurales e indigenas y poder sugerir modificaciones benéficas a favor de la salud, de
tal manera que no interfiera con las propiedades organolépticas de los alimentos

elaborados.

Derivado de los resultados de este trabajo, es necesario crear un programa de vigilancia

de exposicion a aflatoxinas. El biomarcador de exposicion AFBi-lisina es una herramienta
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importante para la vigilancia de las AFs y sus efectos sobre la salud, por lo que
adicionalmente a una intervencion estratégica para la prevencion de contaminacion de sus
alimentos promoviendo las buenas practicas agricolas y de almacenamiento en las
comunidades, seria necesario realizar un monitoreo en poblacion vulnerable (nifios y
mujeres) especialmente en zonas rurales, donde se ha observado mayor

contaminacion por estas micotoxinas.
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10.GLOSARIO

ENT
OMS
FAO

FDA

AFB1
AFB2
AFG:
AFG:2
AFM:1
AFM2
AFL

IARC

AFs
EDTA
PBS
MeOH
S

mg

MO

mL
BCP

h

rpm
SPE
MCPBA
HPLC

UPLC-MS

LOD

LOC
m/z

Enfermedades No Transmisibles

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

Food and Drug Administration (Administracion de Alimentos y
Medicamentos)

Aflatoxina B

Aflatoxina B2

Aflatoxina G1

Aflatoxina G2

Aflatoxina M1

Aflatoxina M2

Aflatoxicol

International Agengy for Research on Cancer (Agencia Internacional
para la Investigacion en Cancer

Aflatoxinas

Etilen Diamino Tetra Acético

Phosphate Buffered Saline (Buffer Salino de Fosfatos)
Metanol

segundo

miligramo

microgramo

mililitro

Bromocresol Purple (Purpura de Bromocresol)

hora

revoluciones por minuto

Solid Phase Extraction (Extraccion en Fase Solida)

Meta-cloro Perbenzoic Acid (Acido meta-cloro Perbenzoico)
High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de
Alta Efecacia

Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
(Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion acoplado a
Espectrometria de Masas

Limite de Deteccion

Limite de Cuantificacion

masa/carga
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11.ANEXOS
11.1. ANEXO 1: Carta de Consentimiento Informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
San Luis Potosi S.L.P., a de del 20

Por medio de la presente acepto participar de manera voluntaria en los estudios de investigacion que
llevan por nombre “Huellas quimicas de dafio pulmonar en poblaciones vulnerables expuestas a
hidrocarburos aromaticos policiclicos. Nuevo enfoque para el diagndstico temprano de enfermedades
en ambientes contaminados. Aplicacion de la metabolomica en toxicologia comunitaria”, registrado ante
el comité de ética en investigacion del hospital central con nimero 23-16 y de la Facultad de Medicina
con numero 2015-02.
Se me ha informado que el objetivo de este estudio es buscar sustancias en aire soplado para
identificar posibles enfermedades pulmonares y en muestras de orina y sangre identificar sustancias
asociadas a dafio renal.
Para la realizacion del estudio es necesario:

1. Contestar un cuestionario
Autorizar que me realicen una revision médica.
Realizar un enjuague bucal con 50mL de agua destilada.
Soplar 2 veces en una holsa, 1 litro cada vez.
Recoleccion de sangre en un tubo morado y un tubo rojo.
Proporcionar una muestra de orina (excepto nifios).
Los riesgos de salud son minimos, al soplar puedo llegar a presentar sintomas transitorios como
mareos, dolor de cabeza, falta de aire y nauseas, al momento de la toma de sangre puede causar una
pequefia molestia debido al piquete o un pequefio moreton, esto no implica que no pueda trabajar ni
dafio a su salud.
Reconozco que los Dres. Rogelio Flores Ramirez y Dra. Leticia Carrizales Yafiez se han comprometido
a responder cualquier pregunta y aclarar mis dudas sobre los procedimientos que se llevaran a cabo o
sobre cualquier asunto relacionado con la investigacion, a entregarme los resultados por escrito y
explicarme los valores; asimismo se han comprometido a guardar confidencialidad y privacidad de los
datos obtenidos asi como a proporcionarme la informacion que se obtenga durante el mismo.
Se me ha informado que las muestras de aire, sangre y orina sera manejada y procesada por personal
capacitado del Laboratorio de Quimica Analitica Ambiental del Centro de Investigacion Aplicada en
Ambiente y Salud (CIAAS) de la Coordinacion para la Innovacion y Aplicacion de la Ciencia y la
Tecnologia (CIAyT) de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. En todo momento se empleara
material nuevo y esterilizado.
Entiendo que tengo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que estoy recibiendo.

o oA W
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Los resultados obtenidos se dardn a conocer en eventos académicos y cientificos a nivel nacional e
internacional, ademas de publicar los mismos en revistas cientificas, comprometiéndose los
investigadores a NO dar a conocer mi nombre.

Entiendo que no recibiré ninguna remuneracion econémica al acceder a participar en este estudio. El
proyecto presenta financiamiento por lo gue los gastos de andlisis y evaluaciones médicas serén
cubiertos por el fondo sin que implique ningun gasto econdmico al sujeto participante.

Yo

acepto participar en el estudio.

Con direccion y teléfono:

Firma:
Nombre y firma Nombre y firma
Testigo 1 Testigo 2
Dr. Rogelio Flores Ramirez Dra. Leticia Carrizales Yafiez

Teléfono celular Dr. Rogelio Flores Ramirez 044 44 44 13-15-65
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11.2. ANEXO 2: Encuesta Proceso de Nixtamalizacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
ENCUESTA: PROCESO DE NIXTAMALIZACION

Encuesta No:_____ Fecha:
/ /2017
Nombre de la mama: Edad:
Nombre de los hijos:
Edades:
1.- ¢éEl maiz que consume, usted lo cultiva? Si__ No
éDénde compra su maiz?
a)Tienda de la comunidad b)Tanlajas c)Diconsa d) con un vecino e)Otro
éCual es el precio promedio del maiz?:
2.- éTodo su maiz lo utiliza para elaborar tortillas? Si_____ No__ éQué mas elabora?
a) Tamales b)Bocoles c)Zacahuil d)Enchiladas e)Atole f)Otros
3.- Expliqgue cdmo prepara la masa para hacer las tortillas
Cantidad de maiz (tazas)
Cantidad de agua (tazas)
¢Utiliza ceniza o cal? ¢Qué cantidad? (cdas)
¢Utiliza fogdn o estufa con chimenea para preparar su nixtamal?
Tiempo en el fuego:  a)20 min b)30 min )40 min d)50 min e)mas
éLo deja hervir? si no
¢Qué tipo de agua utiliza para preparar su nixtamal?
a) Agua de pozo b) Agua de botellédn c) Agua de la llave d) Agua de su tinaco e) Re-usa el agua de
nixtamal
éCuanto tiempo lo deja reposar?: a) 1-4horas  b)5-10horas c)11-15horas d)mas
¢Cuantas veces enjuaga? a)l b)2 c)3 d)4 e)mas

¢Le da otro uso al agua del nixtamal? a)Alimento para animales  b)Preparacion de atole ¢)Otro

4.- ¢{Para preparar el maiz de sus tortillas pone a hervir el maiz, agua y la cal juntos?

Si No

5.- éHierve primero el agua con cal, lo retira del fuego y agrega el maiz para dejarlo reposar?
Si No

6.- ¢ Cuenta con molino para preparar la masa de sus tortillas?

Si No

7.- éPara cuantas tortillas le da?
a)l-10 b) 11-20 c)21-30 d)31-40 e)mas de 40

8.- ¢ Cuantas tortillas come usted al dia?
a) Ninguna b)1-5 c)6-10 c) 11-15 d)mas de 15

9.- ¢ Cuantas tortillas comen sus hijos al dia?
a) Ninguna b)1-5 c)6-10 c) 11-15 d)mas de 15
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11.3. ANEXO 3: Frecuencia de Consumo

Encuesta No:

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FRECUENCIA DE CONSUMO

Fecha: / /201__

Nombre del nifio: Edad:
Nombre de la mama: Edad:
Marque con una X las veces que consume el alimento.
FRECUENCIA DE CONSUMO PROCEDENCIA
ALIMENTO Dia de la semana Veces al dia .
Propio Comprado

Nunca | 1 |24 |56 7

1 [ 23|45 6

PRODUCTOS LACTEOS

Leche

Queso

Otros

CARNES, HUEVOS Y EMBUTIDOS

Carne de puerco

Carne de res

Pollo

Huevo

Otros

LEGUMINOSAS

Frijol Negro

Frijol Zarabando

Lenteja

Otros

CEREALES

Arroz

Pan

Harina

Otros

MAIz

Tortilla

Tamales

Gorditas

Zacahuil

Bocoles

Atole

Otros

OLEAGINOSAS

Nuez

Cacahuates

Semillas
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