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Resumen

Las aflatoxinas son metabolitos flngicos secundarios que contaminan fuentes de
alimento como cereales, granos, frutos oleaginosos y especias. Los hongos metabolizan
principalmente cuatro aflatoxinas, de las cuales la aflatoxina B1 (AFB1) es la mas comun
y la mas toxica. La AFBL1 es el carcindgeno hepatico de ocurrencia natural mas potente
gue se conoce en humanos, la exposicién cronica causa carcinoma hepatocelular y la
prevalencia de este es 16 a 32 veces mas alta en paises en vias de desarrollo donde la
presencia de la toxina es mayor que en paises industrializados, es por esto que se hace
necesario monitorizar la exposicion a AFB1 ya que es un importante problema de salud
publica. La aflatoxina M1 (AFM1) es un metabolito hidroxilado de la AFB1 que se elimina
en leche y puede ser utilizado como biomarcador de exposicién a AFBL1. La ingestion de
alimentos contaminados durante la gestacion y la lactancia pueden exponer el feto y el
recién nacido a los efectos adversos de las aflatoxinas durante estas etapas criticas del
desarrollo y crecimiento. Por estas razones, los esfuerzos realizados para determinar
toxinas en leche materna son determinantes para establecer la contribucion de las
aflatoxinas en la salud publica, especialmente en la salud del recién nacido, porque esta

informacion puede servir de dosimetro de exposicion prenatal a estas sustancias.

El objetivo del presente estudio fue determinar los niveles de AFM1 en muestras de leche
materna utilizando una columna de inmunoafinidad y cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) acoplada a un detector de fluorescencia. Para esto fue necesario
realizar primero una validacién intralaboratorio del método 1SO para leche de vaca y
posteriormente se recolectaron 50 muestras de leche de madres lactantes que acudian al
lactario del Hospital de la Misericordia de Bogota, Colombia. Las voluntarias llenaron un
cuestionario dando su consentimiento para la toma y el andlisis de las muestras e
informacion socioecondmica, demogréfica y clinica relevante en el estudio. Para evaluar

las fuentes de exposicion a AFB1 se utiliz6 un cuestionario sobre la alimentacion.



X Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional
descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de la ciudad de Bogota

Se evidencié que el 90% de las muestras analizadas fueron positivas para AFM1 con una
media de 5.2 ng/L y un rango de 0.9 a 185 ng/L. Este estudio demuestra la alta
exposicion de madres y recién nacidos a AFB1 y a AFM1 y destaca la necesidad de
regular mas estrictamente la presencia de estas toxinas en alimento para consumo
humano. Se necesitan mas estudios para determinar la presencia de estas toxinas en
alimento y en fluidos biologicos y para proponer y optimizar estrategias de proteccion y
prevencion de la poblacion en el pais.

Palabras Clave: Aflatoxina B1, Aflatoxina M1, Exposicion, Leche materna

Abstract

Title: Determination of aflatoxin M1 in breast milk as a biomarker of maternal and infant

exposure in Colombia
Authors (first initial, last name): M.P. Sanchez

Institutions: Facultad de Medicina, Departamento de Toxicologia, Universidad Nacional

de Colombia.

Abstract Body: Aflatoxins are secondary fungal metabolites that frequently contaminate
human food supplies. Four different aflatoxins are produced by fungi, being aflatoxin B1
(AFB1) the most common and toxic. AFB1 is considered to be the most potent naturally
occurring liver carcinogen known to humans. Chronic exposure causes hepatocellular
carcinoma with prevalence 16—32 times higher in developing countries compared to first-
world countries. Aflatoxin M1 (AFM1) is a monohydroxylated metabolite from AFB1 that is
secreted in milk and can be used as a biomarker of exposure to AFB1. Ingestion of
contaminated food during pregnancy and lactation may expose the fetus or the newborn
to the deleterious effects of aflatoxins during these critical development and growth
periods. For these reasons, efforts made to measure toxins in breast milk are important
for defining the contribution of these mycotoxins to public health, especially to the health

of the newborn because it might provide a dosimeter of prenatal exposure to these toxins.
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The aim of the present study was to determine AFM1 levels in human breast milk using
immunoaffinity column cleanup with high performance liquid chromatography and
fluorescence detection. An in-house validation of the ISO method used for cow's milk was
performed. Breast milk samples were obtained from 50 nursery mothers chosen from
those attending The Mercy Hospital Foundation located in Bogota, Colombia. Volunteers
filled in a questionnaire giving their consent to analyse their samples as well as details of
their socio-economical, demographical and clinical data. The intake of dietary sources of
aflatoxins was assessed using a food frequency questionnaire.

Close to 90% of the samples tested positive for AFM1 with a median of 5.2 ng/L and a
range of 0.9 to 18.5 ng/L. The present study demonstrates a high exposure of mothers
and neonates to AFB1 and AFM1 in Colombia, and points out the need to regulate the
presence of aflatoxins in human foods. Further research is needed in order to determine
the presence of mycotoxins in foods and biological fluids as well as to device protection

strategies in a country where mycotoxins in human foods are not yet regulated properly.

Keywords: Aflatoxin B1, Aflatoxin M1, Exposure, Breast Milk
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Introduccioén

Una toxina es una sustancia sintetizada por un microorganismo, una planta o un animal,
gue causa efectos adversos en otro organismo (Turner et al., 2009). Las micotoxinas son
metabolitos toxicos secundarios de bajo peso molecular producidos por hongos,
principalmente por los géneros Aspergillus, Penicillium, y Fusarium, aunque constituyen
un grupo toxicologica y quimicamente heterogéneo estan agrupados por su capacidad
para producir enfermedad y muerte en seres humanos y en animales cuando son

consumidas, inhaladas o entran en contacto con la piel (Zain, 2001).

Las micotoxinas entran en la cadena alimenticia debido a que el hongo infecta la planta
durante el periodo de crecimiento cuando esta es mas susceptible y las condiciones
ambientales son favorables, o contamina los alimentos durante la cosecha y después de
esta en las etapas de secado y almacenamiento (CAST, 2003). Adicionalmente, debido a
gue el metabolismo de estas toxinas puede dar como resultado la acumulacién en tejido
y 6rganos, pueden ser ingeridas a través del consumo de alimentos de origen animal
como leche y sus derivados, carne y huevos (Marin et al., 2013). Los principales
productos afectados por la infestacion del hongo son cereales, nueces, frutas secas,
semillas oleaginosas, especias, legumbres, café, cacao y algunas frutas, en especial la
manzana. Las micotoxinas pueden ser encontradas también en productos terminados
que utilicen las materias primas antes mencionadas como por ejemplo en la cerveza y el
vino (Turner et al., 2009) en parte porque son termoestables y resisten el horneado, la

esterilizacion y otros procesos térmicos (Sirot et al., 2013).

Por todo lo anterior y por su impacto negativo en la salud publica, la seguridad
alimentaria y la economia de los paises, especialmente paises en via de desarrollo, las
micotoxinas son consideradas como uno de los contaminantes de alimentos mas

importantes en el mundo y son estrictamente reguladas y monitoreadas.



2 Introduccién

En cuanto a sus implicaciones en salud publica, la exposicibn a micotoxinas puede
producir toxicidad aguda o crénica dependiendo de la concentracion y del tiempo de
exposicion, causando alteraciones a nivel del sistema nervioso central, cardiovascular,
respiratorio, gastrointestinal y en algunos casos la muerte. Las micotoxinas pueden
también ser agentes cancerigenos, mutagénicos, teratégenos e inmunodepresores (FAO,
2003) y su toxicidad depende del tipo de toxina, las aflatoxinas (AFs) por ejemplo, son los
agentes cancerigenos y genotoxicos de ocurrencia natural mas potentes que se conocen
(Squire, 1981).

Las AFs son un grupo de aproximadamente 20 metabolitos fungicos relacionados, sin
embargo solo 4 de ellos son producidos por hogos, las aflatoxinas Bl, B2, G1, y G2
producidas principalmente por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus,
(ILE. Yates, 1985). Estos hongos son mas prevalentes en zonas geogréficas con climas
hamedos como en los paises tropicales y la exposicion por medio de la ingesta en la
dieta es especialmente importante en poblaciones con un alto consumo de cereales

como es el caso de Colombia (Williams et al., 2005).

Existe evidencia epidemiolédgica suficiente que demuestra que el consumo de AFB1
contribuye significativamente con la alta incidencia de cancer hepatico en paises en
desarrollo, esto tiene una gran relevancia debido a que el cancer hepatico es la tercera
causa de muerte por cancer alrededor del mundo y tiene una prevalencia 16 a 32 veces
mas alta en paises no industrializados que en paises desarrollados (World Health
Organization, 2008). El riesgo de padecer cancer hepéatico aumenta aln mas en
pacientes que padecen hepatitis B o C, las aflatoxinas en asociacion con el virus de la
hepatitis C son responsables de miles de muertes al afio, principalmente en paises no
industrializados como Colombia (Pitt, 2000). Investigaciones demuestran que en adicién
a los problemas de salud mencionados, las aflatoxinas pueden causar retardo del
crecimiento en nifios (Gong et al., 2004; Khlangwiset et al., 2011), supresion
inmunoldgica, especialmente en la respuesta inmunol6égica mediada por células (Jiang et
al., 2008) y efectos adversos sobre el sistema reproductivo (Shuaib et al., 2010). El
metabolismo de fase 1 de la AFB1 es llevado a cabo principalmente por miembros de la
super familia de enzimas citocromo P450. Al menos tres metabolitos monohidroxilados
son producidos a partir de la AFB1, llamados aflatoxinas M1 (AFM1), Q1 (AFQ1), y B2a
(AFB2a) (Diaz and Murcia, 2011). La AFM1 puede ser eliminada en la leche, por lo que la
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ingesta de alimentos contaminados durante el embarazo y la lactancia puede exponer al
feto o al recién nacido a los efectos deletéreos de las aflatoxinas durante estos periodos

tan importantes de desarrollo y de crecimiento (Abdulrazzaq et al., 2003).

Debido a su alta toxicidad, se han establecido limites maximos permitidos de AFs en
alimentos en la mayoria de paises en el mundo para prevenir la exposicién; sin embargo,
en Colombia la regulacion existente para este tipo de sustancias no es de obligatorio
cumplimiento y los productores de alimentos no tienen que realizar andlisis para
determinacion de niveles de aflatoxinas antes de comercializar su productos, ya sean
estos materias primas o alimento terminado. Por esta razén es necesario realizar
investigacion sobre exposicion a estas micotoxinas, para obtener una aproximacion
epidemioldgica a este problema de salud publica y la leche materna constituye una matriz
Unica para biomonitorizacion porque, en adicion a que cumple con todos los requisitos

para este uso, también sirve como fuente de alimento (Needham y Wang, 2002).

En consecuencia, los andlisis en leche materna para metabolitos fangicos tienen un gran
interés cientifico, y los esfuerzos realizados para determinar toxinas en leche materna
son importantes para establecer la verdadera contribucién de las aflatoxinas a la salud
publica, especialmente a la salud del recién nacido, ya que sirve como dosimetro de
exposicion prenatal a estas toxinas. Por otra parte, la leche maternal es un espécimen
conveniente para biomonitorizacion porque relativamente grandes volimenes (50-100
mL) pueden ser recolectados de manera no invasiva y es posible hacer un muestreo

adecuado en las poblaciones de interés.

Este tipo de estudio nunca antes realizado en Colombia, tuvo como objetivo determinar
los niveles de AFM1 en muestra de leche materna obtenidas de madres que asistieron al
lactario del Hospital de la Misericordia en el periodo comprendido entre mayo y
noviembre de 2013.
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1.1 Planteamiento del Problema

Los seres humanos estamos permanentemente expuestos a gran cantidad de sustancias
toxicas y esto sucede aun sin que seamos plenamente conscientes de ello. El
desempefio de funciones vitales como la respiracion o la alimentacion son fuentes
potenciales de exposicién a compuestos que pueden tener efectos negativos en la salud
e incluso inducir la aparicion de cancer (Vereb et al., 2011). Mediante la alimentacién por
ejemplo, sustancias altamente toxicas presentes en los alimentos pueden ingresar al
torrente sanguineo tras haber sufrido procesos de digestion y absorcion en el tracto
gastrointestinal y estar virtualmente en contacto con cada tejido del organismo causando

efectos adversos (Sutandyo, 2010).

Ya que el consumo de alimento es indispensable para obtener los nutrientes y la energia
necesarios para vivir, todas las personas deben tener garantizado el acceso a una
alimentaciéon adecuada e inocua. Esto es un derecho plenamente reconocido a nivel
mundial dentro del marco de seguridad alimentaria. Por esta razén el Comité de
Derechos Econ6micos, Sociales y Culturales de las Naciones Unidas (CDESC)
establece: “El derecho a la alimentacion adecuada se ejerce cuando todo hombre, mujer
0 nifio, ya sea solo o en comun con otros, tiene acceso fisico y econémico, en todo
momento, a la alimentacion adecuada o a medios para obtenerla. El contenido basico del
derecho a la alimentacién adecuada comprende (...) la disponibilidad de alimentos en
cantidad y calidad suficientes para satisfacer las necesidades alimentarias de los
individuos, sin sustancias nocivas y aceptables para una cultura determinada” (CFS,
2012). Asi mismo, la Organizacién Mundial del Comercio en el acuerdo de medidas
sanitarias Yy fitosanitarias direccionado a los gobiernos, establece medidas relativas a la
inocuidad de los alimentos y segun reza en el anexo A, estas medidas tienen la finalidad
de: “proteger la vida y la salud de las personas y de los animales en el territorio de los
paises miembros, de los riesgos resultantes de la presencia de aditivos, contaminantes,
toxinas u organismos patégenos en los productos alimenticios, las bebidas o los piensos”

(OMC, 2005). Finalmente, la FAO en su marco programatico de FAO Colombia ha
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priorizado cuatro areas de cooperacion técnica para los proximos 10 afios entre los que

se encuentra la sanidad agropecuaria e inocuidad de alimentos (Zavala, 2013).

Como puede evidenciarse, constituye un deber de los gobiernos y de la sociedad en
general garantizar a todos los ciudadanos el acceso a alimentos inocuos, que
contribuyan de forma integral con la satisfaccion de sus necesidades, con el
mejoramiento de la calidad de vida y con el mantenimiento de buenas condiciones de
salud. El estado colombiano, como estado miembro fundador de la Organizacion de las
Naciones Unidas, junto con todos los entes que componen la sociedad estan en la

obligacién de garantizar este derecho a todos los colombianos.

1.1.1 Reglamentacion

Como parte de los esfuerzos internacionales para garantizar la inocuidad y la seguridad
alimentaria, en 1943 se reunieron representantes de los gobiernos de 44 paises quienes
se comprometen a fundar una organizacion dedicada a la alimentacion y a la agricultura.
Es asi como en 1945 se establece la Organizacion de las Naciones Unidas para la
alimentacién y la agricultura (FAO) (FAO, 2014). Posteriormente, en 1962 se constituye
la comision mixta del Cédex Alimentarius, un programa conjunto de la FAO y la
Organizacion Mundial de la salud (OMS), cuyos objetivos principales son la proteccion de
la salud de los consumidores, asegurar unas practicas de comercio claras y promocionar
la coordinacion de todas las normas alimentarias acordadas por las organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales para garantizar alimentos inocuos a todas las
personas en cualquier lugar (Codex Alimentarius, 2014). Consecutivamente, en 1974 se
crea el Comité de Seguridad Alimentaria Mundial, 6rgano intergubernamental destinado a
proporcionar apoyo al sistema de las Naciones Unidas en todo lo relacionado a politicas
de seguridad alimentaria, que incluyen la produccién de alimentos y el acceso fisico y
economico a los mismos (CFS, 2014). Entre los mdultiples aportes que estas entidades
realizan en materia de reglamentacion se encuentran la elaboracion de documentos, de
normas, de codigos y directrices de practicas alimentarias internacionales que se
convierten en referentes obligados y que deben ser seguidos por los paises miembros de
la Organizacion Mundial del Comercio entre los que se encuentra Colombia, esto dentro
del marco de los acuerdos sobre Obstaculos Técnicos al Comercio y sobre Aplicacion de
Medidas Sanitarias y Fitosanitarias (Min CIT, 2007).
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Los cdédigos emitidos por la comision mixta FAO/OMS del Codex Alimentarius son un
punto de referencia mundial para los consumidores, los productores de alimentos, los
organismos nacionales de control de los alimentos y el comercio alimentario
internacional. En el marco del codex, unas de las sustancias mas estrictamente
reglamentadas son las aflatoxinas (AFs), que son metabolitos fungicos producidos por los
hongos en diferentes sustratos, pero que generalmente ocurren en granos y cereales
comunmente utilizados en nutricibn humana y animal. Son estrictamente monitoreadas a
nivel internacional porque son el grupo de micotoxinas mas toxico que se conoce, siendo
la mas toxica de estas la aflatoxina B1, que es cancerigena, es uno de los agentes
causantes de cancer de higado mas potentes que se conocen y el consumo de alimentos
contaminados con esta micotoxina se considera un importante problema de salud
publica, especialmente en paises no industrializados (IARC, 1993). Por todo lo anterior,
se han realizado grandes y constantes esfuerzos a nivel mundial para combatir la
contaminacién de alimentos con AFs dentro del marco de inocuidad y seguridad
alimentaria. Estos esfuerzos incluyen la colaboracion internacional de entidades y
agencias intergubernamentales como las anteriormente mencionadas, de la industria de
alimentos y de grupos de investigacion provenientes de la academia (Kensley et al.,
2010).

En el ambito nacional, la responsabilidad sobre la elaboracion, vigilancia y cumplimiento
de la reglamentacion en seguridad alimentaria recae sobre el Instituto Nacional de
Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), el Instituto Nacional de Salud (INS), el
Ministerio de Salud y Proteccién Social, el Ministerio de Comercio, Industria y Turismo, el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
(MADR), el Comité Nacional del Codex Alimentarius (CNCA), el subcomité del codex de
contaminantes de los alimentos (CCCF) y el Observatorio de Seguridad Alimentaria y
Nutricional (OSAN). Se han establecido adicionalmente unos niveles maximos permitidos
de AFs en los alimentos, que estan consignados en las normas técnicas colombianas
elaboradas por el Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion ICONTEC
(NTC 3581, 2006). Sin embargo, estos niveles son una recomendacion y no son de
obligatorio cumplimiento, lo que hace que Colombia sea un pais mucho mas permisivo en
comparacion con otros paises, tanto en los valores maximos tolerables en alimentos
como en la implementacion y el cumplimiento de los mismos. El que la reglamentacion

contenida en las normas técnicas colombianas sea una recomendacion, constituye una
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grieta en la legislacion y va en contra de los esfuerzos que se han desarrollado en el
mundo para el control de la ocurrencia de AFs en alimentos, esfuerzos destinados a
proteger la vida y la salud de las personas mediante el control de la exposicién a estas

sustancia a través de la alimentacion.

1.1.2 Salud Publica

Segun la OMS en el reporte sobre carga mundial de morbilidad, el cancer de higado es
una de las tres primeras causas de muerte por cancer en el mundo, el tipo histolégico de
cancer mas comun es el carcinoma hepatocelular (CHC) que tiene una prevalencia del
80 al 90% (OMS, 2008). De acuerdo a las estadisticas reportadas en “The Global Cancer
Atlas” (GLOBOCAN), el cancer de higado presenta una incidencia de 5.6% con 782.451
nuevos casos al afio y tiene una alta mortalidad, siendo la segunda causa de muerte por
cancer a nivel mundial después del cancer de pulmén, por lo que el cancer de higado se
considera como una patologia comun y letal (Ferlay et al., 2012).

La exposicién cronica a AFs mediante el consumo de alimentos contaminados es un
factor de riesgo significativo para la aparicion de cancer hepéatico, ya que estas toxinas
son mutagénicas y cancerigenas en humanos. Se ha evidenciado que existe una
mutacion especifica del gen TP53 en pacientes con CHC provenientes de areas
geograficas con alta incidencia de AFs (Wild y Torner, 2002). Datos obtenidos de
evaluaciones de riesgo estiman que del total de casos nuevos de CHC que se presentan
al afio 25,200 a 155,000 pueden ser inducidos por el consumo de AFs y se destaca el
caso especifico de México, en donde la exposicion a AFs es un factor de riesgo
significativo para la aparicion de CHC con un estimado de 152-924 casos de CHC al afio
por cada 100,000 habitantes (Liu y Wu, 2010). De acuerdo con la base de datos de la
Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) para mutaciones del gen
TP53, en los casos de CHC se encuentran mutaciones en el 31.4% de los casos y la mas
comun es en el codén 249, mutacidn que se asocia con la exposicion a AFB1 (Petitjiean
et al., 2007). Un estudio realizado para determinar la prevalencia de biomarcadores para
factores de riesgo en una serie de casos de CHC provenientes de Colombia, se
evidencié que la mutacion en el gen TP53 codon 249, caracteristica de la exposicion a
AFB1, se presentd en 4 de las 38 muestras de tejido hepatico analizado, lo que

corresponde al 10.5% (Navas et al., 2011). Esto evidencia que la contaminacion de
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alimentos con AFs es un problema de salud publica serio, particularmente en paises en
vias de desarrollo, en los cuales no se implementan las estrategias de control para
prevenir la exposicién, aun cuando se conoce que el consumo de alimentos
contaminados con AFs es un factor de riesgo controlable y que adoptar medidas
obligatorias para prevenir la exposicion es crucial en salud publica (Wu y Khlangwiset,
2010).

1.1.3 Contaminacion

En el dltimo pronostico de la FAO para la produccibn mundial de cereales, las
estimaciones confirman un gran aumento en la produccién de cereales durante el 2013.
Se produjeron 2 500 millones de toneladas, 8,4% mas que el afio pasado y un 6% por
encima del récord previo en 2011. En Sur América la produccién alcanzo6 las 180 millones
de toneladas, 11% mas que el afio pasado y uno de los cereales que mas aument6 su
produccion fue el maiz con 123 millones de toneladas, 18% mas que en el 2012 (FAO,
2013). Estos datos indican que los cereales son la fuente de alimento mas importante en
los seres humanos. Tres cereales, el maiz, el trigo y el arroz representan en conjunto el
75% de la produccién de granos en el mundo y se depende por completo de ellos para el

suministro de la mayor parte del alimento (Simopoulos AP, 2002).

Como se discutié anteriormente, las micotoxinas se encuentran entre los contaminantes
mas importantes en los cereales y desde el descubrimiento de las AFs como agentes
causantes de enfermedad en humanos y en animales, las micotoxinas han sido
reconocidas como biotoxinas de la cadena alimenticia. Son metabolitos secundarios
producidos por diferentes especies del género Aspergillus y no tienen importancia
bioquimica para el crecimiento o desarrollo del hongo (Hussein y Brasel, 2001). La
contaminacion por micotoxinas se presenta principalmente en cereales. Estudios han
estimado que hasta un 25% de los cultivos en el mundo pueden estar contaminados con
micotoxinas (Fink-Gremmels, 1999). Esto significa que, si la produccién mundial
estimada de cereales para el 2013 es de alrededor de 2 500 millones de toneladas, hay
potencialmente alrededor de 625 millones de toneladas contaminadas con micotoxinas
en la provision de alimentos que entran en la cadena alimenticia. Adicionalmente, de
acuerdo con la posible transferencia de cada toxina, los alimentos de origen animal y los
productos terminados que utilizan cereales como materias primas pueden contribuir a la

ingesta total de micotoxinas (Turner et al., 2009). Esto evidencia el gran riesgo en
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seguridad alimentaria que representan la micotoxinas mediante la exposicién por
consumo de cereales contaminados, ya que estos son alimentos altamente consumidos

alrededor del mundo.

Un estudio para determinar la contaminacion con AFs en alimentos destinados para el
consumo humano fue llevado a cabo en Colombia, durante un periodo de 12 meses se
recolectaron un total de 248 muestras, las cuales fueron obtenidas de supermercados,
tiendas minoristas y centros de acopio. Entre los alimentos seleccionados se incluyeron
maiz y productos derivados, granos de cereales, arroz, semillas de leguminosas, y
cereales para el desayuno. Se detectaron AFs en 22 muestras de las cuales 12
superaron el maximo nivel tolerable de AFB1 equivalente a 5ng/g, con una media de 12
ng/g, lo que es mas del doble del limite maximo permisible adoptado por la mayoria de
los paises. Es de resaltar que la contaminacién con AFs fue significativa en el maiz y los
productos derivados de este, ya que de las 22 muestras positivas, 14 provenian de este
grupo de alimentos. Adicionalmente, en 10 de estas 14 muestras positivas en maiz se
encontraron concentraciones por encima de 5ug/kg y en 2 se obtuvieron concentraciones
por encima de 30 ug/kg (Diaz et al., 2001). Dado que el maiz es parte de la dieta comun
de los habitantes de Colombia, es probable que la exposicion a AFB1 sea significativa en
la poblacién, por lo que hace necesario realizar investigacion enfocada en evaluar la

importancia de esta exposicion.

Como se ha evidenciado, la exposiciéon a AFs es un problema de salud publica a nivel
mundial, ya que muchos de los alimentos seriamente contaminados son la base de la
pirdmide alimentaria de millones de personas. Es por eso que la mayoria de paises
industrializados ya cuentan con politicas y directrices sanitaras en miras de prevenir la
contaminacién de los alimento con este tipo de sustancias. Colombia debe tomar
conciencia de la importancia del control de las AFs e implementar reglamentos de
buenas préacticas agricolas, establecer niveles maximos permitidos de AFs en alimentos
de consumo tanto humano como animal y desarrollar e implementar protocolos de
monitoreo y promocion de investigacion. Esto solo es posible a través de un esfuerzo en
comun tanto de los entes gubernamentales, como la empresa privada y las instituciones

académicas.
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1.2 Antecedentes y Justificacion

A partir de su descubrimiento en 1960, las AFs han sido extensamente estudiadas, en
especial desde el punto de vista toxicologico debido a su capacidad para producir efectos
adversos en la salud tanto de los seres humanos como de los animales. Inicialmente
estos metabolitos fungicos fueron aislados de extractos contaminados con el fin de hacer
la caracterizacion fisico-quimica de los compuestos. Posteriormente, en otros estudios de
investigacion se describieron sus propiedades toxicolégicas y se evidencio la necesidad
de establecer biomarcadores para evaluar la exposicién a AFs en seres humanos, ya que
la exposicion cronica representa un riesgo para la salud (Kensler et al., 2010). La
informacion obtenida mediante estudios de biomonitorizacion es empleada en el
establecimiento de medidas de control para disminuir la exposicién por el consumo de
alimentos contaminados y aporta informacion valiosa en el campo de la salud puablica. En
conjunto, todos los avances cientificos que se han realizado hasta el momento han sido
posibles gracias al esfuerzo colaborativo entre las organizaciones intergubernamentales,
los gobiernos de los paises, la empresa privada y la extensa investigacién proveniente de
la academia, lo cual demuestra la importancia de estas micotoxinas a nivel mundial y

plantea la necesidad de generar informacion e investigacion a nivel local.

Garantizar la seguridad de los alimentos ha sido una prioridad Internacional en los
Gltimos afios. En un mundo cambiante como en el que vivimos asegurar alimentos
inocuos, libres de riesgos quimicos o microbiol6gicos se convierte en una necesidad
humana basica (FAO, 2004). Entre los riesgos quimicos, las micotoxinas han recibido la
mayor atencién, debido a que en varias areas geograficas, especialmente en paises en
vias de desarrollo representan un importante problema de seguridad alimentaria.
Adicionalmente, las micotoxinas han sido consideradas como una causa significativa de
enfermedades de transmision alimentaria por la OMS (OMS, 2002). Debido al
conocimiento de los efectos adversos que causan las micotoxinas sobre la salud de los
seres humanos, los paises han establecido limites maximos permitidos de micotoxinas
en alimentos que protegen la salud de sus ciudadanos, asi como los intereses

economicos de productores y comerciantes.

En 2002, una investigacion internacional sobre existencia o ausencia de limites
especificos para las micotoxinas y reglamentos en los alimentos fue iniciada por el

Instituto Nacional de Salud Publica y Medio Ambiente en 119 paises. En el caso de la
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AFBL1 el limite maximo permitido en la mayoria de paises es de 2 ug/kg (FAO, 2004). En
Colombia no hay limites establecidos para AFB1 en alimentos. En cuanto a los limites
para la suma de las aflatoxinas B1, B2, G1, y G2 el valor mas frecuentemente adoptado a
nivel mundial es de 4 ug/kg, en Colombia el valor establecido para alimento destinado a
consumo humano es de 10 ug/kg y no es obligatorio para productores de alimento
(ICONTEC, 2006). Esto evidencia que en Colombia la reglamentacion en AFs es débil y
menos restrictiva que en la mayoria de paises en el mundo, lo que aumenta la exposicion
a estas toxinas. Para establecer en Colombia unos limites maximos permisibles de AFs
en alimentos que estén en concordancia con la tendencia mundial y que protejan
adecuadamente los intereses de los consumidores y de los productores de alimentos, el
gobierno nacional o las entidades competentes deben fomentar y financiar actividades
gue contribuyan con la evaluacion de la exposicion a AFs.

Se requiere que desde la academia se desarrollen metodologias analiticas validadas y
disponibles que aporten informacion cientifica significativa sobre la ocurrencia vy
exposicion a AFs. Solo a través del estimulo de este tipo de investigaciones se lograra la
articulacion y cooperacion entre las instituciones cientificas, entes gubernamentales e
industria para alcanzar estandares de inocuidad alimentaria que aseguren una proteccion

realista.

La incidencia y niveles de contaminacion con aflatoxinas en alimentos para humanos o
para animales es continuamente monitoreada a nivel mundial (Jelinek et al., 1989; Streit
et al.,, 2013). Sin embargo, mientras decenas de estudios de monitoreo son llevados a
cabo cada afio en paises industrializados, poca informacién es generada en paises en

desarrollo.

En Colombia hay estudios que reportan la presencia de aflatoxina B1 en alimentos para
consumo animal y para consumo humano. En 200 muestras de materias primas y
alimentos terminados empleados en nutricién animal que se analizaron para determinar
la presencia de AFs, se encontr6 que la AFB1 fue el mayor contaminante con una
incidencia del 29% (58 de 200 muestras), con concentraciones de hasta 66.1 ug/kg
(Céspedes y Diaz, 1997). En 280 muestras de alimentos para consumo humano (granos,
cereales y oleaginosas), la incidencia de AFB1 fue del 8.9%, las concentraciones

encontradas fueron elevadas, con un rango de 1.0 a 103.3 ug/kg, y una media de 12.6



Capitulo 1 13

ug/kg (Diaz et al., 2001). Se ha investigado también la prevalencia de la contaminacion
de alimentos por el hongo del género Aspergillus spp, el estudio evidencié contaminacion
en el 54.5% de las muestras. El substrato mas contaminado fue el maiz (100%), se
aislaron 50 cepas de Aspergillus spp, de las cuales el 56% pertenecian a la seccién Flavi,
en estos Ultimos se midio la capacidad para producir AFs y el 76.5% eran productores de
AFB1 y aflatoxina B2 (AFB2) (Diaz et al., 2009). Asi mismo, se han realizado estudios
para evaluar la presencia de AFM1 en muestras de leches para consumo humano en la
ciudad de Bogotéa por un periodo de dos afios. La prevalencia de niveles detectables de
AFM1 durante el primer y segundo afio fue de 69.2% y 79.4% respectivamente, lo que
sugiere que la mayoria de la muestras presentan contaminacién y que esta puede
deberse a consumo de alimentos contaminados con AFBL1 por parte los bovinos (Diaz G
et al.,, 2006). Todos estos resultados indican que es necesario realizar un monitoreo
continuo de los niveles de AFs en Colombia y que este debe hacerse utilizando métodos
analiticos confiables, debido a que se estan analizando sustancias carcinogénicas (Diaz
et al., 2004). Finalmente, se han desarrollado proyectos de investigacibn como tesis de
grado, una de ellas en la Universidad Nacional de Colombia, para establecer la
prevalencia y distribucién de AFs y ocratoxina A en cereales para consumo humano
utilizando para el analisis cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). En este trabajo
de investigacion se obtuvo una ocurrencia para AFB1 del 6% (Urrego, 2005). Estos
estudios demuestran la presencia de AFs en alimentos para consumo humano, sin
embargo hasta el momento en el pais no se ha realizado investigacion para determinar el

impacto de esta posible exposicion en seres humanos.

A nivel internacional se han publicado estudios que evidencian la presencia de AFs en
fluidos bioldgico incluyendo la leche materna (EI-Nezami et al., 1995; Navas et al., 2005;
Galvano et al.,, 2008). Se considera que la leche materna puede ser utilizada como
biomarcador de exposicion a AFB1, y en este caso en particular se habla de un
biomarcador con una caracteristica Unica, debido a que no solamente indica exposicion
en la madre, sino también en el recién nacido, ya que la principal fuente de alimentacién

durante los 6 primeros meses de vida es la lactancia materna (Gurbay et al. 2010).

En el mundo se han publicado varios estudios que determinaron la presencia de AFM1
en leche materna. En Emiratos Arabes se analizaron 140 muestras para determinacion

de AFML1 utilizando HPLC, encontrandose presencia de la toxina en el 92% de las
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muestras analizadas. Estas muestras fueron recolectadas en un periodo de un afio
(Abdulrazzag et al., 2003). Otros estudios han sido conducidos en paises europeos,
Africa y Australia (Wild et al., 1987; EI-Nezami et al., 1995; Jonsyn et al., 1995; Saad et
al., 1995; Alla et al., 2002; Abdulrazzaq et al., 2003; Turconi et al., 2004). Los niveles de
contaminacion fueron los siguientes: Francia 0%, Italia 0,4%, Australia 15%, y Zimbabwe
11%. Los estudios realizados en Tailandia y Sierra Leona evidenciaron incidencias de 45
y 31% respectivamente. En Egipto la prevalencia fue del 56%. Entre los articulos mas
recientes se encuentran dos del 2010, uno publicado en Turquia, en el que
aproximadamente el 75% de las muestras fueron positivas para concentraciones de
AFM1 en niveles mayores o iguales a 99 ug/kg (Girbay et al., 2010). El otro fue un
estudio llevado a cabo en Iran, en el cual se reclutaron 91 madres de zonas rurales y 91
madres de zonas urbanas. Se encontrd presencia de AFM1 en el 22% de la muestras de
leche materna provenientes de madres de zona rural, probablemente por consumo de
leche de vaca contaminada (Mahdavi et al., 2010). Las conclusiones de la mayoria de los
estudios sefialan que los biomarcadores de AFs son parte integral en el establecimiento
del papel etiologico de estas toxinas en las enfermedades humanas, esto a través de una
mejor estimacion de la exposicion, mayor conocimiento de los mecanismos de
patogénesis de la enfermedades, y como herramientas para la implementacién y

evaluacién de las intervenciones preventivas.

Por lo anterior se considera que el conocimiento generado por este proyecto de
investigacion contribuye con el desarrollo de investigacién en micotoxicologia humana y
toxicologia analitica, con la construccion de programas de control de AFs en
concordancia con los esfuerzos internacionales y aporta informacion que puede ser
utilizada con el objetivo de establecer politicas de regulacién y reglamentacién de

contaminantes en los alimentos, segln las exigencias establecidas por la FAO

Los resultados de este trabajo favorecen la generacion de conocimiento en el campo de
la toxicologia de alimentos, area que se esta desarrollando en Colombia. Este proyecto
de investigacion continla ademas una solida linea de investigacion establecida en
micotoxinas en la Universidad Nacional de Colombia y hace parte de una nueva
generacion de investigacion en la que se pretende la cooperacion entre distintas

dependencias de la Universidad Nacional, que en este caso son el Departamento de
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Toxicologia de la Facultad de Medicina y el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar los niveles de AFM1 en las muestras de leche materna recolectadas,

mediante el andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar la presencia de AFM1 en las muestras de leche materna.

Realizar la cuantificacion de los niveles de AFM1 encontrados en las muestras
analizadas.

Estimar la prevalencia de AFM1 en las muestras de leche materna.

Determinar la frecuencia de la ingesta diaria de alimentos susceptibles de sufrir
contaminacién con aflatoxinas en las mujeres participantes en el estudio y
describir patrones de consumo de alimentos potencialmente contaminados con
AFB1 en las mujeres participantes en el estudio.

Determinar si existe exposicion a AFB1 en mujeres lactantes y exposiciéon a AFM1
en lactantes.

Realizar una revision del estado del arte sobre la contaminacién de alimentos con

AFB1 vy los efectos de esta exposicion en la salud.

1.4 Pregunta de Investigacion

¢Existen niveles detectables y cuantificables de Aflatoxina M1 como biomarcador de

exposicion materna a AFB1 en muestras de leche materna recolectadas en un lactario de

la ciudad de Bogota?






2.Marco Teorico

2.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos flngicos secundarios, es decir son compuestos
sintetizados por el hongo en el medio en el que se encuentra creciendo y no son
utilizados por el organismo como componentes esenciales para su supervivencia,
crecimiento o reproduccion. La palabra micotoxina significa toxina producida por hongos
y deriva del término micotoxicosis, que se refiere a la enfermedad producida por una
toxina de hongo (Forgacs y Carll, 1955). La micotoxicosis mas antigua de la que se
tenga reporte histérico es el ergotismo, conocida también con el nombre de fuego de San
Antonio, enfermedad de gran importancia en salud publica en la edad media, producida
por el consumo de centeno u otros cereales contaminados con el hongo Clavisep
purpurea. El cuadro clinico se caracteriza por necrosis de las extremidades que lleva a
amputacion debido a vasoconstriccion, estimulacion del sistema nervioso central debido
a la accion agonista sobre los receptores dopaminérgicos, serotoninérgicos y
adrenérgicos de la ergotamina y en otros casos sintomatologia gastrointestinal y muerte
sUbita (Alm y Elvevag, 2013).

Las micotoxinas son un grupo diverso y amplio de estructuras organicas que se
caracterizan por presentar diferentes atomos y grupos funcionales. La mayoria de estos
potentes quimicos organicos se encuentran en alimentos contaminados con hongos
(Marroquin-Cardona et al., 2014). Las micotoxinas ocurren naturalmente y han sido
reconocidos como agentes causantes de enfermedad en seres humanos y en animales.
El mecanismo por el cual son metabolizados no ha sido completamente dilucidado, sin
embargo, se sabe que son producidos al final de la fase de crecimiento exponencial del
hongo y su formacién esta altamente influenciada por la composicién del medio. Se
calcula gue existen potencialmente alrededor de 20.000 a 300.000 micotoxinas y que los

mecanismos de toxicidad serian igual de extensos (Martin et al., 2005).

Los hongos que producen estos metabolitos son ubicuos en la naturaleza y la
contaminacién aunque es inevitable, puede controlarse. Es por esta razén que en

medicina existe un creciente interés sobre las implicaciones de estas toxinas en



18 Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional

descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de la ciudad de Bogota

diferentes enfermedades. La contaminacion de la planta por estos hongos puede
presentarse en campo y se incrementa durante la cosecha y los procesos de secado y
almacenamiento de los frutos. En cuanto a la contaminaciéon en campo, las condiciones
climaticas de temperatura y humedad relativa juegan un papel determinante, que en el
caso de las AFs se incrementa durante épocas de sequia, bajas precipitaciones y
temperaturas altas. En otros casos la contaminaciéon se ve favorecida en &reas
geogréficas con temperaturas hiumedas tropicales o subtropicales (Wilson y Abramson,
1992). La infestacion por insectos y el uso de fertilizantes y fungicidas también influyen
en la colonizacién fungica y la produccion de micotoxinas. Estas toxinas persisten
durante las diferentes transformaciones que sufre la planta y son resistentes a los

procesos de esterilizacion y coccion.

La exposicién se presenta principalmente por ingestion de alimentos contaminados, no
obstante, segun el tipo de micotoxina la exposicién puede ser también por via dérmica o
inhalatoria. Las manifestaciones clinicas dependen de la dosis y del tiempo de exposicion
y pueden ser agudas (alteraciones de la funcion renal o hepdtica, irritacion de la piel,
neurotoxicidad y muerte de forma rapida en algunos casos) o crénicas, como la induccion
de neoplasias, mutagénesis y teratogénesis (Paterson y Lima (a), 2010). Cuando la
toxina tiene como uno de sus organos blanco el sistema inmune la etiologia es dificil de
dilucidar, ya que las manifestaciones clinicas estaran relacionadas con aumento de la

susceptibilidad a enfermedades infecciosas.

Las células estan continuamente expuestas a agentes que causan dafio en al ADN o
ARN como la radiaciébn UV, radiaciones ionizantes, cancerigenos de origen quimico,
bacterias, toxinas flingicas y radicales libres generados como subproductos de la
respiracion aerobia. Los errores que se producen durante la replicacion del ADN pueden
causar dafios como sustitucion, insercion o delecién de bases, rupturas de cadena,
dimerizacién de pirimidinas, introduccion de enlaces covalentes entre bases de cadenas
opuestas y la adicion de aductos. Estas lesiones pueden ser reparadas o reemplazadas
debido a que los organismos han desarrollado evolutivamente mecanismos de reparacién
del ADN como la reparacioén directa, reparacion por escision de bases o de nucleétidos,
des-apareamiento de bases, fotoreactivacion, y reparacion de rupturas en la doble hebra

del ADN por recombinacién homdloga o fusion no homéloga de extremos. Si el dafio
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persiste, esto lleva a inestabilidad del genoma, mutaciones, carcinogénesis y muerte

celular (Sancar et al., 2004).

El mecanismo de accion de las micotoxinas mas extensamente estudiado es su
interaccion e inhibicion de biomoléculas. Tienen efectos mutagénicos en los &cidos
nucleicos que pueden ser directos (accion sobre bases nitrogenadas) o indirectos (por
inhibicion enziméatica) con el consecuente dafio en el ADN. Estas toxinas reaccionan con
macromoléculas celulares mediante activacién enzimatica. Los compuestos parentales
tienen la potencialidad de ser activados a sus formas cancerigenas, sin embargo,
algunos compuestos no se unen directamente al ADN y su mecanismo de dafio consiste
en alterar la expresion de proteinas con una funcién importante en el mantenimiento de la
homeostasis tisular como el crecimiento celular, la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis (Paterson y Lima (b), 2009). Entre las micotoxinas con efectos cancerigenos
se encuentran la sterigmatocistina, ocratoxinas, fumonisinas, zearalenona, citrulina,
patulina, acido penicilico y las afltoxinas, estas Ultimas las de mayor importancia en salud

publica.

La ocratoxina A se considera un agente nefrotdxico, puede presentarse nefropatia por el
consumo de carne animal, principalmente de pollo y cerdo alimentados con cereales y
plantas forrajeras contaminadas. El consumo de fumonisina B1 se ha asociado con la
aparicion de cancer de eséfago en humanos y cancer hepatico en ratas, se considera
ademas nefrotéxica y tiene efecto sinérgico con la ocratoxina A. Cuando las fumonisinas
son consumidas durante la gestacion aumentan significativamente el riesgo de defectos
del tubo neural y otras alteraciones del SNC. Los tricoticenos tienen efecto
inmunosupresor (Stoev, 2013).

2.2 Aflatoxinas

Las aflatoxinas fueron descubiertas a finales de los afios 50 e inicios de la década de los
60, cuando se les identific6 como el agente etiologico de la “enfermedad X” de los pavos,
patologia que causo la muerte a mas de 100,000 pavos jovenes en Inglaterra en 1960,
los cuales habian sido alimentados con granos contaminados procedentes de América
del Sur (Blount, 1961). Investigaciones posteriores, evidenciaron que la toxicidad estaba

relacionada con la presencia del hongo Aspergillus flavus en el alimento, por tal razén se
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realizaron cultivos y los extractos obtenidos fueron capaces de inducir la “enfermedad X"
en los animales utilizados en el estudio. Se les denominé de acuerdo al hongo que las

produce, toxina de Aspergilus flavus (aflatoxina) (Kensler et al., 2010).

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por los hongos del género
Aspergilus spp, desde el punto de vista micolégico existen diferencias cuantitativas y
cualitativas en cuanto a la capacidad para producir metabolitos entre las diferentes cepas
de hongos que son aflatoxigénicas. Las aflatoxinas son producidas en su mayoria por
hongos del género Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y ocasionalmente por otras
especies como Aspergillus nonius, Aspergillus bombycis, Aspergillus ochraceoroseus vy
Aspegillus pseudotamari. Se reconocen al menos 14 metabolitos pero solo 4 son
producidos por los hongos de manera natural y en consecuencia son los mas estudiados
desde el punto de vista toxicoldgico, se denominan aflatoxina B1, B2, G1 y G2. (Turner et
al., 2009) A. flavus produce Unicamente aflatoxinas B, mientras que el A. parasiticus
produce aflatoxinas B y G (Creppy, 2002). La deteccién de estos compuestos en
extractos de alimentos contaminados fue facilitada por la fluorescencia que presentan a
la luz ultravioleta, las aflatoxinas B (blue) son azul-fluorescentes y las G (green) son
verde-fluorescentes. Posteriormente los metabolitos purificados fueron aislados para
estudio, y hacia el afio 1963 ya se habia logrado la caracterizaciéon y la sintesis de la
mayoria de estos metabolitos. El origen, la caracterizacién quimica y la toxicologia de las
aflatoxinas han sido extensamente estudiados (Leeson et al., 1995). En su estructura
contienen un ndcleo cumarina fusionado a un bifurano y una estructura pentanona en el
caso de aflatoxinas B, que esta sustituida por una lactona de seis miembros en las
aflatoxinas G (Carrillo, 2003). La aflatoxina B1 (AFB1) y la aflatoxina G1 (AFG1) poseen
un enlace insaturado entre los carbonos 8-9, (Figura 2-1) y se ha demostrado que la
epoxidaciébn en esta posicion tiene un papel critico en su potencial carcinogénico

(Groopman and Kensler, 2005).
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Figura 2-1. Estructuras quimicas de la AFB1 y la AFG1 (Diaz y Murcia 2010)

Las Aflatoxina B2 (AFB2) y G2 (AFG2) son menos toxicas, a menos que se produzca su
oxidacién a AFB1 y AFGL1 respectivamente. Las férmulas moleculares de cada una de
las aflatoxinas fueron descritas por (Hartley et al., 1963). La aflatoxina B1 es C17H1206,
aflatoxina G1 es C17H1207; aflatoxina B2 C17H1406 y finalmente la estructura quimica
de la aflatoxina G2 es C17H1407.

Estos contaminantes afectan un amplio rango de productos agricolas, incluyendo
cereales, frutos secos, nueces, granos, especias y semillas oleaginosas (Khlangwiset y
Wu, 2010). Los factores que influencian la produccién de aflatoxinas durante la cosecha
pueden ser de tipo fisico, quimico o biolégico: entre los fisicos se encuentran la
temperatura, las condiciones climéticas y la humedad (9-18%), el estrés que sufre la
planta en sequia, las precipitaciones y el clima tropical y subtropical. Los factores
guimicos incluyen la composicién del aire, el tipo de suelo y la naturaleza del substrato.
Los biolégicos estan asociados a las caracteristicas de la especie huésped, cuyo
genotipo por ejemplo, puede hacerla mas susceptible a los cambios de temperatura
(Dhanasekaran et al., 2011). También se describe que el dafio producido por insectos y
el tipo de practicas agricolas que se pongan en practica inciden positivamente en la
produccion de toxinas. Estos hongos pueden también producir aflatoxinas durante las
fases de post-cosecha, que incluyen el transporte, almacenamiento y procesamiento de

los alimentos.
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2.2.1 Toxicocinéticay Toxicodinamia

La exposicibn en su mayoria se presenta en poblacion general (no ocupacional)
mediante la dieta, la ingesta de AFs oscila entre nanogramos (ng) y microgramos (ug)
por dia. El maiz y las semillas oleaginosas representan la mayor fuente de exposicion en
humanos, esto debido a su gran distribucion y consumo en el mundo y a que tienen una
alta susceptibilidad a sufrir contaminacion (Strosnider et al. 2006). La exposicidon
ocupacional puede presentarse durante el procesamiento y manejo de frutos
contaminados, especialmente en personas que manipulan insumos destinados para
consumo animal. En las personas ocupacionalmente expuestas se ha visto aumento en
el riesgo de presentar cancer de pulmén (He et al., 2006). Las concentraciones en aire
usualmente son del orden de ng/m?, sin embargo se han reportado concentraciones de
ug/m*® (IARC, 2012). No se han desarrollado hasta el momento estudios rigurosos que
comparen la ingesta de aflatoxinas y posteriormente la concentracion de metabolitos en
sangre y otros fluidos tras los procesos de absorcion y distribucién. Sin embargo, hay

disponibles algunos datos de estudios en animales y en voluntarios humanos.

Después de aplicacion por via dérmica se ha evidenciado absorcion de AFB1 en ratas,
también hay absorcion por via inhalatoria y esta es mas rapida que la absorcién
gastrointestinal, sin embargo la distribucion y eliminacibn no presentan diferencias
cualquiera que sea la via de exposicion. Otros estudios en animales evidencian que tras
la administracién por via oral las aflatoxinas se absorben en el intestino y pasan al
torrente sanguineo para ser llevadas al higado donde se encuentra una mayor
concentracion horas después. Un estudio realizado en voluntarios humanos muestra que
la absorcion de la AFB1 es rapida y tiene una cinética de primer orden (Jubert et al.,
2009).

En cuanto a la carcinogenicidad de la AFB1, esta se debe a que la toxina es
metabolizada por el sistema enzimético citocromo P450 a 8,9-epdxido y este tiene la
capacidad de formar aductos con el ADN. Se calcula que el 3% de la aflatoxina
consumida se une de forma irreversible al ADN (Sherif et al., 2009). Existe variabilidad
interindividual y también diferencias entre nifios y adultos en la taza de activacion
enzimética de la AFB1, lo que puede tener relevancia en la toxicocinética de las

aflatoxinas. También existen diferencias en la formaciéon de metabolitos de detoxificacion
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y en la prevalencia de rutas metabdlicas que llevan a la produccion de metabolitos
conjugados que son eliminados con facilidad disminuyendo la mutagenicidad y la
citotoxidad en el individuo. La eliminacion se presenta de 24 a 72 horas después de la
ingesta y esta puede ser por via renal o fecal. Los conjugados con glutation se eliminan
en su mayoria en la bilis, los conjugados con &cido glucurénico y sulfato se eliminan por
via renal (IARC, 2012).

Las aflatoxinas constituyen una importante preocupacion en salud ya que son
reconocidos carcinégenos y juegan un importante papel en la elevada incidencia de
carcinoma hepatocelular en ciertas areas del mundo (Choy, 1993; Stern et al., 200).
Estos compuestos pueden ademdas inducir alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Reducen el glucégeno hepético
mediante la inhibicion de la glucégeno sintetasa y la fosfoglucomutasa (enzima que
cataliza la conversion de glucosa-1-fosfato a glucosa-6-fosfato) aumentando los niveles
de glucosa en sangre (McLean y Dutton, 1995). Aunque es poco frecuente, cuando se
consumen en grandes cantidades pueden causar una aflatoxicosis aguda que se
caracteriza por emésis, dolor abdominal, hemorragia, falla hepatica, necrosis hepética
aguda, proliferacién ductal biliar, edema pulmonar, letargia e incluso puede producirse la
muerte si se consumen dosis extremadamente altas (Azziz et al,. 2005). Todas las dosis

sean agudas o crénicas tienen un efecto acumulativo en el riesgo de cancer.

La exposicién a aflatoxinas se ha asociado también con alteraciones en el sistema
inmunolégico: afectan la respuesta inmune celular y humoral y reducen la respuesta
inmune primaria y secundaria, disminuyen la actividad de linfocitos T y linfocitos B,
causan dafio en las funciones efectoras de macréfagos y neutrdfilos, alteran la funcién
fagocitica en monocitos, modifican la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias e
inmunoglobulinas (Turner et al., 2003), suprimen procesos de citélisis mediados por
células NK (natural killers), inducen la reactivacion de enfermedades crénicas y
disminuyen la inmunidad activa inducida por vacunas. Se considera entonces que son
compuestos inmunotéxicos (Jiang et al. 2008). Hay estudios en los que se han
investigado las causas de la rapida progresién del virus de la inmuno deficiencia humana
(VIH) a sindrome de inmuno deficiencia adquirida (SIDA): la poblacién objeto de estudio
estuvo constituida por individuos con adiccion a la heroina en Holanda y Escocia, esto

debido a que la heroina adquirida en las calles se encontraba contaminada con AFs. Se
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realizaron biomarcadores de exposicion a AFs en sangre y estos fueron positivos en la
mayoria de los sujetos, por lo cual se sugiere un efecto sinérgico inmunosupresor entre el
VIH y las AFs (Jaffar et al., 2004). Las AFs acentlan cambios en los linfocitos T y
linfocitos B en pacientes VIH positivos, alteran la funcién de los linfocitos T CD8, la
capacidad de expresion de CD69 en los linfocitos B y disminuyen los linfocitos T
supresores. En pacientes con niveles de AFs en sangre, la estimulacidon constante del
sistema inmune puede llevar a deplecién de los linfocitos T CD8, asi como de la molécula
CD28. Esto impide que se lleven a cabo funciones celulares como la citdlisis, lo que
aumenta la replicacion viral y del nUmero de virus mutantes que causan una disminucién
en el conteo de células CD4 y una depresion alin mayor del sistema inmune (Jiang et al.
2008).

Las aflatoxinas atraviesan la barrera feto-placentaria: la deteccion de AFs en sangre de
cordén umbilical evidencia que hay exposiciébn durante la gestacién. De hecho, las
concentraciones en cordon umbilical son mayores que las detectadas en sangre materna
(Lamplugh et al., 1988). La exposicion del feto puede darse por consumo de alimentos
contaminados por la madre y posteriormente mediante la alimentacién con leche materna
y otros alimentos contaminados. La exposicién temprana a AFs se ha asociado de forma
significativa con retraso en el crecimiento y a otros indicadores de deterioro del
crecimiento y desarrollo. Esto es importante debido a que el retraso en el crecimiento
causa alteraciones en el desarrollo cognoscitivo y mayor susceptibilidad a enfermedades
infecciosas. Estos efectos pueden persistir durante varios afos en los pacientes
pediatricos. Se estima que el 21% de las muertes y de afios de vida ajustados en funcion
de la discapacidad (AVAD) en nifios menores de 5 afios se deben a retraso del
crecimiento, emaciacion grave y retraso del crecimiento intrauterino (Black et al., 2008).
Se han realizado estudios para determinar la eficacia del metabolismo fetal comparado
con el adulto y se ha encontrado expresién similar de la enzima Citocromo P450 3A7 y
lipooxigenasas, enzimas que pueden activar la AFB1. Adicionalmente la tasa de
formacion de aductos aflatoxina-ADN y aflatoxina-proteina es similar en tejido hepatico
adulto y fetal. Sin embargo, la expresion de enzimas microsomales de detoxificaciéon
como la epoOxido hidrolasa y la glutation S-Transferasa (GST) es menor en el feto
(Khlangwiset et al., 2011). La presencia de AFs y especificamente de AFM1 en leche

materna indica exposicion de recién nacidos y lactantes en varias regiones del mundo.
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No se han dilucidado el mecanismo por el cual las AFs causan retraso en el crecimiento.
Algunos estudios sugieren que esto puede estar relacionado con la inmunomodulaciéon
gue causa infecciones recurrentes y también produce cambios en la integridad de la
mucosa intestinal. Otro mecanismo puede ser la modulaciéon de genes implicados en la
produccion de energia y el metabolismo de &cidos grasos, alteracion en la sintesis de
proteinas y cambios en el metabolismo de vitaminas y micronutrientes (Yarru et al.,
2009).

Las Aflatoxinas causan también dafio en el ADN, afectan negativamente los procesos de
reparacion y alteran la composicion de base del ADN en los genes. Adicionalmente, las
aflatoxinas contienen un anillo de furano terminal insaturado que puede unirse
covalentemente al ADN formando un aducto que induce mutaciones de tipo transicion y
transversion (Patersony Lima (b), 2009).

Las AFs causan alteracidn en la sintesis de proteinas y en los &cidos nucleicos, debido a
gue se unen a la ARN polimerasa, a la ARN-polimerasa dependiente de ADN, a otras
enzimas y sustratos esenciales en los procesos de iniciacion, transcripcion y traslaciéon y
causan degranulacion del reticulo endoplasmico rugoso, lo que en conjunto inhibe la
sintesis de proteinas y disminuye el contenido proteico en tejidos como el musculo
esquelético, corazén, higado vy rifién, lo que se ha relacionado con aumento de necrosis
hepatica y renal. Estas micotoxinas son agentes mutagénicos, carcinogénicos,
teratdgenos e inmunotdxicos que ademas de inhibir la sintesis de proteinas interfieren
con vias metabdlicas importantes en las funciones de 6rganos como el corazén, el rifién
y el higado, bloquean el flujo de informacion genética desde el ADN, ARN y proteinas y
las vias de sefializacion en los procesos de crecimiento y proliferacion celular (Bbosa,
2013).

2.2.2 Aflatoxina B1

La aflatoxina B1 (AFB1) es la mas comun (60-80% del total de aflatoxinas) y la que
presenta mayor toxicidad (Leeson et al. 1995). Es una sustancia altamente toxica, la
DL50 es de 1-50 mg/kg en la mayoria de las especies animales. Los efectos son
dependientes de la dosis y del tiempo de administracion, pudiendo causar aflatoxicosis

aguda que se caracteriza por sintomas gastrointestinales inespecificos y falla hepatica o,
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aflatoxicosis crénica secundaria a la ingesta regular de bajas dosis, que pude inducir la
aparicion de carcinoma hepatocelular (Diaz y Murcia, 2011). Las enzimas del sistema
citocromo P450 son las principalmente implicadas en el proceso de biotransformacion de
la AFB1. La mayor concentracion se encuentra en el reticulo endoplasmico de los
hepatocitos, sin embargo, se considera que pueden estar presentes virtualmente en
cualquier tejido. Su nombre se debe a que estas proteinas presentan una absorcion
maxima del espectro de luz a 450 nm. Estas enzimas estan clasificadas en familias y se
les identifica con un ndmero (1, 2, 3 y 4), en subfamilias identificadas con una letra (2A,
2B, 2D y 2E) y en miembros individuales a los que se les asigna un nimero (2A6, 2A1).
En conjunto, estas enzimas participan en una gran cantidad de reacciones cuyo sustrato
son xenobidticos lipofilicos o compuestos enddgenos y que incluyen hidroxilacion de
carbonos alifaticos o aromaticos, epoxidacion de dobles enlaces, oxigenacion, N-
hidroxilacion, delaquilacion, transferencia de grupos oxidativos, unién de esteres y
dehidrogenacion (Guengerich, 2006).

El proceso de biotransformacion de la AFB1 es complejo y sucede en su mayoria en el
higado, en él intervienen una amplia variedad de procesos enzimaticos que comprenden
tanto reacciones de fase | como de fase Il y su comprension es fundamental en el estudio
las propiedades toxicologicas de esta sustancia. Las reacciones de fase | estan catalizas
por enzimas pertenecientes al sistema citocromo P450, principalmente las subfamilias
1A2, 2B6, 3A4, 3A5 y 3A7, la contribucién final de cada enzima depende no solamente
de su afinidad por el sustrato, si no de la expresion en tejido hepatico (Diaz y Murcia,
2011).

Existe una reaccién en la intervienen reductasas citosélicas, que reducen la AFB1 a
aflatoxicol, este metabolito se considera reservorio de AFB1, ya que puede ser oxidado y
formar el compuesto original (Figura 2-2). El citocromo P450 cataliza la produccién de
tres metabolitos hidroxilados, las aflatoxinas M1 (AFM1), Q1 (AFQ1), y B2a (AFB2a)
(Diaz et al., 2010). Los dos ultimos son considerados metabolitos de detoxificacion, de
hecho, la AFQ1 es 18 veces menos toxica que la AFB1. Por el contrario, la aflatoxina M1
tiene propiedades carcinogénicas y citotoxicas, es un agente cancerigeno demostrado en
animales y un posible cancerigeno en humanos, se clasifica en el grupo 1 de la IARC

como parte de las aflatoxinas de ocurrencia natural (IARC, 2002)
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Deshidrogenasa citosolica

Reductasa NADPHZ citosélica

Aflatoxina B1 Aflatoxicol

Figura 2-2. Formacion de Aflatoxicol a partir de AFB1

La aflatoxina M1 fue aislada inicialmente en leche de vacas que consumian alimento
contaminado con AFB1, se le llamo toxina de la leche, por lo que la letra M proviene de la
palabra en inglés “milk”. Sin embargo, este metabolito no es exclusivo de mamiferos,
puede ser aislado de microsémas hepaticos de otras especies como el Gallus gallus y se

elimina en leche materna y orina.

La AFQ1 es considerada el mayor metabolito de la AFB1 en humanos (estudios in vitro),
es el resultado de la 3a-hidroxilacién de la AFB1, metabolizada en microsomas hepaticos
por la encima citocromo P3A4 y P1A2 y se elimina en orina (Rawal y Coulombe, 2011).
El metabolito AFB2a (Figura 2-3), resulta de la hidratacion del doble enlace vinil éter (C8-
C9), puede ser producido enzimaticamente, por degradacién fotoquimica o por
tratamiento de la AFB1 con acido y es mucho menos toxico que el compuesto parental.
Las especies capaces de seguir esta via de detoxificacion presentan cierta resistencia a
la accion de las aflatoxinas (Diaz et al., 2010). Otra reaccién mediada por las Citocromo
P450 es la 4-0-Desmetilacion de la AFB1, el compuesto fendlico que se origina fue
aislado inicialmente en orina de primate, por lo que se denomindé AFP1, se considera un
producto de detoxificacion porque se conjuga con facilidad con el acido glucorénico. La

AFP1 puede ser hidroxilada en la posicion 9a formandose 4,9a-dihidroxi aflatoxina B1.
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Figura 2-3. Metabolitos hidroxilados de la AFB1

Otra ruta metabdlica es la epoxidacién del enlace insaturado presente en el anillo furano
terminal de la AFB1, lo que da como resultado la formacién de AFB1-exo-8,9-epoxido
(AFBO), un compuesto inestable, de reactividad alta y que tiene una vida media de
aproximadamente un segundo (Figura 2-4). En los microsomas hepaticos también puede
metabolizarse el 8,9-endo-ep6xido que no es reactivo. EI metabolito AFBO tiene la
capacidad de unirse a componentes celulares, especialmente a proteinas y formar
aductos con nucleétidos del ADN y ARN, siendo el responsable de la carcinogenicidad y

mutagenicidad de la AFB1.
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0-CHs

Aflatoxina B1 Aflatoxina B1 exo-8,9-epoxido

Epoxidacion de Ja affotoxina B1. El producto resultante,
AFB1-exo0-8,9-epoxido (AFBO), es un compuesto
inestable y altamenle reactivo responsable de la
carcinogenicidad y mutagenicidad de la AFB1

Figura 2-4. Epoxidacion de la AFB1. Modificado de (Diaz y Murcia, 2010)

El AFBO puede ser hidrolizado catalitica o espontaneamente formando AFB1-8,9-
dihidrodiol (AFB1-dhd), o puede ser conjugado con glutatién y eliminado, esta reaccion
es catalizada por la enzima glutation transferasa. EI AFB1-dhd puede sufrir apertura del
anillo furano, lo que da lugar a la formacién del aldehido AFB1a-hidroxi-dialdehido,
(Figura 2-5) el cual es capaz de unirse a los residuos de lisina de las proteinas, en

especial de la albumina, formando aductos AFB1-Lys. (Guengerich et al., 2001).
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Figura 2-5. Rutas metabolicas del AFBO
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La AFB1 puede ser también reducida: el grupo carbonilo presente en el anillo de la
ciclopentanona puede ser reducido a un grupo hidroxilo para formar el correspondiente
ciclopentanol aflatotoxicol (AFL). Esta reaccion no es catalizada por enzimas
microsomales, sino por enzimas citosolicas dependientes de NADPH. El aflatoxicol es un
reservorio de AFB1, ya que puede ser oxidado de nuevo al compuesto original en el
citosol de los hepatocitos. ElI AFL tiene la capacidad de formar aductos con el ADN
porque el doble enlace entre los carbono C8 y C9 esta presente en este metabolito. El
aflatoxicol puede ser conjugado con el 4cido glucurdnico o con sulfato para ser eliminado,
esta se considera una via de detoxificacion ya que el AFL no podria ser oxidado a AFB1
(Diaz y Murcia, 20010).

Los metabolitos hidroxilados AFM1 y AFQ1 pueden también sufrir reduccion citosélica en
el grupo carbonilo del carbono C1 en una reaccién analoga a la de la AFB1 a AFL, los
metabolitos resultantes se denominan aflatoxicol M1 (Figura 2-6) y aflatoxicol H1
respectivamente. El aflatoxicol H1 es uno de los metabolitos de la AFB1 mas
metabolizado en humanos (Figura 2-7). El aflatoxicol M1 puede ser producido a partir de
AFL y puede ser oxidado para formar de nuevo AFM1 por una NADPH deshidrogenasa

microsomal.
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Figura 2-6. Reacciones de conjugacion de los metabolitos hidroxilados de la AFB1
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Figura 2-7. Reduccion de la AFQ1
Ahora pasando al metabolismo de fase I, la reaccibn de biotransformacion mas

estudiada es la captura nucleofilica en la cual el glutatién reacciona con el metabolito
electrofilico AFBO. Esta reaccion es catalizada por glutation transferasas (GSTs), una
super familia de enzimas responsable de gran cantidad de reacciones en las cuales el
anién tiolato de glutation actia como nucledfilo. Estas proteinas intracelulares se
encuentran en la mayoria de células eucariotas y las protegen contra los efectos toxicos
inducidos quimicamente debido a que catalizan la conjugacién del grupo tiol, (-SH libre)
una molécula electrofilica del glutation con sustratos no polares que contienen un carbon,
nitrogeno o un &atomo de sulfuro. Las GSTs son consideradas las enzimas mas
importantes involucradas en el metabolismo de agentes alquilantes y se encuentran
presentes en la mayoria de los tejidos con altas concentraciones en higado, intestino,
rifiones, testiculo, glandulas adrenales y pulmén. Las GSTs se dividen en sub-familias
por un sistema de clasificacion analogo al de las citocromo P450: las principales familias
incluyen GST citosélicas, GST mitocondriales y GST microsomales que estan asociadas
a proteinas de membrana y son importantes en el metabolismo de eicosanoides y de
glutation (Hayes et al., 2005). La acumulacién de AFB1 y sus metabolitos toxicos que
incluyen especies reactivas de oxigeno pueden causar deplecion de las reservas de
glutation aumentando la toxicidad hepética por aflatoxinas y por otros compuestos a los

gue esté expuesto el individuo.

Otra reaccion de conjugacion de los metabolitos de la AFB1 reportada en estudios en

animales es la conjugacion de la AFP1 y la 4,9a-dihidroxi aflatoxina B1 con acido
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glucurénico, que lleva a la sintesis de productos de detoxificacion. Esta reaccion es
catalizada por UDP-glucuronosil transferasas, sin embargo las enzimas especificas que

participan en la reaccion no han sido identificadas aun (Diaz y Murcia, 2011).

2.2.2.1 Carcinogénesis

En el cuerpo humano suceden dafios en el ADN de forma natural 10.000 veces por dia
por célula, estos dafios son reparados normalmente. Sin embargo, en el caso de la
exposicion a AFB estos pueden ser exagerados por la toxina y sus metabolitos por la
formacion de aductos. Cuando la formacién aductos entre AFBO, AFB1-ADN y el ARN
supera la capacidad de reparacién del material genético, se inducen mutaciones.
Ensayos in-vitro han reportado la capacidad de la AFB1 de unirse de forma covalente a la
citosina y a la guanina en la posicién N7 formando aductos pro-mutagénicos (aflatoxina-
N7-guanina), los aductos AFB1 y ADN causan resistencia a los mecanismos de
reparacion de dafio del ADN, se producen procesos de depurinacion, errores en la
replicaciéon (error-prone), rupturas de una sola cadena, sustitucion de pares de bases y
mutaciones por desplazamiento del marco de lectura (tipo de mutacién causada por la
insercién o delecion de un nimero de nucleétidos que no es multiplo de tres en una
secuencia de ADN). La unién de la AFB1 al ADN causa también inhibicién en la sintesis
del ARN, el cual estd implicado en la expresion genética. La AFB1 induce mutaciones
GC-TA y GC-AT cuando es metabolizado por los microsomas hepaticos a epodxido o
como 8,9-dicloruro. Los puntos calientes “hot spots” para mutaciones de AFB1 fueron

identificados predominantemente en regiones del DNA ricas en GC.

Los metabolitos de AFBO son altamente reactivos y se unen de forma covalente a
biomoléculas formado aductos de lisina con la albimina, aductos pro-mutagénicos con el
ADN y aductos N7-guanina que causan dafio en las enzimas de reparacion del ADN, lo
gue causa dafios somaticos, especialmente cuando los aductos se localizan en regiones
del ADN activas para la transcripcion. La AFB1 y el AFBO causan cambios estructurales
en la mitocondria. El 8,9-epoxido puede unirse al ADN mitocondrial (mitADN) lo que
dificulta la produccién de ATP y la funcién de enzimas NADH deshidrogenasa y succinato
deshidrogenasa. El dafio producido en la mitocondria se ha relacionado con procesos de

envejecimiento celular y adicionalmente la formacién de aductos con el mitADN produce
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mutaciones, alteraciones en la membrana mitocondrial, incrementa la apoptosis e

interferencia con la produccién de energia.

La AFB1 y sus metabolitos inducen ademas sobre regulacién de receptores nucleares,
gue son considerados defensas evolutivas contra xenobidticos, ya que actian como
sensores para detectar dichas sustancias. La ingestion crénica de AFB1 lleva a la
activacion de la sintesis de ARNm y esto a su vez aumenta la expresion del ARNm de los
receptores nucleares como el receptor X de pregnano (PXR), el receptor constitutivo de
androstano (CAR) y el receptor de aril hidrocarburos (AhR), implicados en la modulacion
de los genes de las enzimas que intervienen en el metabolismo de fase | y de fase Il. La
aflatoxina activa estos receptores nucleares para aumentar la cantidad de enzimas
mediante aumento en la transcripcion genética y acelerar la produccion de epoéxido y
otras especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que incrementa la toxicidad. La activacion
del receptor AhR puede producir también alteraciones en los mecanismo de sefializacion
gue regulan la proliferacion, diferenciacién y apoptosis celular, la respuesta inmune y se

ha implicado en los mecanismos de carcinogénesis (Bbosa et al., 2013).

Otros mecanismos de carcinogénesis incluyen la capacidad de la AFB1 para inducir
peroxidacion lipidica. En células tumorales hepéaticas humanas, de areas geogréficas con
alta incidencia de contaminacién por aflatoxinas, se ha evidenciado una mutacion de
transversion guanina por timina (GT) en el coddn 249 y una mutacién en el exén 7 del
gen TP53, por lo que la exposicion a AFB1 se asocia con la aparicién de cancer hepatico.
Esta asociacién esta ampliamente documentada y demostrada en la literatura cientifica
(Ravinayagam et al., 2012; Stern, 2001). Las proteinas derivadas de tumores por
mutacién del gen p53 contribuyen con la carcinogénesis a través de tres mecanismos
gue se sobreponen, pérdida de la funcion, predominio de efectos negativos y ganancia
de funcion. Por ejemplo, se ha demostrado que p.R249S (una mutacion del codon 249 de
AGG a AGT, arginina a serina) ha perdido la capacidad de unirse a elementos de
respuesta del gen p53 y la capacidad de transactivar genes blanco en las lineas celulares
de carcinoma hepato celular. Por otro lado, p.R249S no muestra ganancia de funcion por
si mismo; sin embargo, interactia con el gen X del VHB, confiriéndole una ventaja de
crecimiento durante el proceso temprano de transformacion cancerosa. La interaccién
entre los aductos mutagénicos AFB1-DNA vy la proteina X del VHB podrian explicar los

efectos carcinogénicos en hepatocitos de la AFB1 en pacientes con hepatitis B.
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En estudios méas recientes se ha demostrado que la proteina E2F1 es un factor de
transcripcion que actla en genes promotores de la regulacion durante el ciclo celular y
estd implicado en la regulacién transcripcional de varios genes, cuyos productos
participan en la progresiéon del ciclo celular y la sintesis de ADN y cuya expresion esta
sobre-regulada en la transicion G1/S del ciclo celular. La expresién de la proteina E2F1
estimula el crecimiento y la invasion celular en el CHC y se ha demostrado que la AFB1
promueve la expresion de esta proteina en los hepatocitos, lo que constituye otro

mecanismo de carcinogénesis de la AFB1 (Lv et al., 2014).

El cancer de higado, principalmente el carcinoma hepatocelular es comin y mortal, sin
embargo, existen notables variaciones en la incidencia de CHC alrededor del mundo.
Esto se debe a la distribucion de los patrones de prevalencia, en relacion a los factores
etiolégicos primarios que son principalmente la infecciéon por VHB, VHC y la exposicion a
aflatoxinas. EI CHC es el tumor primario de higado mas comudn y tiene un prondstico
pobre con el menor tiempo de supervivencia que cualquier otro cancer tanto en hombres
y como en mujeres. Causa mas de medio millén de muertes al afio en el mundo y el
ndmero de casos nuevos cada afio se calcula en 750.000 (Kirk et al., 2006: Kew, 2012).
En Colombia, segun las estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia, el cancer
hepatico es la cuarta causa de muerte por cancer en hombres y la tercera en mujeres, sin
embargo se estima que esta cifra es mucho mayor ya que existen muchos casos en los
cuales el paciente fallece sin que se hubiera realizado el diagndstico, sobretodo en
regiones del pais con mayor indice de pobreza como la Amazonia y el Pacifico (INC,
2014).

En estudios disefiados para evaluar la relacion entre el virus la hepatitis B (HBV), la
exposicion a AFB1 y el riesgo de carcinoma hepatocelular, han encontrado que en
pacientes con hepatitis B la exposicion a aflatoxinas aumenta el riesgo de presentar
CHC. Un estudio realizado en Japdn evidencié que pacientes con infeccion por VHB
presentaron un riesgo relativo de 4.8 a 17.4 veces para CHC, mientras que los pacientes
con dos factores de riesgo VHB y exposicién a AFB1 tuvieron un riesgo de 59.4 a 70
veces. Esto evidencia que la AFB1 aumenta la hepatocarcinogénesis en pacientes con
hepatitis B (Shirabe et al., 2011; Cullen et al., 2009). Cuando se analiza la exposicion a

AFs como unico factor de riesgo uUnico, se estima que la exposicién contribuye con
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aproximadamente el 28.2% de todos los casos de CHC en el mundo, lo que puede
aumentar en paises en desarrollo con climas tropicales y sub-tropicales, en los que se
considera la poblacién esta expuesta de forma ubicua y permanente a niveles moderados
y altos de AFs (Liu y Wu, 2010)

Estudios epidemiol6gicos han mostrado una asociacion positiva entre la ocurrencia de
cancer de pulmén y del sistema respiratorio y la exposicién a AFB1 por inhalacion. Este
tipo de exposicion se debe principalmente a inhalacion de polvo de granos y cereales
contaminados en personas ocupacionalmente expuestas. La concentracion mas alta
registrada de AFB1 en polvo es de 55 ppm y esto sucede principalmente en plantas
procesadoras de alimentos.

En humanos también aumenta el riesgo de cancer de pulmén por la exposicion a AFB1
via oral y en estudios en animales de experimentacion la AFB1 también induce la
aparicion de tumores en pulmén. Para que se presenten los efectos toxicos es necesaria
la activaciébn enzimatica de la AFB1 por enzimas del sistema citocromo P450, las
enzimas 1A2 y 3A4 son las principalmente implicadas en la activacién de la AFB1 en
cancer hepdtico, produciendo los metabolitos AFB1-8,9-epoxido and AFM1-8,9-epoxido,
responsables de la carcinogénesis y mutagénesis. Aunque algunas enzimas como
lipooxigenasas y prostanglandina H sintetasa tienen la capacidad de activar la AFB1, su
actividad es mucho menor comparada con la enzimas citocromo P450 y se presenta
cuando las concentraciones del sustrato son altas, mientras que las enzimas 1A2 y 3A4
tienen una afinidad mayor por la toxina cuando esta se encuentra en concentraciones

bajas que son mas relevantes en exposicion ambiental.

En el pulmén humano la AFB1 puede ser activada. Cultivos de tejido bronquial también
han mostrado esta capacidad, sin embargo la enzima citocromo P450 1A2 se expresa de
manera casi exclusiva en tejido hepatico, por lo que fue necesario el disefio de estudios
experimentales para determinar las enzimas implicadas en la activacion de la AFB1 en el
sistema respiratorio, encontrandose que la enzima citocromo P450 2A13 expresada
predominantemente en sistema respiratorio con el nivel mas alto en mucosa nasal,
seguido de pulmén y trdquea es capaz de metabolizar eficientemente la AFB1. Esta
enzima también es la responsable de la activacién de uno de los agentes cancerigenos

especificos del tabaco mas importantes, el NNK (4-(n-metil-n-nitrosamino)-4-(3-piridil)-
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butanal). Esta enzima tiene una actividad metabdlica significativa metabolizando la AFB1
y formando los metabolitos toxicos AFB1-8,9-epoxido y AFM1-8,9-epoxido cuando el
sustrato se encuentra en bajas concentraciones de 15 uM y también a concentraciones

mas altas de hasta 150 uM (He et al., 2006).

2.2.3 Aflatoxina M1y Exposicién Temprana

Como se ha descrito, la AFM1 es uno de los metabolitos hidroxilados més importantes de
la AFB1, no se considera metabolito de detoxificacién, ya que conserva propiedades
toxicolégicas de la molécula parental (10% de carcinogenicidad) y algunos estudios
sugieren que es ademas hepatotdxica e inmunotoxica (Denning et al., 1995). Mujeres
lactantes que consumen AFB1 eliminan AFM1 en la leche materna. La tasa de
conversion de AFB1-AFM1 es altamente variable, puede ir de 0.5% hasta 6% (Neal et al.,
1998). La toxina es termoestable y no se presentan cambios en la concentracion tras
procesos de pasterizacion. El nimero CAS es 6795-23-9, tiene un peso molecular de 328

Da y su férmula molecular es C,;H,,0- (Figura 2-8)

O-CH,

Aflatoxina M1

Figura 2-8. Estructura quimica de la AFM1

La Union Europea establece como niveles maximos de AFM1 en leche para consumo
humano 0.05 pg/kg, diez veces menos que la legislacién en nuestro pais y 0.025 pg/kg
en leches o alimentos a base de leche para consumo pediatrico, con la propuesta de
disminuir esta concentracion a 0.01 ug/kg (Caloni et al., 2006). Una de las razones para

ser tan estrictos con los niveles permitidos en lactantes y en nifios, es que la evidencia
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gue demuestra una relacion entre la exposicion a aflatoxinas y el retraso en el
crecimiento es cada vez mas fuerte, pues estudios en animales y estudios

epidemioldgicos respaldan esta asociacion (Khlangwiset, 2011).

El metabolismo hepético fetal es muy diferente al metabolismo adulto debido a menor
flujo sanguineo e inmadurez en el desarrollo, lo que los hace mas susceptibles a los
efectos adversos producidos por xenobidticos. Asi mismo, los pacientes pediatricos se
encuentran en una etapa de rapido desarrollo y por consiguiente presentan también
mayor susceptibilidad a la agresién por sustancias toxicas, lo que evidencia la
importancia de la exposicion a aflatoxinas en estos periodos criticos. Estudios en nifios
han demostrado disminucion en inmunoglobulinas en saliva tras la exposicion a
aflatoxinas, como la inmunoglobuina A secretora en saliva (slgA), la cual juega un
importante papel en la defensa de primera linea en mucosas ante agentes patégenos
antes de que estos ingresen al torrente sanguineo. Se considera que la exposicion
temprana y repetitiva a aflatoxinas en Utero puede predisponer a cancer de higado mas
adelante durante la vida y que la inmunosupresién causada por el consumo de AFs es un
factor contribuyente. Las AFs pueden aumentar la susceptibilidad a presentar infecciones
como neumonia y pueden también interferir con la eficacia de las inmunizaciones (Sherif
et al.,2009). El consumo de aflatoxinas se ha identificado como un factor de riesgo para
ictericia neonatal, especialmente en los casos de ictericia de causa desconocida. Como
se ha mencionado anteriormente, existen estudios epidemiolégicos que correlacionan la
exposicion a AFs con retraso en el crecimiento, en especial en nifios menores de 5 afos,
en los cuales se observa relacion dosis respuesta entre la dosis de AFs y el grado de
retraso en el crecimiento y bajo peso. También existe una correlacion negativa
(p<0.0001) entre marcadores bioldégicos como la concentracién de AF-alb (aflatoxina
unida a la albumina en sangre) y el incremento ponderal tras 8 meses de seguimiento
(Gong et al., 2004).

La enfermedad de Kwashiorkor se ha asociado con la presencia de AFs en la dieta segun
algunos estudios observacionales. Esto es debido a que la toxina interfiere en la sintesis
de proteinas. Cuando se evallan indicadores nutricionales en referencia a
micronutrientes, se ha observado que las AFs modulan la vitamina A, produciendo

deficiencia y en consecuencia mayor inmunosupresion, ya que la vitamina A esta
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implicada en el mantenimiento de la competencia del sistema inmune. Asi mismo las
concentraciones de Zink y selenio también se ven afectadas por estas toxinas.

La OMS priorizd unos problemas que impactan de forma negativa en la salud y en la
carga de enfermedad en afios de vida ajustados en funcién de la discapacidad (AVAD).
Estos factores contribuyen con la carga de enfermedad en paises en vias de desarrollo.
Debido a los efectos inmunolégicos y nutricionales de las aflatoxinas, 6 de estos 10
primeros problemas reconocidos por la OMS estan influenciados por el consumo de
aflatoxinas, lo que contribuiria con aproximadamente el 43.6% de los AVAD en estos

paises y evidencia la importancia de controlar estas toxinas (Williams et al., 2004).

Las aflatoxinas pueden inducir en el higado lesiones idénticas a las observadas en los
casos de cirrosis. En algunos nifios la ingesta excesiva de cobre y el consumo de AFs
actuan de forma sinérgica para producir enfermedad hepatica. La encefalopatia hepética
en pacientes con sindrome de Reye que fallecieron, también se ha asociado con
concentraciones de AFs en muestras de higado (Sherif el al., 2009).

En toxicologia es cada vez mas importante el concepto de epigenética, conocida como la
nueva ciencia genética y que en consenso se define como los cambios colectivos
heredables del fenotipo debido a un proceso que se sucede de forma independiente de la
secuencia de ADN primaria, pero que varia la expresion de los genes (Tollefsbol, 2011).
La informacion epigenética puede ser transmitida en organismos de una generacion a
otra ya que estos cambios permanecen estables durante la mitosis y en algunos casos
meiosis. Cada vez hay mas evidencia que demuestra que las alteraciones epigenéticas
pueden alterar de forma importante la salud y que los mecanismos epigenéticos son
particularmente relevantes en la respuesta a sustancias téxicas cuando la exposicion
ocurre de forma temprana en la vida, como es el caso de la exposicién a AFs en Utero o
mediante su consumo en la leche materna. Esto se debe a que el epigenoma (conjunto
de marcas epigenéticas) a diferencia del genoma es mas dinamico y desempefia un
papel vital en el desarrollo embrionario, la diferenciacion tisular y la aparicion y desarrollo
de enfermedad mediante el control de la expresion génica, es decir, la exposicion
temprana a sustancias toxicas produce cambios epigenéticos irreversibles que causan
enfermedad de forma posterior en la vida, ya sea durante la infancia o la adultez (Nye et
al., 2014).
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Los mecanismos epigenéticos mas importantes de regulacion de genes son tres:
metilacién del ADN, modificaciones de las histonas y silenciado de genes asociado al
ARN. La metilacibn del ADN es uno de los mecanismos mas estudiados por su
importancia en carcinogénesis y hace referencia a la adicion de un grupo metilo en la
posicién 5’ de citosinas que preceden a guaninas en los dinucledtidos llamados CpG
(citosina-fosfato-guanina), esta reaccion es catalizada por las enzimas ADN-
metiltransferasas (DNMTs) y depende de la concentracién de S-adenosil-metionina
(SAM), co-sustrato donador de grupos metilo en la célula. Este mecanismo de metilacion
hace parte de la funcion celular normal y tiene implicacién en la regulacion de la
expresion génica. Existen regiones enriquecidas en CpGs que se denominan islas CpG
en los promotores genéticos y pueden ser silenciadas por metilacion aberrante del ADN.
La consecuencia de esta metilacion es la represion transcripcional y la detencion de la
expresion génica mediante la inhibicién de unidn de factores de transcripcion y elementos
accesorios, lo que lleva a la condensacién de la cromatina. Estos patrones de metilacion
aberrante se han observado durante el desarrollo y la progresion del CHC en pacientes
expuestos a AFB1. La metilacion altera la expresion de genes en las células durante la
diferenciaciéon embrionaria de células pluripotenciales a células diferenciadas (Joh et al.,
2014).

El otro mecanismo epigenético de regulacién génica consiste en modificacion de las
histonas. Las modificaciones mas comunes ocurren en el extremo N-terminal en
aminodcidos especificos de las histonas e incluye reacciones de fosforilacién, acetilacién,
metilacién y ubiquitinacién (adicién de una o varias moléculas de ubiquitina, una proteina
pequefia, de manera covalente a proteinas blanco en residuos de lisina). Algunas
modificaciones postraduccionales estan asociadas a la remodelacion de la cromatina y
otras estadn asociadas con la metilacion del ADN en las islas CpG determinando la
actividad/inactividad de la cromatina lo que lleva a induccién o represion genética. Este
grupo de modificaciones se denomina cédigo de histona y determina el nivel de
expresion del gen silenciandolo o aumentando la expresion. Adicionalmente aumenta el
potencial de la informacién genética y es un proceso de regulacién importante en la
remodelaciéon de la cromatina, por lo que juega un papel importante en el destino celular.
Sin embargo, este mecanismo dinamico de actividad de la cromatina puede ser alterado

por estimulos externos como la exposicibon a AFB1 mediante la regulacion de la



40 Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional

descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de la ciudad de Bogota

magquinaria epigenética para producir la expresién de genes y fenotipos patologicos que

contribuyen con los proceso de carcinogénesis.

Finalmente, el silenciamiento génico mediado por el ARN. Es un mecanismo epigenético
gue de forma aislada o en conjunto con los otros mecanismos interviene en la
propagacion estable de los estados de actividad génica. Diferentes moléculas con
funcion de silenciar genes han sido identificadas, especialmente en el silenciamiento
génico post-transcripcional (PTGS). Entre estas se encuentra un nucleétido pequefio (20-
30 nucledtidos) denominado micro ARN de interferencia (minARNS), que regulan la
expresion del gen blanco mediante unién al ARNm o por inhibicién de la traslacion. Se
sabe que estas moléculas estan involucradas en la regulacién post-transcripcional de
genes y contribuyen con varias funciones celulares como la proliferacion, crecimiento,
diferenciacion, sefalizacion celular y la respuesta inmune. Pueden intervenir en
diferentes procesos patoldgicos y fisioldgicos importantes y cambios en su expresion se
han asociado con la aparicion de enfermedad, mas especificamente de cancer y con
alteraciones en la respuesta a medicamentos (Farazi et al., 2013). Dependiendo de sus
genes blancos, los minARNs pueden funcionar como oncogenes o0 supresores tumorales.
La AFB1 juega un papel significativo en el desarrollo de oncogenes. En el CHC varios
minARNs causan expresion génica aberrante. Se ha reportado que el microRNA-17~92
cluster es un oncogen que promueve la formacién de tumores, la angiogénesis, la
invasion tumoral y metastasis en células tumorales especificas de CHC. Otro ejemplo es
el miR-34 que regula la actividad y funcién del gen p53 actuando directamente sobre el
gen o modulando la respuesta en las células. El punto caliente o “hot spot” de esta
mutacion se encuentra localizado en el codén 249 exén 7 del gen p53 y se considera la
firma molecular de la exposicion a aflatoxinas (Shen, 2012). En conclusion, la AFB1 vy el
AFBO causan muchos cambios genéticos y epigenéticos involucrados en la patogénesis

molecular del CHC.

En el campo de la toxicologia ambiental y de alimentos existe un creciente interés en
entender como xenobiodticos que se encuentran en el ambiente y en la dieta pueden
interactuar con el genoma, modificando la expresién genética y alterando la composicion
de las proteinas y metabolitos en las células. Desde este punto de vista se ha

demostrado que la alimentacion materna durante la gestacion y la lactancia puede
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afectar el fenotipo del feto y el recién nacido por mecanismos epigenéticos, debido a que
la dieta tiene una gran influencia en la reprogramacion epigenética extensiva durante las

etapas tempranas de desarrollo.

La exposicion en pacientes pediatricos puede presentarse durante la gestacion, a través
de la leche materna o por el consumo de alimentacion complementaria. Esta exposicion
es un proceso silente y persistente que sucede sin que pueda ser reconocido y que lleva
consigo todos los riesgos y problemas de salud anteriormente mencionados, que en
estas etapas de desarrollo tienen una importancia mucho mayor, ya que van a tener
repercusiones a lo largo de la vida. En este sentido, las estrategias para prevenir la
exposicion a estas sustancias téxicas en la poblacién deben enfocarse también en la
alimentacion infantil y en la dieta de las mujeres en gestacion y durante el periodo de
lactancia. Adicionalmente, debido a los efectos adversos que causan estas toxinas en la
salud se deriva la necesidad de hacer estudios de experimentacién en animales y

estudios observacionales y epidemiolégicos en humanos.

2.3 Reglamentacion

La seguridad alimentaria y la proteccion de la salud de enfermedades que pueden ser
producidas por el consumo de alimentos, se ha convertido en un &rea de interés
creciente para diferentes ramas de la ciencia y especialidades, debido a los retos que
implica asegurar alimentos inocuos y de alta calidad para el consumo humano. Mientras
en los paises industrializados se ha desarrollado la infraestructura necesaria para
monitorear estandares de calidad en los alimentos, las personas que viven en paises en
vias de desarrollo no se encuentran protegidas por este tipo de medias ni por el
cumplimiento de las medidas de seguridad alimentaria en su pais. Esto implica ademas
gue los alimentos de alta calidad que se producen sean exportados a paises con altos
estandares en seguridad alimentaria, dejando para consumo local los alimentos que no

cumplen con las exigencias del comercio internacional (Stoev, 2013)

Debido a la importancia de estas micotoxinas en salud pubica, se han hechos esfuerzos
para controlar la contaminacion de alimentos y la exposicion en seres humanos. Es por
€s0 que en casi todos los paises de mundo estan reguladas y se han establecido niveles

maximos permisibles en alimentos. A continuacion se presentan los valores establecidos
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en la reglamentacién en Colombia (Tabla 2-1) y que se encuentran consignados en las

normas técnicas colombianas (NTC).

Tabla 2-1. Tabla de niveles méaximos permitidos de Aflatoxinas en alimento para

consumo humano. Tomado (NTC 3581)

NTC

NORMA TECNICA COLOMBANA QUE TRATA DE ARMONIZAR VALORES FIJADOS

Industrias alimentarias.
Nivel méaximo de aflatoxinas
permitido en alimentos

El contenido maximo de
aflatoxinas totales

(Total de aflatoxinas B1 +B2+
G171+ G2) en alimentos

para consume humano directo

El contenido maximo de
aflatoxinas totales

(Total de aflatoxinas B1 +B2 +

G1+ G2) en alimentos a grane/
NO destinados a consuma humano

El contenido maximo de
(Aflatoxina M1) en leche
para consumo humano

10 pg/kg (10 ppb)

20 pa/kg (20 ppb) De acuerdo a la AOAC
oficial method 977.16
sampling of aflatoxins

0.5 po/kg (500 ppt)

Adicionalmente, el 30 de octubre de 2013 el Ministerio de Salud y Proteccién Social

aprobd la resolucion 4506 en la que se establecen niveles maximos de contaminantes en

los alimentos. En esta reglamentacién se incluyen nitratos, micotoxinas y metales

pesados entre otros. Dicha resolucion también establece que la inspeccion, vigilancia y

control de dichas medidas le correspondera tanto al Instituto Nacional de Vigilancia de

Medicamentos y Alimentos — INVIMA- como a las Direcciones Territoriales de Salud.



3.Metodologia

3.1 Tipo de Estudio

Estudio observacional descriptivo de corte transversal

3.2 Area de Conocimiento

Este estudio estd enmarcado en el area de la toxicologia de alimentos y en el area de

salud publica.

3.3 Estructura General del Estudio

El objetivo del estudio fue cuantificar mediante cromatografia liquida de alta eficiencia los
niveles de AFM1 en muestras de leche materna como biomarcador de exposicién a AFB1
en madres lactantes y exposicion a AFM1 en recién nacidos y lactantes. El estudio se
desarrollé en dos fases, durante la primera se realiz6 la validacion de la técnica analitica
en el Laboratorio de Toxicologia del edificio de postgrados de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia y durante la segunda
fase se realizé la recolecciéon y analisis de las muestras. Cuando se estaba realizando la
validacién de la técnica analitica se evidencié que el método podia detectar tato AFM1
como AFM2, de tal forma que se realizé la validacion para la deteccion de las dos toxinas

en leche materna y se determinaron los niveles en las muestras recolectadas.

Las muestras fueron obtenidas del lactario del Hospital de la Misericordia de la ciudad de
Bogota, hospital que tenia convenio asistencial con la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia. Se seleccionaron las mujeres que cumplian los
criterios de inclusion al momento de tomar la muestra de leche materna segun los
protocolos adoptados. Se aplicé un cuestionario que incluia preguntas sobre la ingesta
diaria de alimentos potencialmente contaminados con aflatoxinas segun la revisiéon de la
literatura y otras preguntas de identificacion y antecedentes médicos de las madres y de

los recién nacidos y lactantes. No se realizé seguimiento posterior de los individuos.
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Las muestras de leche fueron llevadas al laboratorio de toxicologia para andlisis y
cuantificacion de los niveles de AFM1, y posteriormente se realiz6 la estadistica

descriptiva de los datos.

3.3.1 Poblacion

Mujeres que asistian a los lactarios de las instituciones de salud participantes en el
estudio, que en el momento se encontraban lactando y que cumplian con los criterios de

inclusion.

3.3.2 Criterios de Inclusién

* Manifestar expresamente el deseo de participar voluntariamente en el estudio,
mediante la firma del consentimiento informado.

* Mujeres que se encuentren en las instituciones de salud parte del estudio, que
estén lactando y estén en condiciones de proporcionar una muestra de 100 cc de

leche materna.

3.3.3 Criterios de Exclusion

» Presentar condiciones que le impidan comprender, hacerse comprender o
sostener adecuadamente una comunicacion verbal con otros individuos.

* Presentar algun tipo de enfermedad en la glandula mamaria que pueda
contaminar la muestra recolectada.

* Madres con diagnéstico clinico de hepatitis o infeccién por VIH.

3.3.4 Fuentes de Informacion de los Individuos

La informacién fue obtenida de manera directa por el investigador mediante la realizacion
de una entrevista a la madre antes de la toma de la muestra. La informacién obtenida fue

consignada en un cuestionario disefiado para tal fin (ANEXO A).

El investigador debia estar familiarizado con los beneficios de la lactancia materna
(ANEXO B) como politica de los lactarios del hospital y conocer a profundidad los

objetivos y procedimientos del estudio.
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3.3.5 Estrategias de Muestreo y Manejo de las Muestras

A las participantes en el estudio se les brindo una explicacion completa y pertinente
sobre la investigacién y les fueron explicados los procedimientos del estudio, en especial
el derecho a retirarse sin perjuicio alguno. Posteriormente se les solicité que otorgaran
por escrito su aprobacién para ser parte del estudio, mediante la firma del consentimiento
informado (ANEXO C). Hecho esto, se procedi6 a tomar la muestra (100 ml). Se
recolectaron las muestras de las mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion y
gue aceptaron participar en el estudio hasta completar el nimero requerido de muestras

a través de un muestreo consecutivo por conveniencia.

La técnica utilizada para la toma de muestra se realiz6 segun el protocolo establecido por
la OMS (ANEXO D). La extraccion fue preferiblemente manual o con la ayuda de un saca
leche después de una toma, para aprovechar el reflejo de salida de la leche de la madre.
La muestra fue recolectada en un una bolsa recolectora estéril destinada para tal fin. En
la etiqueta de la bolsa se escribi6 el cédigo unico de identificacion.

Las muestras fueron transportadas hasta el laboratorio en una nevera portable que
contenia hielo seco, esta estaba debidamente marcada y en la etiqgueta estaba
especificado el contenido “Leche Materna”. Las muestras fueron almacenadas en el
refrigerador, a aproximadamente 4°C, durante 72 horas como maximo, o en el
congelador, a - 20 °C, si se requeria por periodos mas prolongados hasta el analisis. Una
vez procesadas, las muestras fueron almacenadas por un periodo indefinido a -70°C
(Lovelady et al., 2002).

3.3.6 Tamafno de la Muestra

Segun el protocolo establecido por la OMS para el andlisis de compuestos organicos
persistentes COPs en leche materna, se considera y establece como muestra
significativa para un pais con una poblacién igual o menor a 50 millones de habitantes un
n=50 (OMS, 2007)
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3.3.7 Recoleccion de Datos

Se realiz6 mediante un modelo de cuestionario para recoger la informacion relevante
para el estudio tanto de la madre como del lactante. En cuanto a la madre se interrogaron
algunos datos demograficos y socioecondmicos como lugar de residencia, edad, estrato
y nivel educativo, informacion sobre la historia clinica prenatal, antecedentes
ginecologicos que se consideraron relevantes, historia de lactancia y finalmente una
anamnesis alimentaria. Sobre él bebe se indagd el estado general de salud, género,
edad y peso (ANEXO D).

Antes de iniciar la recoleccion de las muestras se realiz6 una prueba piloto para evaluar
la efectividad del cuestionario, para esto el investigador principal realizé una entrevista a
30 madres asistentes al lactario que aceptaron responder las preguntas y posteriormente
se realizaron los ajustes y modificaciones necesarias. Una vez terminada esta prueba se

inici6 la recoleccién de datos para el estudio.

3.3.8 Definicion Operacional de las Variables

Variables de Persona Madre:
* Niveles de Aflatoxina M1 en leche materna variable cuantitativa continua.
» Edad. Variable cuantitativa medida en afios cumplidos.
« Estrato. Variable cualitativa ordinal.
* Nivel de escolaridad. Variable cualitativa ordinal.
+ Paridad. Variable cuantitativa discreta.
* Ingesta diaria de alimentos posiblemente contaminados con AFs. Variable

cuantitativa discreta numérica medida como raciones consumidas por dia.

Variables de Persona Recién Nacido:
« Edad. Variable cuantitativa, medida dias de nacido.
* Peso. Variable cuantitativa medida en gramos.

e Geénero. Variable cualitativa dicotbmica.

Variables de Tiempo:

» El estudio se realizara en un periodo de 12 meses.
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Variables de Lugar:
» Lactario del Hospital de la Misericordia de Bogota, institucion que aceptd
participar en el estudio.
* Localidad. Variable cualitativa nominal.

« Area de procedencia. Variable cualitativa dicotomica (rural-urbana).

3.3.9 Técnicas de Investigacion y Criterios de Analisis

3.3.9.1 Aplicacioén del Cuestionario

Se realizé un interrogatorio directo a las mujeres participantes en el estudio, sobre los
habitos alimenticios con especial énfasis en el consumo de alimentos susceptibles de
sufrir contaminacién por aflatoxinas como maiz y sus derivados, productos derivados del
trigo, frutos oleaginosos, arroz y otros cereales, legumbres y frutas secas. Se indagé por
el consumo de alimentos en los tres dias antes a la recoleccion de la muestra teniendo

en consideracion el tiempo de eliminacién de la AFM1 en leche.

Se les pregunté a las madres por el consumo de alimentos de interés, estos fueron

expresados en raciones por dia.

3.3.9.2 Determinacion de AFM1y AFM2 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

Para la determinacion de la AFM1 y la AFM2 se utilizaron los siguientes reactivos:
Estandar de AFM1 y AFM2 de 2000 ng/ml en acetonitrilo de Micotox Ltda. (Bogota,
Colombia).

Columnas de inmunoafinidad que contienen anticuerpos que reaccionan con la AFM1y la
AFM2 de Neogen Europe Ltda. (Ayr, Scotland).

Acetonitrilo y metanol grado HPLC de Merck KGaA (Darmstadt, Germany).

Agua tipo 1 obtenida de un sistema Millipore Milli-Q system (EMD Millipore, Billerica, MA,
USA).
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Imagen 3-1. Columnas de Inmunoafinidad. Fuente: el autor.

El método utilizado para la determinacion de AFM1 y AFM2 en el presente estudio esta
basado en un método estandarizado internacionalmente para leche de vaca y por
consiguiente se realizd una validacion intralaboratorio para leche materna (ISO 14501,
1998).

Una vez las muestras fueron llevadas al laboratorio, se analizaron para determinar la
presencia de AFM1 y AFM2 mediante lavado en columna de inmunoafinidad y
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a un detector de fluorescencia

de la siguiente manera:

La muestra de leche materna (100ml) se calienta hasta lograr una temperatura de 37°C y
se homogeniza suavemente con un agitados magnético para dispersar los globulos de

grasa.
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Imagen 3-2. Calentamiento de las muestras. Fuente autor.

Las muestras se pasan a tubos falcon midiendo 45 ml en cada tubo y se procede a
centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos para separar la grasa. Se elimina la capa
superior delgada de grasa y luego se filtra la muestra a través de un papel de filtro
cualitativo utilizando un embudo. Debe recolectarse una alicuota de 50 ml de filtrado por

cada muestra.
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Imagen 3-3. Procedimiento de filtrado

Ahora se procede a la preparacion de la columna de inmunoafinidad que contiene
anticuerpos monoclonales contra la AFM1 y AFM2. Es necesario que la columna esté a
temperatura ambiente antes de usarse, ya que estas se almacenan refrigeradas. Se
verifica que la columna no se haya secado y que se observa la soluciébn tampon por
encima del gel, luego se remueve el extremo inferior de la columna y se acopla al equipo
de vacio, se verifica que la llave de paso esté cerrada para evitar pérdida de la solucion
tampon. Se remueve el extremo superior de la columna y se inserta firmemente una

jeringa de plastico de 50 ml que va a servir como reservorio para la muestra.
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Imagen 3-4. Preparacion de la columna de inmunoafinidad

Se procede a pasar la muestra por la columna de inmunoafinidad a una velocidad
constante de 2 a 3 ml/min hasta que finalice toda la muestra. Posteriormente viene la
fase de lavado, cuyo objetivo es eliminar cualquier residuo que pueda estar presente en
la columna antes de la fase de elusion de la toxina. Para esto se realiza un lavado con
dos volumenes de 10 ml de agua destilada, que deben ser pasados a través de la
columna a una velocidad constante de 5 ml/min. Finalmente, antes de la fase de elusion
debe dejarse secar el gel y se deben retirar los residuos de agua de las paredes de la

columna de inmunoafinidad, para esto puede utilizarse una corriente de aire suave.

Para realizar la elusion y lograr de separacion de las toxinas de los anticuerpos en la
columna se utilizan 1,25 ml de metanol-acetonitrilo (2:3; v/v) a razén de una gota cada 2
a 3 segundos, seguido de 1,25 ml de agua tipo 1 que se recuperan en un vial de 4 ml.
Para asegurar una elusion completa de la toxina, la solucién organica debe estar en
contacto con el gel de la columna de inmunoafinidad por al menos 30 segundos, esto se
puede lograr reversando la direccion del flujo con ayuda de una jeringa, siempre y
cuando se evite la formacion de burbujas.
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Imagen 3-5. Elusién de la AFM1 y AFM2

La solucién obtenida se agita en vortex y se pasa 1 ml a través de un filtro millipore en un
vial ambar silanizado de 1,5 ml para evitar pérdida del analito, ya que la aflatoxina puede
adherirse al vidrio del vial. Se procede a la determinacién de las AFs por cromatografia

liquida de alta eficiencia (Figura 3-1).

Lavado con 20m| Eluir usando metanol

Columna de inmunoafinidad 50ml de leche materna de agua tipo 1 y acetonitrilo (2:3)
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Figura 3-1. Determinacion de AFM1 y AFM2 utilizando una columna de inmunoafinidad.
Fuente autor.

La cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC, se llevo a cabo en un cromatografo
Shimadzu Prominence sistema HPLC que consta de una unidad de desgasificacion
DGU-20A3, una bomba dual LC-20AB, un dispositivo de inyeccion SIL-20AHT, un
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detector de fluorescencia RF-20Axs, una columna CTO-20A y un moddulo “bus” de

comunicaciones CBM-20A, todos controlados por el software Lab Solution.

Imagen 3-6. Cromatégrafo Shimadzu Prominence sistema HPLC

La fase movil empleada es una mezcla socréatica de agua:acetonitrilo:metanol (50:30:20;
v:v:v) previamente desgasificada a un flujo de 0,6 ml/min. Se utiliz6 una columna
Phenomenex Prodigy ODS3 of 250 x 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 um
(Phenomenex Inc. Torrance, CA, USA) que se mantenia a una temperatura de 30°C.

El detector de fluorescencia se programé a una longitud de onda de excitacion de 346 nm
y a una longitud de onda de emision de 430 nm que fueron determinadas después de
realizar tres espectros (ANEXO G). Los metabolitos fueron identificados por comparacion
de los tiempos de retencion y co-inyeccion de estandares, se utilizé6 un estandar AFM1-

AFM2 a una concentracion de 200 ngl/l.

A continuacion se presenta una tabla en la que se resumen los pasos del método
analitico empleado en la determinacion de las concentraciones de aflatoxina en las

muestras:
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Tabla 3-1. Resumen del método analitico para determinacion de AFM1 y AFM2 en
muestras de leche materna

PASO EN LA MARCHA ANALITICA OBJETIVO
1 Calentar 100 ml de leche a 37°C Disolver los globulos grasos
2 Agitar suavemente mediante agitacion Dispersar los glébulos grasos
magnética
3 Centrifugar a 4,000 g durante 15 minutos Separar la grasa de a fase acuosa
4 Filtrar a través de papel cualitativo y colectar Separar la grasa de |a fase acuosa

exactamente 50 ml de filtrado

5 Pasar los 50 ml de filtrado a través de una Concentrar el analito
columna de inmunoafinidad NeoGColumn Aflatoxin®

6 Lavar la columna con dos volimenes Sucesivos Remover impurezas
de 10 ml de agua destilada

7 Eluir la columna con 1.25 ml de acetonitrilo: Recuperar el analito concentrado
metanol (3:2), seguidos de 1.25 de agua
destilada en un vial ambar salinizado de 4 ml

8  Inyectar 10 pl en el cromatografo de liquidos Identificar y cuantificar el analito

3.3.9.1Analisis Estadistico

La variable respuesta consistié en el nivel de AFM1 (ng/l) en leche materna, para cada

madre lactante, y esta variable se considera continua.

Los factores sociodemograficos correspondieron a la edad de la madre (afios), el peso
del recién nacido o lactante (gramos) y la edad (dias) al momento de la toma de muestra

de leche materna.

Los factores categoricos sociodemogréficos para cada madre lactante fueron: el estrato
socioecondémico, el nimero de hijos, el nivel de escolaridad, el area de residencia, la

relacion de la madre con el Distrito Capital de Bogota, el nimero de controles prenatales,
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los antecedentes patolégicos de la madre, si el embarazo fue normal, las patologias
presentadas durante el embarazo, el tipo de parto, y el género de los hijos de las madres

lactantes.

Los factores categdricos de alimentacion, en los tres dias anteriores a la toma de
muestra de leche materna fueron, el nUmero de raciones consumidas de: almendras,
arepa de maiz, arepa de trigo, arroz, avena, cebada, centeno, cereales al desayuno,

maiz, mani, nueces, pan, pasta y tortilla de maiz.

Se elabor6 la estadistica descriptiva univariada (promedio, mediana, desviacion estandar,
error estandar, minimo, maximo, rango) para los factores sociodemograficos, y tablas de
frecuencias absolutas y relativas para los factores categéricos sociodemogréficos y de

alimentacion.

Los andlisis se elaboraron utilizando el software R, version 3.0.2 (R Core Team (2013).
R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/).

3.4 Consideraciones Eticas

De acuerdo con lo establecido en la Resolucién N°008430 del 4 de Octubre de 1993
emitida por el Ministerio de Salud, se considera que el presente proyecto de investigacion
contribuye a la generaciéon de conocimiento Util para la prevencion y control de los
efectos adversos sobre la salud, ya que se esta investigando un problema de salud

publica como es la exposicién a aflatoxinas, que son sustancias altamente téxicas.

Se espera que los resultados de este estudio fortalezcan la base empirica para la
evaluacion del riesgo sanitario de las personas, y promuevan medidas de proteccion
ambiental y otras destinadas a reducir las concentraciones de estas sustancias en la

leche materna.

El investigador encargado de la recoleccion de informacion y de la toma de muestras fue
un profesional entrenado y capacitado, con conocimiento y experiencia en el ambito
médico. Este proporciond informacion sobre las caracteristicas y los objetivos del estudio

a las donantes.
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Se protegio la privacidad de todos los individuos que hagan parte del estudio y la

informacion personal recolectada fue considerada como confidencial.

Esta fue una investigacion con riesgo minimo y los individuos participantes en el estudio

no sufrieron dafio como consecuencia inmediata o tardia del estudio.

Todos los participantes en la investigacion firmaron el consentimiento informado
(elaborado de acuerdo a lo establecido en la Resolucion 008430de 1993), que fue
explicado claramente antes de proceder a su firma. Mediante este, autorizan su
participacion en el estudio (ANEXO C). En el caso de los individuos menores de edad, se
obtuvo el consentimiento informado de quien ejercia la patria potestad o la

representacion legal del menor.

La presente investigacion no representd riesgos para las mujeres lactantes, asi como
tampoco para el lactante. En ningln momento la recoleccion de muestras constituyo una

carga excesiva para la madre ni puso en riesgo el estado nutricional del lactante.

La toma, transporte y manipulacion de las muestras se realiz6 de acuerdo a lo
establecido en los protocolos internacionales existentes para el caso (Lovelady et al.,
2002). En todo momento se acogieron las normas de buenas practicas de laboratorio y
se siguieron las medidas de bioseguridad que fueron pertinentes para este tipo de

investigacion.

Todas las personas que participaron en el estudio, y especialmente las que estuvieron en
contacto directo con posibles donantes, estuvieron bien informadas sobre los beneficios
de la lactancia materna para la salud del lactante y también de la madre. EI Anexo B
contiene informacién general sobre por qué es importante la lactancia materna, y fue

leido por todas las personas que intervinieron en el estudio.

El presente proyecto fue sometido a evaluacién por parte del Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, asi como el de la

Institucién de Salud en la que se realizé la investigacion (ANEXO E).
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3.5 Propiedad Intelectual

El presente trabajo de investigacion respeta el derecho de reserva de propiedad
intelectual de la investigacion y se acoge a todas las normas consagradas en el
Reglamento sobre Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de Colombia,
contenido en el acuerdo 035 del 2003 (Acta 8 del 3 de diciembre) del Consejo
Académico.

Yo, Marlib Paloma Sénchez Torres, como autor de la Tesis de Maestria titulada,
Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional
descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de referencia de la ciudad de
Bogota, durante el afio 2013 y contenida en este documento, reconozco que recibi apoyo
econdémico de la Vicedecanatura de Investigacién de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional sede Bogota por ocho millones de pesos moneda corriente
($8.000.000), en convocatoria para estimulo a la investigacion a través de proyectos y
trabajos de investigacion en los posgrados de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia, 2012.

Conté con la direccion del Dr. Gonzalo Diaz, profesor titular de la Universidad de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de sede de la Universidad Nacional, quien
me asesord durante mi trabajo en el Laboratorio de Toxicologia, especialmente con el
uso de los equipos para la realizacion de la determinacion de AFM1 en las muestras de
leche, dirigi6 la validacion del método analitico y me aporté su conocimientos y

experiencia durante el desarrollo de este proyecto de investigacion.

Conté con la codireccion de la Dra. Myriam del Carmen Gutiérrez egresada de la
Maestria en toxicologia de la Universidad Nacional y docente pensionada de la Facultad
de Medicina, quien me brindo apoyo intelectual para el desarrollo del presente proyecto.

La mayoria del trabajo es informacion sobre los resultados del estudio, la cual debe ser

compartida con la comunidad académica y cientifica.

Este manifiesto esta basado en la ley 23 de 1982 de derecho de autor de la Republica de
Colombia, la declaracion 351 de la comunidad Andina de Naciones y el reglamento de

propiedad intelectual de la Universidad Nacional de Colombia, acuerdo 035 de 2003.






4.Validacion del Método Analitico

Para la determinacion de la AFM1 y la AFM2 se empled el método estandarizado
internacionalmente ISO 14501 para determinacion de AFM1 por limpieza con columna de
inmunoafinidad y cromatografia liquida de alta eficiencia en leche y polvo de leche; sin
embargo, este método utiliza como matriz leche de vaca, por lo que fue necesario

realizar una validacion intralaboratorio de la metodologia analitica para leche materna.

El primer paso fue la elaboracién de un plan de validaciéon (ANEXO F) que contiene los
pardmetros de la validacion requeridos y el disefio experimental. La validacién fue
realizada utilizando muestras de leche materna de donantes, las cuales no tenian niveles
detectables de AM1 o AFM2.

4.1 Principio

La aflatoxina es extraida a través del paso de la muestra por una columna de
inmunoafinidad, la columna contiene anticuerpos especificos que se encuentran unidos a
un material de soporte sélido. A medida que la muestra pasa a través de la columna, los
anticuerpos se unen selectivamente con toda la aflatoxina (antigeno) presente en la
muestra formando un complejo antigeno-anticuerpo. Todos los otros componentes de la
matriz de la muestra se lavan de la columna con agua. La cantidad aflatoxina presente en
el eluato se determina por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

acoplada a deteccidn fluorimétrica.

4.2 Columna de Inmunoafinidad

La columna debe contener anticuerpos contra la AFM1 y la AFM2. La columna debe
tener una capacidad maxima de no menos de 100 ng de aflatoxina M1 (lo que
corresponde a 2ug/l cuando se aplica un volumen de muestra de 50 ml) y dara una
recuperacion de no menos del 80% para la AFM1 y la AFM2 cuando se utiliza una
solucion estandar que contiene 4 ng de la aflatoxina (lo que corresponde a 80 ngl/l
cuando se aplica un volumen de muestra de 50 ml). Cualquier columna de

inmunoafinidad que cumpla las especificaciones de rendimiento mencionados
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anteriormente se puede utilizar. El rendimiento de las columnas serd verificada

periédicamente, y al menos una vez por cada lote de columnas.

4.3 Parametros de la Validacion

Debido a los requerimientos del método analitico, antes de iniciar la validacion fue
necesario establecer el porcentaje de grasa en la leche materna, ya que es muy
importante eliminar en la mayor medida posible la grasa de la leche antes de pasar la
muestra por la columna de inmunoafinidad, para esto se emple6é el método Gerber o
método ISO 2446.

El método Gerber consiste en separar la grasa de la leche mediante la aplicacion de
acido sulftrico y alcohol amilico. Los glébulos de grasa se encuentran en un estado
emulsionado permanente con el liquido lacteo, esto sucede gracias a la membrana
fosfolipidica del glébulo graso, el &cido sulfarico a una concentracion alta oxida e
hidroliza los componentes organicos de la membrana, que en conjunto con el alcohol
amilico (2-metilbutanol) facilitan la separacion de la grasa de la solucién acida

Posteriormente, mediante centrifugacion la grasa es separa dentro de un butirdmetro de
dimensiones estandarizadas en el cual se lee directamente el contenido de grasa

expresado en g/100g de muestra.

El procedimiento consiste en agregar 10 ml de acido sulftrico con una densidad de 1,816
+ 0.003 g/ml al 90-91% en el butirbmetro, luego se afiaden 10,75 ml de leche y
finalmente 1 ml de alcohol amilico con una densidad de 0.811 +0.002 g/ml. Hay que
hacer énfasis en que el cuello del butirbmetro no se humedezca y que la leche y el acido

no se mezclen. Se cierra el butirometro y se centrifuga por 15 min a 65°C.

Después de realizar este procedimiento se obtuvo que en promedio la leche materna
tiene un porcentaje de grasa de 3,4% por lo que se considera una matriz apta para

determinacion mediante columna de inmunoafinidad y cromatografia liquida.
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4.3.1 Especificidad y Selectividad

La selectividad y la especificidad son las medidas de la confiabilidad del resultado en
presencia de interferencias. La especificidad es la habilidad de un método de responder
de manera exclusiva al analito de interés y no responder a impurezas, productos de
degradacién y otros componentes de la matriz, en el caso de la leche materna esto es
muy importante debido a que se trata de una matriz compleja con gran cantidad de
elementos esenciales en la nutricibn infantii como proteinas, inmunoglobulinas,
carbohidratos y lipidos. La selectividad del método demuestra que este puede ser usado
para cuantificar el analito sin interferencias. Es indispensable demostrar que la sefal
producida durante el proceso de medicién del analito corresponde solamente al analito y
no se debe a la presencia de algin compuesto fisica 0 quimicamente similar o
simplemente a una coincidencia. Esto se denomina confirmacion de la identidad. La
presencia o no de compuestos interferentes depende de la efectividad del proceso de
purificacién. En este caso para determinar la selectividad se utilizaron extractos de leche
materna libres del analito y se verificoO que no existia sefial en el tiempo de retencién del
analito de interés ni en un tiempo cercano. A continuacion se muestra la imagen de un
cromatograma en el cual no hay sefial en el tiempo de retencion de los analitos de

interés.

Chromatogram
Blanco C:\LabSolutions\Data\2012_3_Septiembre_ AFM1\4_2012_25_Sep_Espectros_CC\Blanco.lcd
mV

10.0
7.5
5.0

25

5/

g S ADetB Cht
0.0 i :
o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1

min

Figura 4-1. Muestra de leche materna sin valores detectables de aflatoxina



62 Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional

descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de la ciudad de Bogota

A continuacién se realizé el enriquecimiento de la muestra con AFM1 a una
concentracion 200 ng/l, esto se comparé un estandar de AFM1 para verificar que no hay

interferencias que eluyan en los tiempos de retencién de interés. De esta manera se
considera que el método es selectivo.
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Figura 4-2. Selectividad del método analitico

4.3.2 Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion
(LOQ)
Cuando se realizan mediciones del analito a niveles muy bajos como en el caso de
andlisis de residuos, es importante conocer la concentracion minima o propiedad del
analito que puede detectarse de manera confiable. EI LOD corresponde a la menor
cantidad de anlito cuya sefial puede demostrarse que es significativamente mayor a la
medicién del error aleatorio del blanco a un nivel determinado de confianza
(generalmente 95-99%). Usualmente se asume el LOD como el valor blanco (o del ruido)
mas tres veces la desviacion estandar (LOD= sefal blanco + 30). Cuando se utiliza este
parametro como LOD el riesgo de un error tipo | (falso positivo es del 0,13% mientras que

el riesgo de un error tipo Il (falso negativo) es del 50%. Es por esta razén que en la
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determinacion del LOD se realizé segun el método establecido por la EPA 40 CFR part
136, apéndice B.

En este documento el limite de deteccion del método se define como la concentracion
minima de una sustancia que puede ser medida y que permite reportar con un nivel de
confianza del 99% (a=0,01) que la concentracién del analito es mayor a cero. Se
determina mediante el andlisis de una muestra en una matriz determinada que contiene
el analito. El procedimiento empleado para calcular el LOD empleado en esta validacion

fue el siguiente:

e Se obtuvieron varias réplicas de datos de la muestra empleando el método a
evaluar (8 mediciones con una concentracion de 2 a 5 veces el ruido) para
estimar la variabilidad de la medicion a niveles bajos del analito y se calcula la

desviacion estandar, s.

e Se usoé la distribucién de t de Student y los valores criticos de t para el nivel de
confianza especifico y el nimero apropiado de grados de libertad:
LOD=t(n-1, 1-a)x s
e Al determinarse n=8 réplicas, los grados de libertad df=7 (n-1 grados de libertad)
El nivel de confianza estipulado en la definicion de la EPA es del 99%. Si a=0,01,
entonces 1-0,99=0,01, es decir, existe un 1% de probabilidad de cometer un error

de decision tipo | (falso positivo)

e El valor critico de t para 7 grados de libertad a un nivel de confianza del 99%
(“one tailed test”) es de 2,998 (aproximadamente 3), por lo tanto se requiere una
respuesta promedio del analito de 3 veces el valor de la desviacion estandar
sobre el valor de la sefal del blanco antes de poder afirmar que el analito fue
detectado. Se obtuvo que el LOD para la AFM1 fue de 0,62 ng/l y de 0,42 ng/l
para la AFM2.

e EI LOQ es la menor cantidad de analito en una muestra analitica que puede
determinarse cuantitativamente con adecuada exactitud y precision bajo

condiciones experimentales predeterminadas. Generalmente se asume el LOQ
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como el valor del blanco (o del ruido) mas 10 veces la desviacion estandar (LOQ=
sefial blanco + 100). En este caso el LOQ fue de 2 ng/l para la AFM1 y de 1,4
ng/l para la AFM2.

Tabla 4-1. Determinacion de LOD AFM1 y AFM2

AFLATOXINA M1 AFLATOXINA M2
Observacion Area  Concentracidn (ng/I) Area  Concentracién (ng/l)
1 215 0,83 237 1,06
2 352 1,36 259 1,16
3 227 0,88 228 1,02
4 301 1,17 239 1,07
5 247 0,96 220 0,99
6 296 1,15 205 0,92
7 227 0,88 238 1,07
8 198 0,77 157 0,70
S.D. (s) 0,21 0,14
MDL 0,62 0,42

4.3.3 Rango de trabajo y rango lineal

Para cualquier método cuantitativo es indispensable determinar el rango de
concentracion del analito para el cual el método puede ser aplicado. Este rango hace
referencia a las concentraciones o propiedades del analito que son medidas, no a las
concentraciones en la muestra original. En el nivel inferior del rango de concentracion los
factores limitantes corresponden a los limites de deteccién/cuantificacion. El extremo

superior dependera de factores asociados al sistema de respuesta del instrumento.

Dentro del rango de trabajo debe existir un rango lineal de respuesta. En este rango la
respuesta tiene una relacion lineal con respecto a la concentracion del analito. La

magnitud de este rango lineal puede establecerse durante la evaluacion del rango de
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trabajo. Es importante aclarar que el célculo de la regresion lineal no es suficiente para
establecer linealidad. La determinacién y evaluacion de residuales o el analisis de los

factores de respuesta pueden usarse como parametros objetivos de linealidad.

Para determinar el rango de trabajo deben medirse la respuesta (eje y) versus la
concentracion del analito (eje x) de diferentes concentraciones (blancos fortificados) y
examinar visualmente la curva para identificar aproximadamente el rango lineal y los
limites inferior y superior del rango de trabajo. El rango lineal se establece utilizando
minimo 6 concentraciones diferentes (blancos fortificados) y evaluando posteriormente
los residuales o los factores de respuesta. La manera de establecer linealidad utilizando
los factores de respuesta se describe a continuacion. El factor de respuesta (FR)

corresponde a la siguiente relacion:

FR=respuesta (sefial)/concentracion

Una vez determinada la respuesta a diferentes concentraciones se calcula la pendiente,
intercepto y R2 de la curva, los factores de respuesta promedio y su correspondiente
desviacion estandar y coeficiente de variacion. Si el sistema es lineal, el C.V debe ser
cercano a 0%. El criterio de aceptacion de linealidad de la curva de calibracién
corresponde a un C.V (RSD) <10%.

Las curvas de calibracién para la AFM1 y la AFM2 se realizaron utilizando 5 niveles de
concentracion equivalentes a 12,5 25, 50, 100 y 200 ng/l, se prepararon tres réplicas
independientes para cada nivel. La curva de calibracion para la AFM1 presenté una
ecuacion linear de y = 242, 95x + 168, 67 y un coeficiente de correlacion de 1, la curva
de calibracion de la AFM2 evidencié también una ecuacion lineal de y=243,55x + 39,75y

un coeficiente de correlacion de 1. El método fue lineal en los 5 puntos evaluados.



Figura 4-4. Curva de calibracion AFM2

4.3.4 Sensibilidad
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Curva de Calibracion AFM1 AFM1 Concentracion (ng/l) firea ;izly;]u[fsia Promedio
3064 25
Standar 1 125 3206 257 3121
60000 — 3090 27
y = 242,95x + 168 67 6255 250
50000 + [ Standar 2 2 6407 256 6313
=
£ 6278 251
S 40000 + 12034 241
g Standar 3 50 12529 251 12351
£ s0000 L 12490 250
b= 23922 239
= Standar 4 100 24858 249 20447
£ 20000 24561 246
47756 236
10000 - Standar 5 200 49976 250 48756
48536 243
0 . + 3 1 |
0 50 100 150 200 250 SO 55
B Promedio 247
Goncentracion ng/| oV 22
Figura 4-3. Curva de calibracion AFM1
- _ ) Factor de
CUFVEI de Calibracién AFMZ AFM2 Concentracidn (ng/l) Area Respuesta Promedio
3026 242,08
Standar 1 125 3208 256,64 3059
60000 - 2943 23544
y=24355¢+ 3975 6183 247,32
50000 + R 1 . Standar 2 25 6253 24732 6236333
E 6273 247,32
£ 40000 A 12029 240,58
g Standar 3 50 12481 240,58 12267,667
E 30000 4 12293 240,58
= . 23556 235,56
= Standar 4 100 24595 235,56 24178,333
z 20000 1 24384 235,56
. 47680 238,
10000 4 . Standar 5 200 50104 238.4 48834,333
. 48719 238,4
0 } 1 ! 4 |
50 100 150 200 250 SO 600362367
o Promedio 241316
Concentracion ng/! CV 248786805

La sensibilidad del método corresponde a la pendiente de la curva de calibracion

(gradiente de la curva de respuesta), es decir, al cambio en la respuesta del instrumento

correspondiente a un cambio en la concentracion del analito. De acuerdo con la IUPAC la

sensibilidad es igual a la pendiente de la curva de concentracion de interés (o sea igual al

factor de respuesta; factor de respuesta = respuesta/concentracion)
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4.3.5 Exactitud

La Exactitud expresa el grado de aproximacion de un resultado al valor real (ISO 3534-1).
La exactitud generalmente se evalla por sus dos componentes: fidelidad y precision. La
fidelidad indica que tan cercano esta el valor promedio de un grupo de datos obtenidos
con el método al valor real. La fidelidad normalmente se expresa en términos de
desviacion o sesgo con respecto al valor esperado. La precision es una medida del grado
de proximidad de un resultado con respecto al otro y usualmente se expresa por
pardmetros como la desviacion estandar, el cual describe el grado de dispersién de los

resultados.
La exactitud fue evaluada enriqueciendo tres muestras con una concentracion de 25, 50
y 100 ng/l por triplicado. El porcentaje de recuperacion fue de 92,3% para la AFM1 y de

90,2% para la AFM2.

Tabla 4-2. Exactitud de la AFM1 y la AFM2

CONCENTRACION A

M2 M1 PARTIR DE LA CURVA AFM2 AFM1
Concﬁg}fcm Area AFM2  Area AFM1 AFM2 AN Bxactitud %R Paclitud %R
5626 5989 23,3 242
25 5572 6300 231 255 235 93,9 253 1011
5769 6432 239 26,0
12099 11687 50,2 473
50 10991 10459 456 423 45,3 92,6 433 86,5
10384 9912 431 40,1
22195 20780 92,1 84,1
100 21732 20739 90,2 84,0 90 4 90,4 83,0 83.0
21425 19992 88,9 80,9

Finalmente puede decirse que el método cumple con los propésitos para determinar
niveles de AFM1 y AFM2 en muestras de leche materna por columna de inmunoafinidad

y cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a deteccion fluorimétrica.






5.Resultados

La AFM1 fue detectada en el 90% de la muestras con una media de 5.2 ng/l, una

mediana de 3.2 ng/l y un rango de 0.9 a 18.5 ng/l. No se encontraron niveles positivos

para AFM2. La Figura 5-1 muestra un cromatograma de una muestra positiva.

uv
2750 - Dala1:LECHE MATERNA 1.Icd Detector B;ex:346nm Em:430nm
1 Data3:STD AF M1 M2 1.lcd Detector B;ex:346nm,Em:430nm AFM2
2500 AFM1
2250
2000 4
1750 4
1500 1

1250 4

10004

T t : .
10,0 10 120 130 140 150 %60

Figura 5-1. Cromatograma de una muestra con niveles de AFM1

Los niveles de AFM1 encontrados no corresponden con una distribucion

17.0 min

normal

(gaussiana). Los percentiles 25, 50 y 75 fueron 1.70 ng/l, 2.95 ng/l y 6.02 ng/l

respectivamente, a continuacion se presenta un histograma de frecuencias elaborado

con las muestras positivas, para apreciar la distribucion de frecuencia de las

concentraciones de AFM1 (Figura 5-2).
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Aflatoxina M1 en Leche Materna
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Figura 5-2. Histograma de frecuencias muestras positivas AFM1

5.1 Resultados Univariados

La muestra para este estudio estuvo conformada por 50 madres lactantes que acudian al
lactario del centro de atencién médica durante el tiempo en el cual se desarrollé la

investigacion. Todas las mujeres accedieron voluntariamente a participar en el estudio.

Se encontré que el promedio de edad de las madres lactantes fue de 25.9 afios, y que el
50% de estas estaban en el intervalo de 21 a 31 afios (tabla 5-1). El peso promedio de
los recién nacidos y lactantes fue de 2982.5 g, y el 50% tenia un peso de 2770 a 3295 g.
La edad y el tiempo de lactancia fue en promedio de 68.4 dias, con un rango entre 3 'y
660 dias. La concentracion de AFM1 tuvo un promedio de 4.69 ng/l, una mediana de 2.95
ng/l, un méximo de 18.5 ng/l y el 50% de los valores de AFM1 estuvieron entre 1.70 y
5.02 ng/l.
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Tabla 5-1: Estadistica descriptiva de las variables continuas registradas al momento de

la toma de muestra

cstaaitco [ E420 dela |Peeo de bebe) £ 109 apun
N 50 49 50 50
Media 25.94 2982.47 68.42 4.32
E.E. .890 77.897 16.201 .6918
Mediana 25.00 3030.00 23.00 2.850
Moda 21 3080 30 0
D.E. 6.297 545.282 114.558 4.64
Minimo 15 800 3 .0
Méximo 41 4200 660 18.5
Percentiles | 25 21.00 2770.00 12.00 1.700
50 25.00 3030.00 23.00 2.850
75 31.00 3295.00 60.00 5.025

Las variables edad de las madres, peso y edad de los recién nacidos y lactantes son
continuas, sin embargo, para tener una visibn alterna estos valores han sido
categorizados (tablas 5-2, 5-3, 5-4). El 58% de las madres lactantes presentaban edades
inferiores a 27 afnos, y el 52% de estas, tenian entre 19 y 26 afios. El peso de los recién
nacidos y lactantes en forma de categorias muestra que el 75.5% de los bebes
participantes en el estudio tenia un peso inferior 3300 gramos. ElI 70% de los bebes,
present6 un peso entre 2800y 3799 gramos y el 80% presentaron una edad inferior a
99 dias.

Tabla 5-2. Distribucion absoluta y relativa de la edad (afios) de las madres lactantes del
estudio.

Edad madre (afios) n| % %

Acum.
15-18 3| 6.0 6.0
19-22 16| 32.0 38.0
23 -26 10| 20.0 58.0
27-30 8 | 16.0 74.0
31-34 71 14.0 88.0
35-38 4 8.0 96.0
39-42 2 4.0 100.0
Total 50| 100.0
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Tabla 5-3. Distribucion absoluta y relativa del peso de los bebes (gramos) registrado el

dia de la toma de muestra.

Peso bebe (gramos) | n | % Acoﬁom.
800 — 1299 1| 2.0 2.0
1300 - 1799 1| 2.0 4.1
1800 — 2299 2| 4.0 8.2
2300 — 2799 8/16.0| 245
2800 - 3299 25/50.0] 755
3300 - 3799 10/20.0| 95.9
3800 - 4299 2| 4.0| 100.0
Total 49198.0

Tabla 5-4. Distribucion absoluta y relativa de la edad de los bebes (dias), registrado el

dia de la toma de muestra.

0,

Edad bebe (dias) nl % Acfm_
0-99 40| 80.0] 800
100 - 199 5[ 10.0| 90.0
200 - 299 2| 20| 940
300 - 399 2] 40| 980
600 - 699 1] 2.0] 100.0
Total 50(100.0

En cuanto a la distribucion absoluta y relativa del estrato socio-econémico, el nimero de
hijos y area de residencia (tabla 5-5) se observa que el 64% de las madres lactantes
provenian de un estrato socioeconémico igual o inferior al estrato 2. Los estratos 2 y 3
comprendieron el 74% del total de las madres lactantes. Solamente el 2% de las madres
afirmé pertenecer a estrato 4. El 56% de las madres reporto un solo hijo, seguido por un
26% con dos hijos. En lo referente a la escolaridad el 14% de las madres lactantes tenia
estudios universitarios completos, y el 48% niveles de educacién de bachillerato o

técnico. Predoming el area de residencia urbana (84%) sobre el area rural (16%).
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Tabla 5-5. Distribucion absoluta y relativa del estrato socio-econémico, el nimero de

hijos y area de residencia

Estrato 2

40%

Estrato 3

KLY

Estrato de las madres

Estrato socio-econdmico Nivel de escolaridad
n | % |% Acum. | | Categoria n | % |% Acum.
1 12|24 24| | Desconocido 1|2 2
2 20|40 64| | Primaria 4|8 10
3 17|34 98| | Bachillerato incompleto | 6 |12 22
4 1| 2 100| |Bachillerato 12|24 46
Numero de hijos Técnico 12124 70
Categoria | n | % | % Acum.| | Universitario Incompleto| 6 |12 82
1 28|56 56 Universitario 7114 96
2 13|26 82 Postgrado 214 100
3 5|10 92 Area
4 3|6 98 n (% |% Acum.
5 12 100 Rural 8|16 16
Urbana 42184 100

Estrato 4

Area de procedencia

Area urbana

84%

Area rural

16%

Figura 5-3. Distribucién del estrato socioeconémico y el area de procedencia

Con respecto a la relacion de la madre con el Distrito Capital de Bogota, el 88% de las

madres habitan en alguna localidad de la ciudad de Bogota, 12% provenian de otros

departamentos (Boyaca, Casanare, Huila, Cesar y Cundinamarca). Con respecto a las
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madres lactantes provenientes del D.C., la localidad con mayor porcentaje de madres fue

Ciudad Kennedy 20.5), seguido por Suba y Ciudad Bolivar.

Tabla 5-6. Distribucion absoluta y relativa del origen de las madres lactantes

participantes en el estudio.

Origen de la madre lactante

Distribucién de las madres que
residen en el Distrito Capital

%

%

0, i [0)
n % Acum. Localidad n %0 Acum.
Distrito Capital 44| 88 88 Antonio Narifio 2 | 45 4.5
Provincia 6 | 12 100 Calera 1] 23 6.8
Distribucién de las madres que residen : .
fuera del Distrito Capital Ciudad Bolivar 61136 20.5
% .
0,
Departamento n % Acum. Ciudad Kennedy | 9 | 20.5 40.9
Boyaca 2 1333 33.3 Engativa 2| 45 455
Casanare 1|16.7 50 Fontibdn 1] 23 47.7
Huila (Pitalito) 1]16.7 66.7 Madrid 1| 23 50
Cesar (Valledupar) 1]16.7 83.3 Puente Aranda 2| 45 54.5
Cundinamarca Rafael Uribe
(Zipaquird) 11]16.7 100 Uribe 3| 6.8 61.4
Total 6 | 100 San Cristébal 2 | 45 65.9
Santa Fe 1] 23 68.2
Soacha 4 | 9.1 77.3
Suba 6 | 13.6 90.9
Teusaquillo 1| 23 93.2
Tunjuelito 2| 45 97.7
Usaquén 1| 23 100
Total 44 | 100

En general, el 60% de las madres reportaron entre 6 y 9 controles prenatales durante el

embarazo. El 20% presentaron complicaciones durante el embarazo, caracterizados

principalmente trastorno hipertensivo. El 72% de las madres tuvo parto vaginal.
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Tabla 5-7. Distribucién absoluta y relativa de los antecedes patolégicos y ginecoldgicos

de las madres

NUumero de controles prenatales Embarazo normal
N % % Acum. N % | % Acum.
0 2 4 4 No 10 | 20 20
1 1 2 6 Si 40 | 80 100
2 1 2 8 Complicaciones durante el embarazo
3 1 2 10 N | % | %Acum.
4 1 2 12 Amenaza de aborto | 1 10 10
5 3| 6 18 erge_?éarﬁigs parto | 4 | 49 20
6 6 12 30 Bajo peso 1|10 30
7 9 18 48 Embarazo multiple 1 | 10 40
Enfermedad
8 6 12 60 congénita 1 | 10 50
9 9 18 78 Hidronefrosis 1|10 60
10 6 12 90 Poli-hidramnios 1|10 70
11 1 2 92 Pre-eclampsia 2 | 20 90
12 2 4 96 Sobrepeso 1 10 100
13 1 2 98 Total 10 | 100
14 1 2 100 Via del parto
Antecedentes médicos de la madre n % | % Acum.
N % % Acum. Cesarea 14 | 28 28
HTA 1 2 2 Vaginal 36 | 72 100
Migraia | 1 2 4
Ninguno | 48 | 96 100

Con relacion al niamero de raciones en los tres dias previos al momento de la toma de
muestra de leche materna (Tabla 5 8), no se report6 consumo de centeno, nueces o
tortillas. El arroz fue el alimento consumido al menos en una racién por el 94% de
madres, con 54% de estas reportando el consumo de tres raciones. El pan fue el
segundo alimento con un reporte de al menos una racién por el 76% de las madres, con
42% de las madres consumiendo 3 raciones. La pasta fue el tercer alimento mas
consumido en al menos en una racion (62%), con 50% de las madres consumiendo
maximo una racién en los ultimos tres dias. La avena y la arepa de trigo (con 58%)
fueron los alimentos consumidos en cuarto lugar, con al menos una racion. La avena tuvo
un 16% de madres consumiendo tres raciones, mientras que la arepa de trigo fue

consumida en una racién por un 22% de las participantes en el estudio.
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Tabla 5-8. Distribucion absoluta y relativa del ndmero de raciones tomadas por las

madres lactantes en los tres dias anteriores a la toma de muestra de leche materna.

Almendras Cereales al desayuno
Raciones| n | % |[% Acum.| |Raciones | n | % |% Acum.
0 48| 96 96 0 37| 74 74
1 1| 2 98 1 2| 4 78
2 1| 2 100 2 6 | 12 90

Arepa de maiz 3 3| 6 96
Raciones| n | % |[% Acum.| |4 1] 2 98
0 37| 74 74 6 1| 2 100
1 8 | 16 90 Maiz
2 3| 6 96 Raciones | n | % |% Acum.
3 2| 4 100 0 33| 66 66
Arepa de trigo 1 12| 24 90
Raciones| n | % |[% Acum.| |2 2| 4 94
0 29| 58 58 3 2| 4 98
1 11| 22 80 4 1| 2 100
2 6| 12 92 Mani
3 4| 8 100 Raciones | n | % |% Acum.
Arroz 0 36| 72 72
Raciones| n | % |[% Acum.| |1 10| 20 92
0 3| 6 6 2 1| 2 94
1 4| 8 14 3 1] 2 96
2 1| 2 16 4 2| 4 100
3 27| 54 70 Nueces
4 3| 6 76 Raciones | n | % |% Acum.
5 1| 2 78 0 501|100 100
6 11| 22 100 Pan
Avena Raciones | n | % |% Acum.
Raciones| n | % |[% Acum.| |0 12| 24 24
0 29| 58 58 1 8 | 16 40
1 51| 10 68 2 4| 8 48
2 6| 12 80 3 21| 42 90
3 8 | 16 96 4 3| 6 96
5 1| 2 98 6 2| 4 100
9 1| 2 100 Pasta
Cebada Raciones| n | % |% Acum.
Raciones| n | % |[% Acum.| |0 19| 38 38
0 38| 76 76 1 25| 50 88
1 9| 18 94 2 4| 8 96
2 2| 4 98 3 2| 4 100
3 1| 2 100 Tortillas
Centeno Raciones | n | % |% Acum.
Raciones| n | % [% Acum.| |0 50100 100
0 50100 100
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5.2 Resultados de Estadistica Bivariada

Las medianas de la concentracion de AFM1 (ng/l) fueron altas en las categorias de edad
de las madres lactantes de 19 a 22 y de 27 a 30 afios, y en este ultimo grupo, la
desviacion estandar fue la més alta de todas la categorias.

Tabla 5-9. Estadistica descriptiva de la concentracion de AFM1 (ng/l) en las categorias

de edad de la madre.

Ed~ad madre n | Media|D.E. |E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
(afos)

15-18 3| 223 (230|133 2.10 0.00 | 4.60 4.60
19-22 16| 536 |541(135| 3.15 1.10 [ 18.50| 17.40
23-26 10| 4.03 |4.53|1.43 2.85 0.00 |15.40| 15.40
27-30 8| 5.89 |6.67|2.36 4.15 0.00 | 18.20| 18.20
31-34 7| 244 |1.31|0.50 2.60 0.00 | 4.20 4.20
35-38 4| 3.23 |232]1.16 2.60 1.20 | 6.50 5.30
39-42 2| 315 |0.21|0.15 3.15 3.00 | 3.30 0.30
Total 50| 4.32 | 4.64|0.66 2.85 0.00 |18.50| 18.50

Las medianas de la concentracién de AFM1 (ng/l) fueron las mas altas en las categorias
de peso del lactante de 1300 a 1799, de 2300 a 2799 y de 3300 a 3799 gramos, aunque
en la categoria de 1300 al799 gramos solo se reportd un lactante, mientras que la
categoria 2800 a 3299 gramos hay 25 con una mediana de 2.6 ng/ml. La maxima

variabilidad se expreso en los lactantes de 2300 a 2799 kilogramos de peso

Tabla 5-10. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en las categorias de peso del recién

nacido
Peso bebe (gramos) | n | Media|D.E. | E.E. | Mediana | Min. | Max. | Rango
800 — 1299 1| .00 .00 .00 | .00 .00
1300 — 1799 1| 6.00 6.00 6.00 | 6.00 .00
1800 — 2299 2| 250 |1.13| .80 2.50 1.70 | 3.30 | 1.60
2300 — 2799 8| 5.81 |6.58|233| 3.60 .00 [18.50| 18.50
2800 — 3299 25| 3.77 |4.12| .82 2.60 .00 |17.10| 17.10
3300 — 3799 10| 5.65 |5.17|1.64| 3.25 .90 |18.20| 17.30
3800 — 4299 2| .70 | .71 | .50 .70 .20 | 1.20 | 1.00
Total 49| 4.28 |4.68| .67 2.80 .00 [18.50| 18.50
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El mayor niumero de recién nacidos y lactantes (40) presenté una edad entre los 0 a 99
dias, con una mediana de AFM1 de 2.75 ng/l y desviacién estandar de 3.62 ng/l en las
muestras provenientes de las madres lactantes de este grupo. Los recién nacidos y
lactantes con edad superior a 200 dias presentaron medianas elevadas de AFM1 (por

encima de 7.70 ng/l).

Tabla 5-11. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en las categorias de edad del recién

nacido
Edad bebe (dias) | n [Media| D.E. | E.E. | Mediana| Min. | Max. | Rango
0-99 40| 3.75 | 3.62 | .57 2.75 .00 |18.20]| 18.20
100 - 199 51268 | 1.24 | .56 3.10 1.30 | 4.20 | 2.90
200 - 299 2| 955 (10.68|7.55| 9.55 2.00 |17.10| 15.10
300 - 399 2| 7.70 {10.89|7.70| 7.70 .00 [15.40]| 15.40
600 - 699 1 |18.50 . . 18.50 |18.50|18.50| .00
Total 50| 4.32 | 4.64 | .66 2.85 .00 [18.50]| 18.50

Las muestras provenientes de madres lactantes del estrato 1 mostraron una mediana alta
comparadas con las madres de los otros estratos. Las madres del estrato 3 reportaron la
mediana mas baja de AFM1 de todos los estratos (2.40 ng/l). La Unica madre del estrato

4 reporté una concentraciéon de AFM1 en leche materna de 6.20 ng/l.

Tabla 5-12. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en las categorias de estrato

socioeconémico de la madre lactante.

Estrato| n |Media|D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango

1 12| 6.73|6.99|2.02 3.45| .00(18.50| 18.50
2 20| 3.07(2.50| .56 2.60| .00(10.40| 10.40
3 17| 3.99/4.28|1.04 2.40| .00(15.40| 15.40
4 1| 6.20 . : 6.20(6.20| 6.20 .00

Total |50| 4.32|4.64| .66 2.85| .00(18.50| 18.50

En cuanto a la procedencia de las madres, las muestras de mujeres que habitan en area
rural presentaron una mediana de concentracion de AFM1 mayor que las muestras de

leche provenientes de mujeres de &rea urbana.
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Tabla 5-13. Estadistica descriptiva de AFM1 (ng/l) en las categorias del &area de

procedencia de la madre lactante

Area n |Media|D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
Rural 8| 5.20|5.30|1.87 3.25| .00(15.40| 15.40
Urbana|42| 4.16|4.56| .70 2.75| .00(18.50| 18.50
Total |[50| 4.32|4.64| .66 2.85| .00(18.50| 18.50

Tabla 5-14. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en las categorias de lugar de

residencia de la madre lactante

Ubicacion n |Media|D.E. | E.E.|Mediana|Min.| Max. | Rango
Distrito Capital |44| 4.60|4.82| .73 2.95| .00|18.50| 18.50
Provincia 6| 2.33(2.45|1.00 2.15| .00| 6.50| 6.50
Total 50| 4.32(4.64| .66 2.85| .00|18.50| 18.50

Las medianas de la concentracion de AFM1 fueron mas altas en madres con un nivel de

escolaridad de bachillerato incompleto (8.75 ng/l). Las medianas mas bajas se

presentaron en las madres con estudios universitarios y técnicos. La muestra de la Unica

madre que no reportd informacién sobre su nivel de estudios tiene una mediana de 8 ng/l.

Tabla 5-15. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) de acuerdo al nivel de escolaridad de

la madre lactante

Escolaridad n |Media|D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
Desconocido 1| 8.00 . : 8.00 |(8.00|8.00 | .00

Bachillerato 12| 4.38 |5.68|1.64| 2.90 .00 |18.50| 18.50
Bachillerato incompleto | 6| 9.15 |8.57|3.50| 8.75 .00 |18.20| 18.20
Postgrado 2| 520 {1.41]1.00| 5.20 [4.20| 6.20 | 2.00
Primaria 4| 3.73 |1.87| .94 290 |2.60| 6.50 | 3.90
Técnico 12| 2.56 |1.67| .48 2.45 .20 | 6.00 | 5.80
Universitario 7| 2.06 [1.08| .41 2.10 .00 | 3.10 | 3.10
Universitario Incompleto| 6| 5.07 [3.16[1.29| 4.70 |[2.00|10.40| 8.40
Total 50| 4.32 |4.64| .66 2.85 .00 {18.50| 18.50

A continuacién se presentan las tablas con la estadistica descriptiva que fueron

realizadas para las variables relacionadas con los antecedentes ginecolégicos de la

madre
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Tabla 5-16. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) de acuerdo al nimero de hijos de la

madre lactante

Numero de hijos| n |Media|D.E. | E.E. | Mediana | Min. | Max. | Rango
1 28| 3.86 [3.55| .67 2.80 .00 |17.10| 17.10
2 13| 4.34 |5.34|1.48| 2.80 .00 |18.50| 18.50
3 5| 7.90 [8.28(3.70| 3.30 .00 {18.20| 18.20
4 3| 3.03 [3.27(1.89| 2.60 .00 | 6.50 | 6.50
5 1] 3.10 . : 3.10 |3.10| 3.10 | .00

Total 50| 4.32 |4.64| .66 2.85 .00 |18.50| 18.50

Tabla 5-17. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) de acuerdo al embarazo normal de la

madre lactante al momento de la toma de muestra de leche materna.

Embarazo normal | n |Media|D.E. | E.E. | Mediana | Min.| Max. | Rango
No 10| 3.78|4.46|1.41 2.50| .00(15.40| 15.40
Si 40| 4.46|4.73| .75 2.95| .00/18.50| 18.50
Total 50| 4.32]/4.64| .66 2.85| .00/18.50| 18.50

Tabla 5-18. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) de acuerdo al tipo de parto de la

madre lactante al momento de la toma de muestra de leche materna.

Tabla 5-19. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) de acuerdo al género del bebe de la

Parto n |Media|D.E. |E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
Cesarea|14| 3.12 |3.39| .90 2.35 .00 [13.30| 13.30
Natural |36| 4.79 |5.01| .83 3.10 .00 |18.50| 18.50
Total 50| 4.32 [4.64| .66 2.85 .00 [18.50| 18.50

madre lactante al momento de la toma de muestra de leche materna.

Género n |Media|D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
No reporta| 1 | 3.60 . . 3.60 |3.60| 3.60 .00

Femenino |20| 3.90 |4.87|1.09| 2.25 .00 [18.20| 18.20
Masculino |29| 4.64 |4.62| .86 3.10 .00 [18.50| 18.50
Total 50| 4.32 (4.64| .66 2.85 .00 [18.50| 18.50

Al realizar la estadistica bivariada en relacién a la informacién obtenida del cuestionario

de alimentacién se observd que los valores de las medianas de la concentracion de

AFM1 fueron mas elevados en las madres que consumieron al menos tres raciones de
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arepa de maiz (10.50 ng/l), asi como en la mujeres que consumieron al menos 3 raciones

de arroz (3 ng/l) y al menos 3 raciones de pasta (10.25 ng/l).

Tabla 5-20. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en relacion al nimero de raciones de
almendras, arepa de maiz, arepa de trigo, arroz, avena y cebada, consumidas por las

madres lactantes.

Almendras
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 48| 4.40 | 4.72 | .68 2.85 .00 [18.50| 18.50
1 1] 2.00 2.00 |2.00| 2.00 | .00
2 1| 3.10 3.10 [3.10| 3.10 | .00
Arepa de maiz
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 37| 408 | 419 | .69 3.00 .00 [18.50| 18.50
1 8| 486 | 539|191 2.70 .20 [17.10| 16.90
2 3| 177 | 49 | .28 200 |1.20| 2.10 | .90
3 2 110.50(10.89|7.70] 10.50 |2.80]18.20| 15.40
Arepa de trigo

Raciones | n [Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
0 29| 482 | 495 | .92 2.80 .20 [18.50| 18.30
1 11| 421 | 4.63 |1.40| 3.10 .00 |17.10| 17.10
2 6 | 3.77 | 481 |1.96| 250 .00 [13.30| 13.30
3 4] 185 | 1.37 | .68 2.05 .00 | 3.30 | 3.30

Arroz
Raciones | n |[Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
0 3] 293 | 311|180 2.60 .00 | 6.20 | 6.20
1 4] 288 | .51 | .26 290 ]2.30| 340 | 1.10
2 1| 150 : . 150 [1.50| 1.50 | .00
3 27| 3.89 | 3.74 | .72 3.00 .00 [18.20| 18.20
4 3]180 |131].75 1.20 .90 | 3.30 | 2.40
5 1| 6.00 6.00 |6.00| 6.00 | .00
6 11| 7.10 | 7.31 |2.20| 2.70 .00 [18.50| 18.50

Avena
Raciones | n |[Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
0 29| 5.34 | 5.67 |1.05| 2.90 .00 [18.50| 18.50
1 5] 370 | 257|115 3.30 |1.10| 8.00 | 6.90
2 6| 273 | 211 | .86 1.85 .80 | 6.00 | 5.20
3 8| 3.31 | 1.37 | .48 3.05 ([2.00] 6.00 | 4.00
5 1] .00 .00 .00 | .00 .00
9 1| .00 .00 .00 | .00 .00

Cebada
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 38| 4.07 | 4.17 | .68 2.95 .00 [18.50| 18.50
1 9] 6.19 | 6.65 |2.22] 2.60 |1.70/18.20| 16.50
2 21135 191 )135] 135 .00 | 2.70 | 2.70
3 1| 3.10 3.10 [3.10| 3.10| .00
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Tabla 5-21. Estadistica descriptiva del AFM1 (ng/l) en relaciéon al nUmero de raciones de

cereales al desayuno, maiz, mani, pan y pasta, consumidas por las madres lactantes

Cereales al desayuno

Raciones | n [Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min.| Max. | Rango
0 37| 492 | 521 | .86 2.90 .00 [18.50| 18.50
1 2| 170 | .57 | .40 1.70 |1.30| 2.10| .80
2 6 | 352 | 1.46 | .60 3.35 [2.10| 6.00 | 3.90
3 3] 217 | .76 | 44 200 |150| 3.00 | 1.50
4 1| 3.10 3.10 (3.10| 3.10| .00
6 1| .00 .00 .00 | .00 .00
Maiz
Raciones | n |Media| D.E. |E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 33| 5.26 | 5.37 | .94 2.80 .00 [18.50| 18.50
1 12| 2.68 | 1.87 | .54 2.95 .00 | 6.20 | 6.20
2 2] 165 | 233]165] 1.65 .00 | 3.30 | 3.30
3 2| 205 | .07 | .05 205 |2.00| 2.10| .10
4 1] 310 3.10 [3.10) 3.10 | .00
Mani
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 36| 436 | 487 | .81 2.85 .00 [18.50| 18.50
1 10| 449 | 4.88 |1.54| 2.25 .00 [15.40| 15.40
2 1| 6.00 6.00 |6.00] 6.00 | .00
3 1| 3.30 3.30 [3.30| 3.30 | .00
4 2| 255 | .78 | .55 255 [2.00] 3.10 | 1.10
Pan
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 12| 582 | 6.54 |1.89| 2.50 .00 [18.20| 18.20
1 8| 7.96 | 5.89 |2.08] 6.20 |2.60|18.50| 15.90
2 41290 | .29 | .15 285 (260|330 .70
3 21| 290 | 2.45 | .53 2.10 .00 [10.40| 10.40
4 3] 310 | 1.10 | .64 3.10 |2.00| 4.20 | 2.20
6 2| .40 57 | .40 40 .00 | .80 .80
Pasta
Raciones | n |Media| D.E. | E.E. | Mediana|Min. | Max. | Rango
0 19| 4.84 | 5.23 |1.20| 2.80 .00 [18.20| 18.20
1 25| 3.89 | 361 | .72 3.10 .00 [17.10| 17.10
2 41163 | 1.20 | .60 1.65 .20 | 3.00 | 2.80
3 2 110.25|11.67|8.25| 10.25 |2.00/18.50| 16.50
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5.3 Caracteristicas sociodemograficas de las mujeres
con muestras positivas por encima del percentil 75

A continuacién se presentan las principales caracteristicas de las muestras cuya
concentracion de AFM1 se encontr6 por encima del percentil 75 (5.025 ng/l). Al realizarse
la discriminaciéon de las muestras con niveles de AFM1 por encima de 5.025 ng/l se
encontraron 12 muestras con concentraciones entre 6.2 ng/l y 18.5 ng/l. El promedio de
edad de las mujeres fue de 25.6 con un rango de 20 a 38 afios.

Histograma

Media=10.98
Desviacion Tipica =5.184
N=12

Frecuencia

7,50 10,00 1250 15,00 17,50 20,00
Concentracion AFM1

Figura 5-4. Histograma de frecuencias muestras positivas por encima del percentil 75
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Tabla 5-22. Concentraciones de AFM1 (ng/l) por encima del percentil 75

Concentracion AFM1

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
6,00 2 16,7 16,7 16,7
6,20 2 16,7 16,7 33,3
6,50 1 8,3 8,3 41,7
8,00 1 8,3 8,3 50,0
10,40 1 8,3 8,3 58,3
13,30 1 8,3 8,3 66,7
15,40 1 8,3 8,3 75,0
17,10 1 8,3 8,3 83,3
18,20 1 8,3 8,3 91,7
18,50 1 8,3 8,3 100,0
Total 12 100,0 100,0
Escolaridad
Tgc?['é%/[n’ Umversnggg anompleto E%Ség/?do

Univgrsitario completo

,33%

Bachillerato completo
8,33%

Primaria
16,67%

Bachillerato incompleto
25%

Figura 5-5. Distribucion de la escolaridad en muestras positivas con concentraciones por

encima del percentil 75.
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Se evidencia que el mayor nimero de mujeres tenian estudios de primaria y de
bachillerato con un porcentaje del 41.67%, seguido de la madres con estudios
universitarios incompletos con un 25%. En cuanto al estrato socioecondémico la mayoria
de las mujeres pertenecia al estrato 1 y 2 con un porcentaje del 66.66%, seguido del

estrato tres con un 25%, solamente 1 mujer reportd pertenecer al estrato 4.

Estrato

Figura 5-6. Distribucion del estrato en muestras positivas con concentraciones por

encima del percentil 75.

A continuacién se presenta una tabla que contiene el lugar de residencia reportado por
las mujeres con concentraciones por encima del percentil 75. Se encontré que 11 de las

mujeres residia en Bogota y 1 report6 residir zona rural del departamento de Casanare.

Tabla 5-23. Lugar de procedencia de las mujeres con concentraciones de AFM1 por

encima del percentil 75

Lugar de Procedencia
1 | Puente Aranda 7 | Santa Fe
2 | Teusaquillo 8 | Ciudad Bolivar
3 | Casanare 9 | Ciudad Bolivar
4 | Fontibon 10 | Rafael Uribe Uribe
5 | Calera 11 | San Crist6bal
6 | Kennedy 12 | Soacha
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La mayoria de mujeres provenia del area urbana con un porcentaje del 75% y reportd
tener 1 hijo (58.33%) cuyo género en su mayoria fue masculino con un porcentaje del
58.33%.

Area

Figura 5-7. Distribucion del area en muestras positivas con concentraciones por encima

del percentil 75.

Género

Masculino
58,33%

Figura 5-8. Distribucion del género en muestras positivas con concentraciones por

encima del percentil 75.
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Paridad

2

16,67%

Figura 5-9. Distribucién de la paridad en muestras positivas con concentraciones por

encima del percentil 75.

A continuacidn se presenta una aproximacién a los patrones de consumo de los 7
alimentos y grupos de alimentos potencialmente contaminados por parte de los 12 casos
gue tuvieron unos niveles de aflatoxina por encima del percentil 75. Siendo las categorias
de alimentos las siguientes: Maiz, derivados del maiz en los que se incluyen la arepa de
maiz y las tortillas, alimentos derivados de la harina de trigo en los que se incluyen el
pan, la arepa de harina de trigo y la pasta, arroz, cereales como la avena, la cebada y el
centeno, cereales para el desayuno y frutos oleaginosos como el mani, almendras y
nueces. Inicialmente se presentan frecuencias de consumo de los alimentos y grupos
alimentos de forma individual y posteriormente se describen las frecuencias de consumo

de combinaciones de alimentos.

En cuanto al maiz se evidencia que el 8.33% de las mujeres reporté haber consumido al
menos una racion de maiz, mientras que el 91.68% dijo no haber consumido este
alimento. Cuando se les pregunt6 acerca del consumo de derivados del maiz el 33.33%
refirié haber consumido al menos una racién de estos alimentos y en todos los casos el

alimento consumido fue la arepa de maiz.
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Raciones de Maiz

Figura 5-10. Distribucion del consumo de maiz en muestras positivas con

concentraciones por encima del percentil 75.

Derivados del Maiz

Derivados del Maiz

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Arepa de Maiz 4 100,0 100,0 100,0

Figura 5-11. Distribucion del consumo de derivados del maiz en muestras positivas con

concentraciones por encima del percentil 75.
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Para los cereales se evidencié que todas las mujeres consumieron arroz y se observo
diferencia en el nimero de raciones consumidas, el 50% consumié tres razones, seguido

del 33.3% gue consumié tres raciones en las Ultimas 72 horas.

Arroz

Figura 5-12. Distribucion del consumo de arroz en muestras positivas con

concentraciones por encima del percentil 75.

Raciones de Arroz Consumidas

50

40+

[#%]
(=]
1

Porcentaje

o
o
1

2 Raciones 3 Raciones 5 Raciones 6 Raciones

Figura 5-13. Raciones consumidas de arroz por las mujeres con concentraciones por

encima del percentil 75
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Tabla 5-24. Raciones consumidas de arroz por las mujeres con concentraciones de

AFM1 por encima del percentil 75

Raciones de Arroz Consumidas

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
2 Raciones 1 8,3 8,3 8,3
3 Raciones 6 50,0 50,0 58,3
Validos 5 Raciones 1 8,3 8,3 66,7
6 Raciones 4 33,3 33,3 100,0
Total 12 100,0 100,0

Para el caso de otros cereales el 41.67% reportd consumo de al menos una racion de
algun cereal en las Ultimas 72 horas, de los cuales el 51.1% consumio6 avena y el 42.9%

cebada.

Figura 5-14. Distribucion del consumo de otros cereales en muestras positivas con

Otros Cereales

concentraciones por encima del percentil 75.
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Consumo de Otros Cereales

60

50

N
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Porcentaje

204

Avena Cebada

Figura 5-15. Consumo de otros cereales en mujeres con concentracion de AFM1 por

encima del percentil 75.

Oleaginosas

Figura 5-16. Distribucion del consumo de oleaginosas en muestras positivas con

concentraciones por encima del percentil 75.
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Los frutos oleaginosos fueron consumidos por el 33.33% de las mujeres y todas refirieron
consumo de mani. En el caso de los derivados de la harina de trigo la gran mayoria
(83.33%) reportd el consumo de al menos una racion de este tipo de alimentos. El
mayormente consumido fue el pan con un porcentaje de 50%, seguido por la pasta y la

arepa con porcentajes de 37.5% y 12.5% respectivamente.

Derivados Harina de Trigo

1 0

83,33% 16,67%

Figura 5-17. Distribucién del consumo de derivados de la harina de trigo en muestras

positivas con concentraciones por encima del percentil 75.

Derivados de la Harina de Trigo
50

40

%)
T

Porcentaje

)
T

Pan Arepa Pasta

Figura 5-18. Consumo de derivados de la harina de trigo
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A continuacién se presentan los resultados de las frecuencias de consumo de
combinaciones de alimentos, para esto se discriminaron los alimentos de forma individual
y se tuvieron en cuenta los datos obtenidos de la estadistica descriptiva de la frecuencia
de consumo de las madres cuyos niveles de AFM1 se encontraron por encima del

percentil 25, por tal motivo no se tuvieron en cuenta las tortillas, el centeno, las nueces y

las almendras debido a que no se reporté su consumo.

Tabla 5-25. Tabla consumo de combinacion de alimentos

Consumo de Combinacién de Alimentos

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
2 2 16,7 16,7 16,7
3 5 41,7 41,7 58,3
4 2 16,7 16,7 75,0
Validos
5 1 8,3 8,3 83,3
6 2 16,7 16,7 100,0
Total 12 100,0 100,0
Consumo de Combinacidn de Alimentos
50
40
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Figura 5-19. Frecuencia de consumo por combinacién de alimentos
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El 41.7% consumié 3 alimentos, un porcentaje de 16.7% consumié 2, 4 y 6 alimentos
respectivamente. En el grupo de mujeres que consumieron tres alimentos, la
combinacién mas frecuente fue pan, pasta y arroz y en las demas categorias fue

evidente que la dupla arroz y pan fue la de mayor presentacion.



6.Discusion

6.1 Discusion de Resultados

La contaminacion con micotoxinas y principalmente con aflatoxinas en alimentos
consumidos frecuentemente en la dieta como cereales, semillas, legumbres y frutos
secos entre otros, que ocurre en cualquier parte del proceso de produccion o distribucion,
su persistencia en tejidos y productos derivados de animales para consumo humano y su
comprobada resistencia a procesos de esterilizacion, llevan a una exposicion deletérea
gue genera procesos de enfermedad relacionados con carcinogénesis y genotoéxicidad, lo
gue se refleja en el aumento de la incidencia de céncer hepético, asi como en
alteraciones de la inmunidad y trastornos del aparato reproductor (Mehrzad et al.,2014;
Shouman et al., 2012; Wogan et al., 2012; Shuaib et al., 2010).

Debido a su alta toxicidad y efectos nocivos sobre la salud, se han realizado esfuerzos
provenientes de instituciones principalmente internacionales, bajo el marco de la
seguridad alimentaria, para regular los niveles maximos permitidos de AFs en los
alimentos; sin embargo hasta hace muy poco en Colombia no existia legislacion de
obligatorio cumplimiento en lo referente al control de micotoxinas en los alimentos para
consumo humano, la resoluciébn 4506 de 2013 ha sido aprobada recientemente
(Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013). Este estudio fue llevado a cabo antes de
gue se implementaran las medidas de control en cumplimiento con la resolucion, por lo
tanto se considera que los datos generados por esta investigacion pueden servir como
informacion de base a ser comparada con resultados de estudios elaborados
posteriormente al establecimiento de los niveles maximos de contaminantes como las

micotoxinas en alimentos destinados para el consumo humano.

Teniendo en cuenta que el metabolito de la AFB1 denominado AFM1 puede ser
objetivizado en leche materna, se convierte en un biomarcador excepcional para medir la
exposicion a estas sustancias en un momento clave del desarrollo humano como lo es el

periodo de lactancia. Se plantedé un estudio observacional descriptivo que permitiera
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determinar si existian niveles detectables y cuantificables de AFM1 en muestras de leche
materna obtenidas en el lactario del Hospital de la Misericordia de la ciudad de Bogota, a
través de la aplicacion de una metodologia analitica validada y disponible como la
cromatografia liquida de alta eficiencia y adicionalmente, realizar la descripcion de
patrones de consumo de alimentos potencialmente contaminados con AFB1l en las

mujeres participantes en el estudio.

Con este estudio se validd una técnica analitica para la cuantificacion de AFM1 y AFM2,
se utilizé la cromatografia liquida de alta eficiencia, método que ha mostrado ser mas
eficiente por presentar una mayor sensibilidad en comparacién con ELISA (Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas) (Cigi¢ y Prosen, 2009). Esto fue corroborado al
realizar la validacion del método analitico, ya que se encontré6 que la cromatografia
liquida HPLC con deteccion de fluorescencia es altamente sensible para la determinacion
de AFM1 y AFM2 en leche materna.

Se generaron datos en lo referente a la exposiciébn a AFB1 en mujeres lactantes en la
ciudad de Bogot4, que pueden ser utilizados en evaluaciones de riesgo en seguridad e
inocuidad alimentaria para determinar el riesgo entre el consumo de alimentos
contaminados con AFB1 y desenlaces en la salud. Estas evaluaciones ayudarian a
fundamentar programas de prevencion y vigilancia nacionales que estén acordes con las
recomendaciones internacionales para la regularizacién de micotoxinas y principalmente
de la AFB1 (Khlangwiset y Wu, 2010; Doull et al., 2007; Fryer et al., 2006).

La exposicién a AFs esta en intima relacién con los procesos de calidad por los cuales
pasan los alimentos, desde el cultivo hasta su distribucion (Wu y Khlangwiset, 2010). De
esta forma la poblacion de paises en desarrollo y principalmente aquella perteneciente a
estratos socioecondmicos mas bajos tendrd pocas posibilidades de beneficiarse de
procesos de cultivo, cosecha, almacenamiento, empaquetamiento y distribucién acordes
con las regulaciones internacionales si no hay compromisos institucionales vy
gubernamentales desde el &mbito nacional claros en torno a la regulacion de los niveles
permitidos de AFs (Groopman et al., 2008). Es por eso que la muestra a la que hace
referencia el estudio permite una primera aproximacion al grado de exposicién a AFs por

consumo de alimentos contaminados en Bogota.
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El analisis de la muestra poblacional indica que se trata principalmente de madres
jévenes, provenientes en su gran mayoria del area urbana de Bogota. Al tener en cuenta
el estrato socioecondmico se reporta que el 98% de las participantes pertenece a los
estratos 1, 2 y 3 de la ciudad, condensandose la poblacién en tres localidades
principales: Ciudad Bolivar, Kennedy y Suba. Estos datos son representativos de la
poblaciéon que asiste al hospital pediatrico para recibir atencion médica, la cual es una
poblaciéon vulnerable, en términos economicos y sanitarios y por ende de seguridad
alimentaria. La exposicién a AFs esta en intima relacién con los procesos de calidad por
los cuales pasan los alimentos, desde el cultivo hasta su distribucién, antes del consumo
humano, de esta forma la poblacion perteneciente a paises en vias de desarrollo y
principalmente aquella perteneciente a estratos socioeconémicos mas bajos tendra
pocas posibilidades de beneficiarse de técnicas de cultivo, cosecha, almacenamiento
empaquetamiento y distribuciéon acordes con las regulaciones internacionales si no hay
compromisos institucionales y gubernamentales desde el ambito nacional claros en torno
a la regulacién de los niveles permitidos de AFs. Es por eso que la muestra poblacional a
la que hace referencia el estudio nos permite una primera aproximacion al grado de

exposicion de una poblacién de muy alto riesgo para contaminacién con AFs.

El analisis univariado de categorias de edad y peso de los bebes es demostrativa de la
ubicacién hospitalaria de la cual se tomaron las muestras: pacientes recién nacidos y
lactantes tempranos, hospitalizados en la Unidad de Recién Nacidos, que al ser una
unidad de intervenciones complejas, propicia tiempos de estancia prolongados de los
bebés, asociados a intervenciones médicas adicionales para el mantenimiento de
condiciones estandares, como uso de sucedaneos de la lactancia materna, por lo cual la

variable de peso puede estar influenciada por factores de confusion.

La pregunta central de la cual se deriva esta investigacién indagaba la presencia del
metabolito AFM1 en la leche materna de una muestra tomada de un lactario de la ciudad
de Bogotda, encontrandose una mediana de 2.9 ng/l, sin embargo al organizar los datos el
valor central se encuentra en 2.9 ng/l, y una D.E valorada en 4.89 ng/l mostrandonos una
dispersion considerable de los datos con un dato minimo de 0.0 ng\l y el valor maximo

encontrado de 18.5 ng/l, lo que puede estan en relacion con el tamafio de la muestra.
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La determinacién de la prevalencia de niveles de AFM1 en leche materna encontré que el
90% de las muestras tenia niveles cuantificables de AFM1, el 75% de las muestras de
leche materna tiene niveles superiores a 1.7 ng/l y el 50% de estas muestras tiene
concentraciones mayores a 2.9 ng/l. Esto evidencia presencia de AFM1 en la mayoria de
las muestras, por lo cual es claro que existe contaminacién con AFs en los alimentos y
ademas establece la utiidad de la cromatografia liquida de alta eficiencia para

determinacion de AFM1 y AFM2 en leche materna.

Cuando se realiza la comparacion con estudios similares realizados en el mundo, se
encuentra que la prevalencia de AFM1 en leche obtenida en este estudio (90%) es menor
comparada con los resultados obtenidos en Emiratos Arabes, estudio en el que se hizo la
determinacion de AFM1 en leche materna por HPLC y se encontré una prevalencia de
92% (Abdulrazzaq et al. 2003), con la prevalencia de 98.1% de un estudio realizado en
Iran, en el cual se recolectaron muestras de leche materna en 4 hospitales de la ciudad
de Tehran durante mayo a septiembre de 2006 (Sadeghi et al. 2009) y con un estudio
realizado en Turquia y que tuvo una prevalencia del 100% (Gurbay et al., 2009). La
prevalencia fue mayor en comparacion con estudios realizados en Turkia en madres
lactantes voluntarias en el periodo comprendido entre diciembre de 2008 y abril de 2009,
en el que el 24.6 % de las muestras fueron positivas con un rango entre 1.3 y 6.0 ng/l
(Atasever et al., 2014), en Egipto en donde se detectaron niveles positivos de AFM1 en el
35.5% de las muestras (Polychronaki et al., 2006) y que en otro estudio realizado en Iran
en el que se encontr6 una prevalencia de 22% en las muestras de leche materna
provenientes de madres de zona rural (Mahdavi et al., 2010). Esto evidencia que la
prevalencia obtenida es este estudio es alta y en algunos casos supera la prevalencia
obtenida en investigaciones realizadas principalmente en paises arabes no
industrializados como Turquia, lo que indica que es importante evaluar la magnitud de la

exposicion a AFs en Colombia y el impacto que esta puede tener en salud publica.

Aungue las concentraciones de AFM1 no son tan altas, debe tenerse en cuenta que la
leche materna es el alimento recomendado por la Organizaciéon Mundial de la Salud para
la alimentacién de los recién nacidos hasta los 2 afios y la presencia de AFs podria
generar alteraciones celulares acumulativas que deriven en aumento de
hepatocarcinoma y de otras enfermedades en la vida adulta, dado que los lactantes no

han desarrollado completamente el complejo enzimatico citocromo P450 y por tanto los
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procesos de detoxificacion no han sido completados, permitiendo mayores dafios
comparativamente con los adultos (Bbosa et al., 2010; Portha et al., 2014). Y dado que
la AFB1 y la AFM1 estan identificadas como agentes carcinogénicos, mutagénicos y
genotoxicos, no es posible establecer un valor de referencia toxicoldgica en leche

materna por debajo del cual no se induzca efectos adversos.

En esta investigacion se exploraron los patrones de consumo de alimentos que pudieran
estar potencialmente contaminados con AFB1 en las mujeres participantes en el estudio.
Al aplicar el instrumento que exploraba el consumo de alimentos potencialmente
contaminados con AFs en los tres dias anteriores a la toma de la muestra se encontré
gue esta muestra poblacional tenia una baja ingesta de semillas y frutos secos como el
mani, nueces y almendras, probablemente relacionado con el costo que presentan estos
productos y en algunos casos con su accesibilidad. En cuanto al consumo de cereales y
sus derivados, se puede ver como el arroz es un elemento esencial de la dieta de la
muestra seleccionada, encontrando que el 94% habia consumido alguna racion de arroz,
seguido del consumo de trigo representado en productos como el pan, la pasta y las
arepas que habla sobre la importancia del control de los niveles de AFs en productos de

consumo usual.

En el caso del centeno y las arepas de maiz, estos alimentos fueron incluidos debido a
gue esta documentado en la literatura que son susceptibles de sufrir contaminacién con
AFs, sin embargo ninguna mujer reporté consumo de centeno y tortillas de maiz. En el
caso del centeno esto puede deberse a que no hace parte de la dieta base de los
colombiano y también a la forma como se plante6 la pregunta durante la entrevista, ya
gue se indago de forma exclusiva por este cereal y en la mayoria de los casos el centeno
se consume como parte de otros alimentos, por ejemplo alimentos integrales. En cuanto
a la arepa de maiz se considera que en la poblacion objeto de estudio este alimento no
es de consumo usual. Esto puede ser debido a la procedencia de las mujeres, ya que en
Colombia este tipo de arepas es mayormente consumido en la zona cafetera (maiz
amarillo dulce), en Boyaca (maiz amarillo) y en Santander (maiz amarillo descascarado

con cenizas).

El andlisis bivariado permite realizar hipétesis sobre la relacion entre factores

independientes y dependientes y los niveles de AFM1 hallados, es asi como se observa
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gue la mediana de los niveles de AFM1 es mayor en las muestras de leche materna
recolectada en pacientes que se encuentran en el rango de edad entre 19 a 22 afios,
adicionalmente en este rango de edad fue donde se encontr6 el nivel mas alto de AFM1
reportado dentro de todas las muestras. Se considera que esto puede ser consecuencia
del muestreo y no necesariamente significa que la concentracién de AFM1 sea mayor en

esta categoria etarea.

Valorar la relacién entre peso del bebe y las concentraciones de AFM1 no provee mayor
informacion dada la cantidad de variables de confusién que puede presentarse por ser un
medio controlado asociado a intervenciones médicas. Se destaca que en la
categorizacion de 2300 a 2799 g se presentan niveles de AFM1 mayores a la mediana
poblacional, siendo este el tercer grupo en tamafio (n=8). Se puede inferir que en esta
muestra la variable de peso no podria relacionarse estrictamente con los niveles de
AFML1, por lo cual se deberia plantear seguimientos a curvas pondoestaturales de los
lactantes, para determinar si aislando las variables de confusién, niveles altos de AFM1
en leche materna, se correlaciona con un impacto en el crecimiento y desarrollo de estos

bebes vy si este impacto es cuantificable y demostrable.

Anteriormente en la discusién de los resultados, se habia planteado como el estrato
socio-econdémico puede ser un factor predisponente para el consumo de alimentos
contaminados con AFs. Esto se representa nuevamente en los resultados bivariados que
relacionan estas variables, presentandose la mediana mas alta de concentracién de

AFM1 en las muestras de madres que provenian de estrato 1.

Se encontr6 que el nivel educativo y la concentracion de AFM1 no se relacionan, ya que
madres con estudios completos de primaria tuvieron niveles de AFM1 menores
comparativamente con madres con bachillerato incompleto o completo, sin embargo si se
observa que estos niveles fueron inferiores en madres que tenian estudios universitarios

y técnicos.

Al observar las relaciones entre AFM1 y el area de procedencia, se encuentra que los
mayores niveles se presentaron en el area rural con una mediana de 3.25 ng/l en
comparacion con la zona urbana con una mediana de 2.75 ng/l. Los resultados estan en

concordancia con los obtenidos en otros estudios (Mahdavi et al., 2010), donde se
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encuentran concentraciones mas altas de aflatoxina en las muestras de madres
procedentes de zonas rurales. Esto podria sugerir que por las condiciones socio-
econdémicas de la muestra hay una exposicion mayor a factores que aumentan la
incidencia de contaminacién de los alimentos por AFs, asi como menores posibilidades
de acceder a alimentos de calidad, por tanto debe indagarse en futuros estudios cuales
son las condiciones de cultivo, cosecha, almacenamiento y distribucion de los alimentos

para identificar los factores que predisponen a este tipo de contaminacion.

Debido a que la mayor parte de las madres participantes del estudio son jovenes, la
categorizacién de madres con uno y dos hijos son las méas prevalentes. Sin embargo se
encontrd que la mediana de las concentraciones de AFM1 fue mas elevada en madres
con tres hijos.

Para analizar el patrébn de consumo de los alimentos, se realiz6 el estudio individual por
alimento, sin embargo se debe tener en cuenta que el consumo de estos alimentos no
fue mutuamente excluyente. Se encuentra que el arroz es el alimento que se consumié
con mayor frecuencia, 47 mujeres reportaron haber consumido al menos una racion, lo
gue corresponde a un 94%. En el caso de las muestras positivas con una concentracion
de AFM1 por encima del percentil 75, el 100% de las mujeres reporté consumo de al
menos una racion de este cereal. En lo referente a los alimentos derivados de la harina
de trigo, en las mujeres que reportaron el consumo de al menos una racién de pasta se
encontré una mediana de 3.1 ng/l y en las que reportaron el consumo de al menos una
racién de arepa de trigo la mediana fue de 3.1 ng/l. Dada la frecuencia de consumo es
importante realizar controles mas estrictos a los niveles de AFs en estos alimentos que

generalmente son la base de la alimentacion de muchas familias colombianas.

La estadistica descriptiva encontrada para las semillas y frutos secos muestra como las
almendras a pesar de ser un alimento poco consumido por las participantes del estudio,
si present6 concentraciones positivas para AFM1 en aquellas que reportaron un consumo
de 1 a 2 raciones, siendo la concentracion mas alta encontrada 3.1 ng/l en la mujer que
reporto consumo de dos raciones. En cuanto al mani, se encontr6 que 14 mujeres
habian consumido alguna racién en los Ultimos tres dias. En las 10 mujeres que
reportaron consumo de una racion se encontrd una de las concentraciones mas altas del

estudio con un resultado de 15.4 ng/l y una mediana en este rango de consumo de 2.25
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ng/l. Dos mujeres consumieron cuatro raciones con una mediana de 2.55 ng/l. Es
importante tener en cuenta que el mani es uno de los productos que usualmente se
comercializa de forma informal, sin tener estandares de calidad minimos ni en su
produccién, empaguetamiento, ni almacenaje, probablemente estas condiciones se
relacionen con la presencia elevada de concentraciones de AFM1 en los resultados; no
obstante se considera necesario hacer estudios de contaminacién con AFB1 en este tipo

de alimento en particular.

En Colombia el maiz se cultiva en diferentes regiones durante todo el afio, el maiz
amarillo es uno de los alimentos mas consumidos por los colombianos con un consumo
aparente de 1.580.620 toneladas al afio (FENALCE, 2011) y es un alimento que presenta
mayor susceptibilidad de ser contaminado con aflatoxinas debido a los rangos de
temperatura que requiere para su crecimiento, a los dafios mecanicos que puede sufrir
durante los procesos de recoleccion y que alteran la calidad fisica del grano de
recoleccion y a las condiciones de humedad durante el almacenamiento que aumenta la
produccion de AFs (Groopman et al., 2008). Es de resaltar que la arepa es el alimento
derivado del maiz, con mayor consumo por la poblacion colombiana. La arepa de maiz
es un alimento étnico de consumo diario en gran parte del territorio nacional, elaborada a
partir de la masa de maiz blanca, amarilla, 0 mezcla de ambas previamente cocida
mezclada con otros ingredientes (ICONTEC, 2007). Segun la ENSIN (Encuesta Nacional
de la Situacion Nutricional en Colombia 2010) estima que el 76.1% de la poblacién
consume pan, galleta o pasta diariamente, lo que evidencia que en la poblacién
colombiana el consumo de arepa es usual. El presente estudio se encontré que las
mujeres que consumieron al menos una racién de maiz presentaron una mediana de
2.95 ng/l y las mujeres que reportaron el consumo de al menos una racién de arepa de
maiz presentaron una mediana de 2.7 ng/l. Esto puede ser debido a que exista
contaminacion en la materia prima con que se elabora la arepa y a que en el pais
ademas de la produccién industrial, existe elaboracién artesanal en la cual no hay
procesos de produccion estandarizados y en algunas ocasiones no se implementan
medidas de control. Debido al alto consumo de este cereal y a las concentraciones de
AFM1 encontradas se considera pertinente establecer medidas de control y

monitorizacion de niveles de AFB1 en el maiz y en productos derivados del maiz.
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Finalmente, se realiz6 la estadistica descriptiva de las principales caracteristicas
sociales, demograficas y de los patrones de consumo de las mujeres que presentaron
concentraciones de AFML1 en leche por encima del percentil 75. El promedio de edad fue
de 25.6 ng/l, por lo que se trata de mujeres jévenes cuya escolaridad principalmente es
primaria y bachillerato incompleto, quienes pertenecen a los estratos 1 y 2, viven en su
mayoria en zonas urbanas de la ciudad de Bogot4 y tienen entre 1 y 2 hijos. En este
sentido la caracterizacion de esta poblacion es similar a la descrita del total de las

mujeres.

En Colombia se han realizado estudios en alimentos destinados para el consumo
humano y animal que demuestran que existe riesgo de exposicion a AFs. Se ha
evidenciado presencia de Aspergillus spp. en alimentos para consumo animal en el cual
24 de 50 aislamientos correspondieron con Aspergillus aflatoxigénico. Esto muestra la
presencia de cepas altamente toxicas en Colombia (Diaz et al., 2009). Otro estudio
realizado en alimentos seleccionados destinados a consumo humano para determinar la
ocurrencia de AFs encontr6é que 14 de 109 muestras de maiz y productos derivados del
maiz, 4 de 40 muestras de arroz, 2 de 30 muestras de legumbres, y 2 de 11 muestras de
cereales para el desayuno se encontraban contaminadas con aflatoxinas y que 12 del
total de 22 muestras positivas tenia concentraciones por encima del nivel maximo
tolerable de AFB1 en la mayoria de paises (5 ng/g). Estos resultados indican que la
contaminacion con AFB1 en ciertos alimentos en Colombia es un problema de salud
publica (Diaz en al. 2001). La presente investigacion es el primer reporte de exposicién a
AFB1 y AFM1 en mujeres y lactantes y demuestra una alta prevalecia de AFM1 en leche
materna, lo que a su vez indica que existe exposicion a AFB1 por medio del consumo de
alimentos contaminados, por lo que se considerd importante realizar una aproximacion al

consumo de alimentos potencialmente contaminados.

Al realizar la caracterizacion de los patrones de consumo se evidencia que el arroz fue el
alimento mas consumido, reportando consumo de al menos 1 racién en el 100% de las
muestras y de estas la mayoria reporté consumo de 3 raciones en las Ultimas 72 horas.
Seguido por los derivados de la haria de trigo entre los que se destacan el pan y la pasta
y los derivados del maiz con un consumo preponderante de la arepa de maiz. Otros
alimentos consumidos con relativa frecuencia fueron el mani y la avena. Sin embargo hay

gue tener en cuenta que el consumo de estos alimentos no fue exclusivo, la mayoria de
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las mujeres consumio al menos una racién de tres alimentos diferentes en las Ultimas 72
horas y al identificarse las combinaciones mas frecuentes se encontraron el pan, la pasta
y el arroz y el arroz y el pan. Esto es una aproximacion a los patrones de consumo de
alimentos potencialmente contaminados, no son datos exactos debido al tamafio de la
muestra y al instrumento disefiado para la recoleccion de la informacién. Con base en
estos resultados puede ser necesario enfocar préximas investigaciones sobre
contaminacion con aflatoxinas en alimentos para consumo humano en Colombia en el
arroz, los derivados de la haria de trigo (pasta y arepa), el maiz y el mani, asi mismo

estos alimentos y materias primas deberian ser objeto de estricta regulacién y control.

6.2 Limitaciones del Estudio

El estudio que se plante6 dentro de una metodologia observacional y cuyo objetivo fue
determinar la prevalencia y niveles de AFM1 en muestras de leche materna mediante la
determinacion por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) fue cumplido, sin
embargo se encontrdé una limitacion con respecto al tamafio y caracteristicas de la
muestra. El tamafio de muestra fue pequefio, considerando las mudltiples variables
asociadas que pueden determinar la presencia de AFM1. Del mismo modo la
homogenizacion de los individuos, debido a su procedencia y sus caracteristicas
sociodemogréficas no permitié realizar una extrapolacion mayor de los resultados, dado

gue estos solo pueden ser aplicados al contexto especifico de los pacientes.

Una limitacion relevante que presentd esta investigacion se relaciona con los datos
obtenidos a través del cuestionario sobre ingesta de alimentos, ya que se trata de un
instrumento puramente descriptivo, con alta tendencia a la subjetivacion principalmente
del tipo de alimento, su composicion, ingredientes, preparacion y el numero de raciones
consumidas, no controla las variables de confusién y puede presentarse sesgo de

memoria.

Debido principalmente a la disponibilidad de presupuesto se escogio un tipo de estudio
gue no permitié hacer correlaciones o asociaciones entre los niveles de AFs encontrados
y el consumo de alimentos potencialmente contaminados. Asi mismo por ser un estudio
de corte trasversal no se hizo seguimiento a las mujeres o los lactantes lo que hubiera

podido arrojar otro tipo de informacion importante.
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6.3 Recomendaciones

Partiendo de las limitaciones de este estudio se sugiere a los investigadores que aborden
esta problemética, primero: la necesidad de contar con una muestra de mayor tamafio
gue permita encontrar y determinar el peso de factores y variables que contribuyen a
detectar concentraciones positivas de AFM1 en leche materna. Ademas un tamafio
muestral mayor permitira que se incluya diferentes caracteristicas individuales y
demograficas que impacten en los resultados, lo cual redundard en la posibilidad de
extrapolar los mismos en una poblacion mas grande y méas diversa. En este mismo
sentido los estudios relacionados deberan procurar ser realizados a través de un
muestreo poblacional a través de estudios multicentricos analiticos, incluyendo muestras
provenientes tanto de centros de alta complejidad, de baja complejidad, ambulatorios y
realizar aleatorizacion de las muestras con el fin obtener diversificacion de las

caracteristicas de los participantes.

Se sugiere ademas que se estandaricen las condiciones de seguimiento de los patrones
nutricionales de los participantes, con el fin de poder obijetivizar aquellos alimentos
implicados directamente con las concentraciones de AFM1, de forma que se limiten los
factores que produzcan confusién en los resultados. De esta forma se podra calcular
medidas de asociacion y la fuerza de tal asociacion entre concentraciones de AFM1 y

alimentos contaminados con este tipo de sustancias.

Se propone que en una futura investigacion se realice un seguimiento prolongado a la
cohorte muestral que presente concentraciones de AFM1 y que adicionalmente se tomen
muestras de alimentos consumidos por los individuos y de otras matrices biol6gicas para

realizar una mejor caracterizacion de la exposicion.

En referencia los alimentos potencialmente contaminados con aflatoxinas se recomienda
hacer estudios de monitoreo en maiz, teniendo en cuenta las diferentes etapas de
produccion en las que puede presentarse contaminacion como son el almacenamiento,
transporte y distribucién del grano y las condiciones que pueden favorecer el crecimiento
de aflatoxinas: temperatura, humedad relativa, aireacion, tiempo y las BPM (buenas
practicas de manufactura). También se recomienda hacer estudios de monitorizacion de

AFB1 y otras micotoxinas en mani, haciendo la comparacion entre la produccion
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artesanal e industrial para determinar si existe un mayor riesgo de contaminacién y por

ende para la salud en el mani que se produce y comercializa de forma no industrial.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con este estudio, se considera que se
requiere realizar estudios de caracteristicas metodoldgicas que permitan realizar
comparaciones entre poblaciones expuesta y no expuesta para determinar desenlaces

relacionados en salud y su impacto en la poblacion.

Por altimo se sugiere explorar otros biomarcadores de exposicion en sangre y orina para

poder identificar una poblacion mas grande y diversa expuesta a aflatoxinas.



7. Conclusiones

La importancia de este trabajo de investigacion radica en la cuantificacion de los niveles
de AFM1 en muestras de leche materna como biomarcador de exposicion a AFB1, uno
de los agentes cancerigenos mas potentes que se conocen. En Colombia se han
realizado previamente estudios de exposiciébn a AFs, sin embargo, estos evaluaron la
presencia del contaminante en alimento, es la primera vez que se determinan metabolitos
en matrices biolégicas en humanos evidencidndose concentraciones positivas de AFM1
en el 90% de las muestras, lo que indica que la mayoria de las mujeres objeto del estudio

estuvieron expuestas a AFB1.

El método de determinacion de AFM1 y AFM2 en leche materna por columna de
inmunoafinidad y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplado a un detector
de fluorescencia es apropiado y cumple los propésitos para los que fue empleado. Por
esta razon puede ser utilizado en futuros estudios de investigacién cuyo propdésito sea

evaluar la exposicion a AFB1 mediante la determinacion de AFM1,

El presente estudio demuestra una alta prevalencia de AFM1 en leche materna e indica
exposicion a AFB1. La exposicion a AFB1 tiene efectos adversos en la madre, en el feto
y mas adelante en el lactante, esta exposicion se considera entonces de gran
importancia en salud publica debido a que es silenciosa y permanente desde muy
temprano en la vida, resultado en procesos de enfermedad con alta mortalidad como el
CHC. Adicionalmente, este trabajo fue desarrollo antes de que se aprobara la nueva
legislacién colombiana para contaminantes en alimentos, por lo cual los datos obtenidos
son relevantes para futuras investigaciones y cuando se decida monitorizar el impacto

alcanzado por la implementacion de la nueva normatividad.

Con el fin de proteger la salud publica, muchos paises alrededor del mundo han
establecido niveles maximos tolerables de AFs en los alimentos como parte de una
politica integral de seguridad alimentaria, que incluye la monitorizacibn de estos

contaminantes en los alimentos y la realizacion de estudios para evaluar la exposicion en
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seres humanos. Segun los resultados obtenidos en este estudio, los alimentos
susceptibles de sufrir contaminacion con AFs mayormente consumidos por la poblaciéon
objeto de estudios son la arepa de maiz, el arroz y los derivados de la harina de trigo, por
ende se considera necesario que los diversos actores involucrados en garantizar la
inocuidad de los alimentos enfoquen sus esfuerzos en la monitorizacién de este tipo de

productos.

Alimentos como el mani deben ser tenidos en cuenta para futuros estudios de
exposicion. En esta investigacion se encontraron medianas mas altas en mujeres que
afirmaron haber consumido al menos dos raciones de este alimento y deben tenerse en
cuenta las caracteristicas particulares de elaboracion y comercializacion que se
presentan en nuestro pais como por ejemplo la elaboraciéon casera y la distribucion y

venta en la calle.

Las aflatoxinas son un problema presente y continuaran siéndolo en el futuro debido al
incremento global de la poblacion y a la necesidad de maximizar la produccion de
alimentos, lo que puede ocasionar detrimento de los métodos de cosecha, produccion y
almacenamiento. Al aplicarse el cuestionario de ingesta de alimentos potencialmente
contaminados y al explicar a las mujeres el objeto del estudio, se evidencia que ninguna
tenia conocimiento sobre la existencia de las AFs y los efectos de estas en salud,
tampoco se tiene una cultura sobre la importancia de la seguridad alimentaria y no se
reconoce la inocuidad de alimentos como un derecho que puede ser exigido por los
ciudadanos de un pais, por lo que se hace necesario sensibilizar a los consumidores

sobre la importancia y los efectos adversos de estas toxinas.

Por Ultimo se requieren investigaciones posteriores para determinar la presencia de
metabolitos de AFB1 en otros fluidos biolégicos, asi como en poblaciones vulnerables del
pais, especialmente poblaciones de areas rurales y de zonas geogréaficas con humedad
relativa elevada que favorece la contaminacién como la Amazonia, para generar mucha
mas informacion sobre la exposicién en un Pais donde la monitorizacion de micotoxinas

es poco frecuente debido a que la legislacion ha sido recientemente aprobada.



A. Anexo: Cuestionario

CUESTIONARIO PARA DONANTES DE LECHE MATERNA

Determinacion de niveles de aflatoxina M, en muestras leche materna recolectadas
en lactarios y Hospitales de Bogota y su correlacion con el consumo de alimentos
contaminados.

CONFIDENCIAL

FECHA: COD:
LUGAR DE LA ENTREVISTA:

Seccién 1. Informacion Personal

Nombre:
Edad: Estrato:
Escolaridad:

Residencia (especificar si es zona rural o urbana), Localidad:

Seccion 2. Antecedentes Médicos
1. Ginecoldgicos (especifique paridad):

2. Asistio a controles prenatales durante el Gltimo embarazo (si la respuesta es positiva,
indique a cuantos):

3. El embarazo fue normal:

4. Sila respuesta a la pregunta 3 es negativa explique el porqué:

. ¢, Durante el embarazo le hicieron examenes para diagnéstica Hepatitis B y VIH?
. ¢,Cual fue el resultado?
. ¢ Le han diagnosticado paludismo o malaria?

. ¢, Sufre de alguna (otra) enfermedad?

© 00 N o O

. ¢ En el momento se encuentra consumiendo algun medicamento de forma constante?

Seccidén 3. Informacion sobre el Lactante
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. ¢,Cuantos meses tiene su hijo?

. ¢ El parto fue en una institucion de salud? ¢ Fue normal?

. ¢ Le diagnosticaron bajo peso al nacer? (si lo recuerda especificar el peso)
. ¢,Cual es el género del bebe?

. ¢ Cuanto pesa?

. ¢ En el momento se encuentra en buenas condiciones generales de salud?

N oo oo WO N P

. Si la respuesta a la pregunta 6 es negativa especifique el porqué

Seccion 4. Informacion sobre Lactancia
1. ¢ Se encuentra amamantando a mas de un bebe?
2. ¢ La lactancia materna es exclusiva?

3. Si la respuesta 2 es negativa explique por qué y especifique los alimentos que esta
consumiendo él bebe

4. ¢ Cada cuanto esta alimentando al bebe?
5. ¢ Cuanto tiempo se demora el bebe succionando cada vez?

6. ¢ Lo amamanta de uno o de ambos senos?

Seccién 5. Habitos Alimenticios

Indague sobre el consumo de alimentos potencialmente contaminados con aflatoxinas en
las 72 horas anteriores a la toma de la muestra. Para cada alimento se debe hacer una
descripcion sobre el mismo, e indicar el nimero de raciones consumidas por dia y el total
en el periodo estudiado.

INGESTA DE ALIMENTOS EN LAS 72 HORAS ANTERIORES A LA TOMA DE LA
MUESTRA

RACIONES

ALIMENTO DESCRIPCION RACIONES DIA TOTALES

Maiz

Alimentos derivados
de maiz (arepas,
tortillas)

Alimentos derivados
de la harina de trigo
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(pan, arepas, pasta)

Arroz

Otros cereales solos
(avena, cebada,
centeno)

Combinacion
cereales (granola,
cereales para el
desayuno)

Semillas
oleaginosas (mani,
almendras, nueces)







B. Anexo: Importancia de la Lactancia
Materna

RESUMEN INFORMATIVO SOBRE EL ESTUDIO DE LA LECHE
MATERNA DE LA OMS

Se debe recalcar a las madres que de acuerdo con todos los estudios realizados la leche
materna es el mejor alimento natural para los lactantes. Este estudio se realiza para
determinar si existen niveles de AFM1 en leche materna. Esta enmarcado dentro del
esfuerzo internacional que se ha venido realizando desde hace varias décadas para
combatir la exposicion a este tipo de sustancias que son altamente toxicas, como la
aflatoxina B1, agente cancerigeno, cuya asociaciébn con la aparicion de carcinoma
hepatocelular ha sido demostrada. Parte de estos esfuerzos han sido realizados por la
FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) y la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), quienes aseguran que los paises deben asumir
el compromiso de garantizar una nutricion segura y sana para esta generacion y las
siguientes, alcanzando asi la seguridad alimentaria para todos.

Las micotoxinas son metabolitos flngicos secundarios capaces de inducir efectos
adversos en animales o humanos que las consumen. Las micotoxinas pueden ser
producidas por los hongos en diferentes sustratos pero generalmente son producidas en
granos y cereales comunmente utilizados en nutricion humana y animal. Las aflatoxinas
son el grupo de micotoxinas mas téxico que se conoce, siendo la mas toxica de estas la
aflatoxina B1 (AFB1). Hembras lactantes que consumen AFB1 eliminan en la leche un
metabolito hidroxilado de esta, conocido como aflatoxina M1 (AFM1). El nombre de este
metabolito refleja su origen ya que la M proviene de la palabra inglesa “milk”. La AFM1
conserva la toxicidad y carcinogenicidad de la AFB1 y es, por lo tanto, estrictamente
regulada en diversos paises.

Las aflatoxinas son una amenaza para la salud publica, por esto es importante realizar
investigaciones que permitan la recolecciobn de datos sobre las concentraciones de
aflatoxinas en los alimentos y en la leche materna. Estos datos se han utilizado para
evaluar los riesgos para la salud humana derivados de la exposiciébn a este tipo de
compuestos. Este estudio también promovera la lactancia materna como la mejor
alimentacion para los lactantes, ya que sera la base de posibles medidas para controlar
la contaminacion con aflatoxinas y disminuir las concentraciones en la lecha materna.
Esta accién coincide con la Estrategia Mundial para la Alimentacién del Lactante y el
Nifilo Pequefio, adoptada por la Asamblea Mundial de la Salud y el Consejo Ejecutivo de
UNICEF en 2002.

Este tipo de estudio se ha realizado en diferentes regiones del mundo con el fin apoyar y
fortalecer, donde sea posible, la capacidad nacional de vigilancia y gestion racional de
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micotoxinas en los alimentos. En el presente estudio participaran por lo menos 50
madres en cuya leche se analizara la presencia de AFM1. Los resultados con los
nombres de las donantes, seran confidenciales y no figuraran en los resultados.

Se reitera que en el mundo se han seguido acumulando datos sobre los beneficios para
la salud de la lactancia materna. En el conjunto de la poblacién, se recomienda la
lactancia materna exclusiva durante seis meses para la gran mayoria de los lactantes,
seguida de lactancia materna y alimentos complementarios apropiados hasta los dos
afos o mas.

WHO (2006) The International code of marketing of breast-milk substitutes. Frequently asked
questions. Geneva, World Health Organization. ISBN 9241594292
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C. Anexo: Consentimiento
Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Certificado de consentimiento

He sido invitada a participar en el Estudio Mundial de la OMS sobre Contaminantes
Orgénicos Persistentes en la Leche Materna. Se me ha informado sobre el objetivo y los
procedimientos del estudio, en sintesis

Obijetivo del estudio

Las aflatoxinas son unas sustancias producidas por algunas clases especiales de
hongos. Estas sustancias pueden ser detectadas en los alimentos, esto sucede porque
durante el proceso de produccién el hongo puede contaminar los alimentos. Muchas
veces un alimento que contiene aflatoxinas no presenta cambios en su apariencia, color,
olor o sabor, por lo que es necesario realizar pruebas en el laboratorio para determinar si
hay contaminacion. Cuando se consumen este tipo de alimentos el cuerpo los procesa y
elimina. En el caso de una mujer que se encuentre lactando pueden detectarse parte de
estas sustancias en la leche materna y eso es lo que queremos evaluar con este estudio.
Se evaluard ademas el perfil de acidos grasos presentes en la leche

Los datos cientificos siguen demostrando los beneficios para la salud de la lactancia
materna. Para la poblacion general, se recomienda la lactancia materna exclusiva
durante los primeros seis meses para la gran mayoria de los lactantes, y luego leche
materna con los alimentos complementarios apropiados hasta los dos afios o0 mas.

Procedimientos

Se le solicita que proporcione una muestra de 100 ml de leche. La leche se puede extraer
manualmente o con un sacaleche.

Riesgo y molestias

Puede sentir algunas molestias cuando extraiga la leche manualmente o con un
sacaleche. Le daremos instrucciones acerca de como extraer la leche de ambas
maneras. Ninguna de las preguntas que le formulemos seré de naturaleza personal.

Confidencialidad

La informacion que se reuna para este proyecto de investigacion sera confidencial. La
informacion sobre Ud. que se requiera para el estudio sera guardada en un documento
en el que no figurard su nombre sino un nimero. El nombre asociado al nimero asignado
a cada documento serd guardado en un lugar seguro y no sera divulgado a nadie.
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Aun si esta informacion se divulgara accidentalmente, su divulgacion no tendria
consecuencias importantes porque en los resultados no figurara su nombre sino un
codigo. Ademas, soOlo se informaran resultados promedio (medias) y no resultados
individuales.

Participacion voluntaria

Ud. no estéd obligada a participar en este estudio si no lo desea. La decisibn de no
participar no afectard en modo alguno la atencidn que recibe en este centro. Seguira
gozando de todos los beneficios, independientemente de cual sea su decision Ud. puede
decidir dejar de participar en el estudio en cualquier momento que lo desee, si decide
dejar de participar, no perdera ningun derecho como paciente de este centro. Su
tratamiento en este centro no se vera afectado en modo alguno por su decision.

Informacién de contacto

Si tiene alguna pregunta, puede formularla ahora o méas adelante.

He leido atentamente la informacion precedente o me ha sido leida. Se me ha dado la
posibilidad de formular preguntas sobre esta informacion y todas las preguntas que he
formulado han sido respondidas de manera satisfactoria. Otorgo mi consentimiento
voluntario para participar como sujeto de este estudio y comprendo que tengo derecho a
retirarme del estudio hasta que mi muestra haya sido mezclada con otras. Si decido
retirarme del estudio, entiendo que puedo hacerlo sin que esto afecte de manera alguna la
atencion médica que recibo. También otorgo mi consentimiento para que todo resto de
muestra de leche no utilizado para el presente estudio pueda ser guardada para estudios
similares que se realicen en el futuro.

Nombre de la madre participante (impreso) Fecha y firma de la participante

/| (dia/mes/afio)

Si la participante es analfabeta o menor de edad

Nombre de un testigo independiente (impreso), fecha y firma del testigo

Nombre y fecha del representante legal (impreso), fecha y firma

(De ser posible, esta persona debe ser elegida por la participante, y no debe tener relacién alguna con
el equipo de investigacion)

/| (dia/mes/afio)

Nombre del investigador (impreso) Fechay firma del investigador

/| (dia/mes/afio)
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D. Anexo: Protocolo OMS

EXTRACCION MANUAL DE LECHE MATERNA

Enséfiele a la madre a hacerlo ella misma. No le extraiga usted la leche. Toquela
solamente para mostrarle lo que debe hacer y sea muy delicado al hacerlo.

Primero se deben lavar cuidadosamente las manos. Luego se lava el seno con jabén
suave libre de contaminantes y se enjuaga con agua destilada.

Luego la madre procede a la extraccion de la muestra, para esto debe:
-Sentarse o quedarse de pie cdmodamente y mantener el recipiente cerca del pecho.

-Colocar el dedo pulgar sobre el pecho por ENCIMA del pezén y la areola, y el indice
POR DEBAJO, opuesto al pulgar. Con los otros dedos sostiene el pecho.

-Presionar el pulgar y el indice ligeramente hacia adentro, hacia la pared toracica,
evitando presionar demasiado lejos para no ir a bloquear los conductos de leche.

-Presionar el pecho que queda detras del pezon y la areola entre el pulgar y el indice.

-Debe presionar los senos lactiferos que queden por debajo de la. A veces es posible
sentir los senos lactiferos en un pecho lactante. Se siente como mani o como arvejas. Si
la madre los puede sentir, debe presionar sobre ellos.

-Hacer presion y soltar, hacer presion y soltar. Esto no debe doler; si es asi la técnica
esta equivocada. Puede que no salga leche al comienzo, pero después de hacer presiéon
unas pocas veces la leche comienza a gotear, a lo cual pueden seguir “chorros” de leche
si el reflejo de oxitocina es activo. Hacer presion en la areola de igual forma por los
LADOS, para asegurarse que se esta extrayendo leche de todos los segmentos del
pecho.

-Evitar frotar o deslizar los dedos en la piel. EI movimiento de los dedos se parece mas al
gue se hace cuando le toman a uno las huellas digitales.

-Evitar apretar el pezdn mismo. La presion o el estiramiento del pezén no pueden extraer
la leche materna, como tampoco puede hacerlo el bebé succionando solamente del
pezon.

-Extraer leche de un pecho durante por lo menos 3 a 5 minutos hasta cuando el flujo
disminuya, luego “ordefiar” el otro lado, y luego repetir en los dos lados. La madre puede
usar cualquiera de las manos en cualquiera de los pechos y cambiar cuando se canse.




118 Determinacion de niveles de aflatoxina M1 en leche materna: estudio observacional
descriptivo en muestras recolectas en un hospital pediatrico de la ciudad de Bogota

Expliquele a la madre que la extraccién adecuada de su leche toma entre 20y 30
minutos. Es importante no tratar de extraer la leche en un tiempo mas corto.

Durante la extraccién el investigador sostiene el recipiente en el cual se va a recolectar la
muestra, este debe ser un tubo de vidrio esterilizado con tapa rosca con capacidad para
almacenar 100 mL, este debe estar debidamente etiquetado con el codigo que
corresponde a la donante.

Si no se obtiene la cantidad de la muestra en una sola toma, la extraccion puede
repetirse dentro de un lapso de 24 horas. Se recolecta en el mismo recipiente.

El tiempo que debe pasar entre la lactancia del bebe y la toma de la muestra por el
mismo seno es de 2 horas.

Cuando la recoleccion de los 100 mL se realiza en diferentes extracciones, estas pueden
hacerse alternando la glandula mamaria.

WHO. 1993. Breastfeeding counselling: A training course. Participant’s Manual
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E. Anexo: Aprobacion Comite de

V4

Etica

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA

FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA
MAESTRIAEN TOXICOLOGIA

Bogota D.C., Junio 27 de 2012
MT-237-12

Estudiante

MARLIB PALOMA SANCHEZ
Maestria en Toxicologia
Facultad de Medicina

Apreciada Estudiante

Comedidamente me permito informarle que el Comité de Etica de la Facultad de Medicina en su
reuniéon del dia 21 de junio de 2012 acta No 82, dio su concepto aprobatorio del proyecto de tesis
titulado, DETERMINACION DE NIVELES DE AFLATOXINA M1 EN MUESTRAS LECHE
MATERNA RECOLECTADAS EN LACTARIOS DE HOSPITALES DE BOGOTA Y SU
CORRELACION CON EL CONSUMO DE ALIMENTOS POTENCIALMENTE CONTAMINADOS."
Agradezco su atencion a la presente

Se anexa copia de la comunicacion CE-011

Cordialmente,

(Firma llegible)

Coordinador Académico
Programa Curricular Maestria en Toxicologia
Departamento de Toxicologia

Copia: Profesor Gonzalo Diaz - Director del proyecto

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA piso 2" Oficina 203
Teléfono(s): 3165153 directo Conmutador: 3165000 extension 15120,15184, 15056
Correo electrénico:  maetoxico_fmbog@unaledu.co
Bogotd Colombia, Sur América
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F. Anexo:

Plan de Validacidon

Plan preparado por: (Nombre/ Cargo/ Dependencia)

Nombre:

Fecha:

Plan revisado por: (Nombre/ Cargo/ Dependencia)

Nombre:

Fecha:

Firma: -

Firma: -

VALIDACION DEL METODO ISO/DIS
14501 IDF 171

PLAN

RESULTADO

1.1. ¢ Cual es el objetivo final del
método?

Adecuacién al propdsito: Es el grado
en que la aplicabilidad de un método
se ajusta a los criterios o
requerimientos establecidos por el
investigador, que hace uso de los
informes o datos generados a través
de un método de ensayo. Es la
adaptacion de un método para un fin
previsto.

¢ Existen concentraciones maximas
permitidas de aflatoxina M1 en la
matriz que se va a utilizar?

Determinar los niveles de AF-M1 en
muestras de leche materna, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector de fluorescencia.

En la literatura cientifica no existen
reportados niveles aflatoxina M1 en
leche materna que se consideren
normales.

En leche de vaca para consumo
humano el limite maximo permisible de
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AF-M1 es 0.5 ppb (Eatony
Groopman,1994) y 0,05 ppb en Europa

1.2. ¢ Es estable la AF-M1?

¢La AF-M1 sufre algun tipo de
degradacion en la leche?

Es inestable a la exposicion a luz
ultravioleta en presencia de oxigeno, a
pH extremos (< 3, > 10) y a agentes
oxidantes (IARC, 2002).

Deben tomarse las precauciones
necesarias durante la manipulacion de
estandares y de las muestras para
analisis.

En leche materna la AF-M1 es estable
por varios meses si se congela a -20°C
(Polychronaki., et al, 2007). Se pueden
almacenar indefinidamente a -72°C
(Needham and Wang, 2002)

Los datos que existen son para leche
de vaca. Se considera que la
concentracion de la toxina no varia si
se trata la leche con calor o, si se
almacena congelada (JECFA, 2001)

1.3. Selectividad del método

La selectividad es el grado en que un
método puede cuantificar o cualificar al
analito en presencia de interferentes.
Estos interferentes normal o
frecuentemente se encuentran en la
matriz de interés.

El método debe ser capaz de detectar
la aflatoxina M1 y distinguirla de otros
compuestos presentes en la leche
materna.

Analizar por triplicado un minimo de
tres blanco de reactivos, tres blancos
de leche materna y tres muestras o
estandares de concentracion conocida
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de AF-ML1. Las interferencias deben
separarse de la AF-M1 con una Rs > 2.
En caso de sobre posicion de picos
interferentes se deben modificar las
condiciones cromatogréficas hasta
lograr la separacion.

1.4. Rango Analitico

No hay establecidos rangos analiticos
para AF-M1 en leche materna.

El target level es de 50 ppt

1.5. Linealidad

Es la capacidad de un método de
analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar unos resultados
instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito
gue se habra de determinar en la
muestra de laboratorio.

Se demuestra directamente mediante
diluciones en serie de una solucién
estandar (Si se preparan las diferentes
concentraciones utilizando diferentes
pesos del estandar se puede introducir
mayor error). Se deben usar como
minimo 5 puntos.

La linealidad se evalla mediante los
estimadores de regresion lineal del
grafico: la pendiente (m), el coeficiente
de correlacién (r) y el punto de corte
(intercepto) con el eje de las Y (Lo).
Las concentraciones calculadas
utilizando el método de regresion lineal
deben estar dentro del 20% del valor
tedrico.

Se debe determinar la desviacion
estandar de los factores de respuesta.

Se debe determinar la linealidad de los
estandares puros y la de los extractos

Realizar una curva de calibracién con
5 puntos
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de leche materna, para posteriormente
comparar las ecuaciones de regresion.

1.6. Sensibilidad En una regresion lineal la sensibilidad
Es el cociente entre el cambio en la corresponde a la pendiente (m) de la
indicacién de un sistema de medicion y | recta de calibracion. El valor de

el cambio correspondiente en el valor | sensibilidad obtenido [m] debe permitir
de la cantidad objeto de la medicion. una adecuada discriminacion del nivel
La sensibilidad permite observar la mas bajo del rango analitico
capacidad de respuesta instrumental
frente a una determinada cantidad de

analito.

1.7. Limite de deteccion Se recomienda para su calculo por lo
Concentracion o cantidad real del menos seis mediciones de blanco
analito presente en el material objeto matriz, testigo reactivo o concentracion
de andlisis que llevara, con una estimada cercana al blanco.
probabilidad (1-8), a la conclusién de

gue la concentracion o cantidad del Se realiza segun el método de la EPA.
analito es mayor en el material Para esto se evallan 8 estandares a
analizado que en el material testigo una misma concentracion

1.8. Limite de cuantificaciéon El LOQ se calcula mediante la

Una caracteristica del funcionamiento | siguiente férmula: LOQ =10 S, de una
del método que suele expresarse sefal cercana al LOD

como seial del valor (verdadero) de la
medicidn que producira estimaciones
con una desviacion estandar relativa
(RSD) generalmente de 10 %

1.9. Exactitud Usualmente se reporta como el

Grado de concordancia entre el porcentaje de recuperacion alcanzado
resultado de un ensayo y el valor de utilizando el método analitico.
referencia. Se recomienda evaluar un minimo de 9

determinaciones a tres niveles de
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concentracion, por triplicado (Chan et
al., 2004). Se realiza a
concentraciones de 25, 50 y 100 ppb
por triplicado en muestras
naturalmente contaminadas

1.10. Precisién

Expresa el grado de concordancia
entre una serie de medidas obtenidas
de ensayos individuales cuando el
método se aplica a multiples alicuotas
de una muestra homogénea bajo
condiciones establecidas

La precision se expresa
matematicamente como la desviacion
estandar relativa (RSD).

Para cada concentracion determinada
el RSD debe ser <25% para la
repetibilidad (r) y <40% para la
reproducibilidad (R).

La precision debe estudiarse sobre:

-El sistema (evaluando la dispersion de
la menos 6 inyecciones del estandar)
-El método (evaluando la dispersion de
varias preparaciones de la muestra
final homogénea) (Quattrocchi et
al.,1992).

1.11. Técnicas Confirmatorias

Se realizard mediante la derivatizacion
de la aflatoxina M1 con acido
trifluoroacético (Stubblefield , 1987)

1.12. Repetibilidad

Es la precision bajo las condiciones de
repetibilidad, es decir, condiciones
donde

los resultados de andlisis
independientes se obtienen con el
mismo método en items de analisis
idénticos en el mismo laboratorio
por el mismo operador utilizando el

Se refiere a la variacion intra-
laboratorio (precision intermedia),
realizada en dias diferentes por
diferente analista u utilizando equipos
diferentes
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mismo equipamiento dentro de
intervalos cortos de tiempo.

1.13. Reproducibilidad

Es la precision bajo las condiciones de
reproducibilidad, es decir, condiciones
donde los resultados de los analisis
se obtienen con el mismo método
en item idénticos de analisis en
condiciones diferentes ya sea de
laboratorio, diferentes operadores,
usando distintos equipos, entre otros.

Se determinara como precision
intermedia. Dos analistas realizaran el
ensayo en dias diferentes y en equipos
distintos

Se refiere a la variacion inter-
laboratorios

1.14. Robustez

Indica el grado de confiabilidad del
método ante cambios deliberados de
variables y pardmetros; indica la
fiabilidad del método en su uso normal

Entre las condiciones analiticas que
pueden afectar un método se
encuentran:

Analistas, equipos, solventes,
composicion de la fase movil,
temperatura, efecto del filtrado,
columnas, estabilidad de la muestra,
tiempo de extraccion, flujo otros.
Para esta determinacion se aplica el
Test de Youden y Steiner. Este
procedimiento permite evaluar el
efecto de siete variables con soélo
ocho analisis de una muestra.

1.15. Recuperacion en Muestras
Fortificadas

Ver numeral 1.9.

1.16. Validacion del método de ensayo
realizado bajo las mismas condiciones
de un ensayo real

1.17. Criterio para el numero de
muestras validas estadisticamente a

Se utilizara una carta de control
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ser analizadas

1.18. ¢ Cuél es el grado de Los datos generados seran archivados

accesibilidad de los datos del archivo en fisico en un archivador destinado

de validacion? para tal fin y en forma digital en los
computadores del Laboratorio de
Toxicologia.

1.19. ¢ Las modificaciones al método Se deben documentar todos los

de ensayo han sido documentadas y cambios realizados al método e
archivadas en el archivo de validacion? | imprimir y guardar en forma digital la
informacion pertinente a los cambios
realizados, como cromatogramas,
tablas y gréficos para incluirlas en el
archivo de validacion

1.20. ¢ Registro del procedimiento El plan de validacién corresponde al
utilizado? registro del procedimiento utilizado
para establecer las caracteristicas de
desempeiio del método

1.21. ¢ El método utilizado es Se analizaran los datos obtenidos y se
apropiado para el uso pretendido? determinara si el método analitico es
apropiado para determinar la presencia
de AF-M1 en leche materna.

1.22. Estimacion de la incertidumbre Se estimara como 2 veces la
desviacion estandar del método
completo para muestras fortificadas. La
incertidumbre debe ser <10%
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G. Anexo Espectros

Septiembre 25 de 2012

Se realizaron 3 espectros, uno a la linea base, y ofro al analito desconocido presente en
las muestras procesadas, midiendo 50 pl de std de 200 ng/ml de AFM; llevando a un
volumen final de 1000 pl con fase maévil, H2O:CH3CN: MeOH 50:30:20(v/v/v). Se inyectaron
10 ul, se mantuvo la longitud de onda de excitacién en 360 nm el espectro se realizd en
la respuesta de emisidén entre 400 a 800 nm.
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Se realizaron 3 espectros, uno a la linea base, y otro al analito desconocido presente en
las muestras procesadas, midiendo 50 pl de std de 200 ng/ml de AFM; llevando a un
volumen final de 1000 ul con fase movil, H2O:CH3CN:MeOH 50:30:20(v/v/v). se inyectaron
10 ul, se mantuvo la longitud de onda de emicidn en 430 nm el espectro se realizo en la
respuesta de excitacion entre 300 a 400 nm.
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