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RESUMEN

Determinacion de la exposiciéon en lactantes a aflatoxina M1 en muestras
de leche materna en poblacién de Monterrey (México) y su potencial de

riesgo carcinogénico asociado a su consumo

Introduccion: La aflatoxina M1 es un metabolito de la aflatoxina B1, que se
excreta en la leche ¢e mamiferos que consumieron productos contaminados con
B1. A las aflatoxinas se han relacionado con la patogénesis de varios tipos de
desnutricion, como la pérdida del musculo (emaciacion) y retraso en el
crecimiento. Estudios experimentales con modelos animales se ha visto
relacionada con deficiencias de micronutrientes como vitamina A y D, zinc y
selenio. Objetivo: Determinar de la exposicion a aflatoxina M1 en lactantes su
potencial de riesgo carcinogénico asociado a su consumo. Metodologia: Se
analizé la presencia de AFM1 en 21 muestras de leche materna del area
metropolitana de Monterrey, mediante un ensayo ELISA. La exposicién a AFM1
fue determinada mediante una formula que utiliza la concentraciéon de AFM1
encontrada por la ingesta promedio de leche dividido entre el peso corporal
promedio de lactantes. Para la estimacion del riesgo carcinogénico se utilizé el
indice de riesgo encontrado por Kuiper-Goodman (1990), con un valor estimado
de 2 ng/kg de peso corporal por dia. Resultados: Las 21 muestras analizadas
fueron positivas a AFM1 encontrandose un contenido promedio de 30.99 ng/L y
un rango de 2.2-127.65 ng/L La exposicion de las muestras analizadas para
lactantes de 0 a 6 meses de edad fue de 4.3-7.4 ng/kg/dia, y para el grupo de 7
— 12 meses de edad un rango de 3.4-6.0 ng/kg/dia. Todos los valores
encontrados estan por encima del indice de riesgo carcinogénico de 2 ng/kg/dia.
Conclusién: De acuerdo a los resultados encontrados en las muestras
analizadas, la exposicidén a esta micotoxina representa un riesgo para la salud de
los lactantes desde los 0 a los 12 meses, la leche materna deberia ser un
alimento inocuo y la presencia de AFM1 altera su calidad, es de importancia el
monitoreo constante de dicha micotoxina, con estudios posteriores que evaluen

las fuentes directas en la dieta de mujeres lactantes.



ABSTRACT

Breast milk Aflatoxin M1 exposure determination on Monterrey (Mexico)
infant population and its potencial for carcinogenic risk associated with its

consumption.

Introduction: Aflatoxin M1 is a metabolite of aflatoxin B1, which is excreted in
milk in mammals that consume products contaminated with B1. Aflatoxins have
been linked to the pathogenesis of various types of malnutrition, such as muscle
loss (wasting) and stunted growth. Experimental studies with animal models have
been related to micronutrient deficiencies such as vitamin A, D, zinc and selenium.
Objective: To determine the exposure in infants to aflatoxin M1 and its potential
for carcinogenic risk associated with its consumption. Methodology: The
presence of AFM1 in 21 breast milk samples from the Monterrey metropolitan
area was analyzed by an ELISA. AFM1 exposure was determined using a formula
that uses the concentration of AFM1 found by the average milk intake divided by
the average body weight of infants. For the analysis of the carcinogenic risk, the
risk index found by Kuiper-Goodman (1994) was found, with an estimated value
of 2 ng / kg of body weight per day. Results: The 21 samples analyzed were
positive for AFM1 found an average content of 30.99 ng / L and a range of 2.2-
127.65 ng / L The exposure of the samples analyzed for infants from 0 to 6 months
of age was 4.3-7.4 ng / kg / day, and for the group of 7 - 12 months of age a range
of 3.4-6.0 ng / kg / day. All values found are above the carcinogenic risk index of
2 ng / kg / day. Conclusion: According to the results found in the samples
analyzed, exposure to this mycotoxin represents a health risk for infants from 0 to
12 months, breast milk should be a safe food and the presence of AFM1 alter its
quality, the constant monitoring of said mycotoxin is important, with subsequent

studies evaluating the direct sources in the diet of lactating women.



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aflatoxinas son sustancias téxicas, producidas principalmente por el
hongo Aspergillus flavus. La necesidad de investigar estas toxinas se ha vuelto
causa principal de diversos estudios debido a su alta incidencia en alimentos de
consumo humano y su impacto sobre la salud (Martinez-Miranda, Vargas-del Rio

y Gomez-Quintero, 2013).

La ciudad de Monterrey cuenta con las condiciones ideales para la produccion
de toxinas fungicas, pues los ambientes de mayor incubacion son los climas
tropicales y subtropicales, cabe recalcar que este clima se encuentra presente en
la mayor parte del territorio de México. Debido a esto la mayoria de productos

alimenticios son susceptibles a contaminacion (Frias, Martinez, y Pefa, 2017).

En México en un estudio realizado en 2007 en granos de maiz, se observd
una incidencia de Aspergillus flavus del 50.3% y 44.6% en maiz amarillo y blanco,
respectivamente (Hernandez-Delgado, Reyes-Lopez, Garcia-Olivares, Mayek-
Pérez y Reyes-Méndez, 2007). Se ha reportado también la presencia de
aflatoxinas en arroz, especias, cacao, nueces, cacahuates, trigo, leguminosas,
harinas, y todos sus derivados. La Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que mas de un 25% de alimentos en
el mundo se encuentra contaminado con algun tipo de micotoxinas (Mejia,

Alvarado y Vazquez, 2014).

Segun el Codex Alimentarius el limite maximo permisible para AFM1 en férmulas
infantiles es de 0.5 pg/kg. Sin embargo, en México la NOM-243-SSA1-2010
referente a leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos
también establece un limite maximo permisible de 0.5 pug/kg de AFM1, pero no

es especifica para formulas infantiles.



La aflatoxina M1, es un metabolito secundario de la aflatoxina B1, se
encuentra en la leche de mamiferos que consumen productos contaminados con

aflatoxina B1 (Cantu-Cornelio, et al., 2016).

Esta micotoxina puede ser pasada al hijo por medio de la leche materna,
siendo la poblacion infantil mas expuesta a los efectos que la AFM1, debido a su
capacidad disminuida de detoxificacién y a los altos requerimientos energéticos
para su edad. Algunos de los efectos que pueden causar son: inhibicién en la
sintesis de proteinas, sindromes de Reye, y de kwashiorkor, inmunosupresion,
irritacion dérmica, disrupciones endocrinas, hepatitis aguda, asi como otras
alteraciones metabdlicas. A largo plazo pueden provocar efectos carcinogénicos,

mutagénicos, inmunotoxicos, nefrotdxicos y neurotoxicos (Martinez, et. al, 2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda a todas las madres
la lactancia materna exclusiva por seis meses, con el fin de que los infantes
tengan un crecimiento y desarrollo adecuados, permitiendo su salud optima.
Posteriormente, se sugiere continuar hasta los dos afios con alimentacion

complementaria (Organizacion Mundial de la Salud, 2011).

Por tal razén se plantea la necesidad de determinar la exposicion de aflatoxina
M1 en muestras de leche materna como agente contaminante, y establecer el
riesgo que se asocia a su consumo para la poblacion lactante de Monterrey,

Nuevo Ledn.



I. ANTECEDENTES

1. Generalidades de la leche materna

La leche materna es considerada como un biofluido altamente complejo y
variable en su composicién, provee un estandar para la nutricion del infante, asi
como promueve la salud, su adecuado desarrollo y proteccion contra

enfermedades en los bebés (Ballard y Morrow, 2013).

Se ha evidenciado que la composicién de la leche materna es cambiante
entre tomas del infante y responde a diversos factores, como los propios
requerimientos del bebé de acuerdo a la edad y otras caracteristicas.
Especificamente, se cree que los componentes en la leche se adaptan
individualmente en cada madre y reflejan las necesidades y requerimientos de su

hijo (Andreas, Kampmann y Mehring, 2015).

Algunos compuestos antimicrobianos e inmunomoduladores compensan
las deficiencias del sistema inmune que el recién nacido puede tener. La leche
materna contiene factores bioactivos que son capaces de inhibir la inflamacion,
como lo son antioxidantes, interleucinas 1, 6, 8 y 10, factor de crecimiento
transformante (TGF), defensinas e inhibidores de la proteasa leucocitaria

secretora (Andreas et al ., 2015).

2. Composicién de laleche materna

2.1 Lipidos

Los lipidos presentes en la leche materna representan la principal fuente
de energia, aportando entre el 40% y 55% de su energia total. La mayoria se
encuentran en forma de triglicéridos (98%) y el resto como mono y
diacilglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos y colesterol. Mas de 200
diferentes acidos grasos estan presentes en la leche materna, y algunos se

encuentran en mayor proporcion que otros, como el acido oleico que representa



entre 30 y 40g por cada 100g de la fraccion lipidica de la leche (Ballard y Morrow,
2013).

La estructura molecular de los acidos grasos, especificamente la posicion
en la que se encuentren en la columna de glicerol, influye directamente en la
disponibilidad y absorcion de los mismos. Esta particularidad de la leche materna
no puede ser replicada por las formulas artificiales, por lo que hay una diferencia
significativa en el perfil lipidico de lactantes amamantados con leche materna y
los alimentados con formulas artificiales. Una de las funciones de los lipidos
encontrados en la leche materna, es la inactivacion de patdégenos como el
estreptococo del grupo B. Esto supone una proteccion aun mayor para los

lactantes (Ballard y Morrow, 2013).

2.2 Proteinas

Las proteinas contenidas en la leche materna proveen de aminoacidos
esenciales para promover el crecimiento del lactante. Dichas proteinas participan
en la proteccidon inmune y el mejoramiento de la digestion de los nutrientes y la
biodisponibilidad de micronutrientes. El calostro presenta una proporcion de
suero-caseina de 90:10, comparado con la leche madura de 60:40; el suero de
la leche materna se encuentra compuesto por mas de 150 proteinas, la mas
abundante de todas es la alfa-lactoalbumina, que contiene niveles altos de
aminoacidos como el triptéfano, lisina y cisteina; algunos péptidos liberados
durante su digestion, poseen propiedades antimicrobianas y actividad prebidtica,
esto permite una estimulacién benéfica para la colonizacion de bacterias en el
intestino. Otras de las proteinas presentes en la leche materna son la lactoferrina,
inmunoglobulinas y lisozimas, relacionadas con la proteccion inmune en el

neonato (Ménaco, Kim y Donovan, 2016).

2.3 Nitrogeno no proteico

La fraccién de nitrégeno no proteico de la leche materna representa el 25%
del total, se compone de urea, creatinina, nucledtidos, aminoacidos libres y
péptidos; son muchas las moléculas bioactivas presentes en la leche materna,
un ejemplo claro son los nucleétidos, considerados nutrimentos esenciales

durante las primeras etapas de crecimiento, representando papeles importantes



en los procesos celulares como por ejemplo en la actividad enzimatica y
mediacion del metabolismo. Ademas de esto, aportan al organismo del lactante
el desarrollo y la maduracién adecuadas y una funciéon inmune mejorada (Ballard
y Morrow, 2013).

2.4 Hidratos de carbono

Los carbohidratos de mayor proporcion son la lactosa y oligosacaridos de
la leche materna. La lactosa es el macronutriente que menos varia a través de
las distintas etapas de la lactancia, su concentracion se correlaciona con la
produccion de leche. Se digiere casi completamente en el intestino por medio de
la lactasa, aunque una menor proporcion sin digerir contribuye a evacuaciones
mas blancas y un aumento de la absorcion de minerales. Los oligosacaridos son
el tercer componente mas abundante de la leche materna, se han identificado

mas de 200 estructuras (Ménaco, Kim, y Donovan, 2016).

3. Propiedades

La complejidad biologica de la leche materna es indiscutible, ademas de
proteger activamente, tiene la propiedad de ser inmunomoduladora, por lo que
protege contra infecciones y alergias especificas, sin dejar de estimular el
crecimiento y desarrollo del sistema inmunoldgico del lactante. En estudios
realizados in vitro, se ha comprobado la efectividad de la leche materna contra
microorganismos patdégenos. Estos componentes celulares de la leche materna
le aportan propiedades antibacterianas, antivirales, antiparasitarias (Shellhorn y
Valdés, 1995).

La leche materna es una sustancia activa unica y esencial en el desarrollo
de los lactantes, funciona exclusivamente como su fuente de nutricion (Picaud y
Buffin, 2017). Debido a esto, resulta primordial que no represente un riesgo para
la salud de los bebés, ya que constituye la principal fuente nutritiva, no superada
por ningun otro alimento existente. Es por eso que resulta importante garantizar

la calidad de la leche mediante el aseguramiento de la ausencia de micotoOxinas.



4. Micotoxinas

4.1 Concepto y origen

Los hongos utilizan para su crecimiento sustancias quimicas llamadas
metabolitos primarios, que pueden ser acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos
y lipidos en su mayoria y se consideran nutrientes esenciales para su desarrollo.
Las micotoxinas son metabolitos secundarios, provienen del metabolismo
primario del hongo Aspergillus; son compuestos que tienen lugar cuando la fase
final de crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria. En la
figura 1 se muestran las fases del crecimiento fungico, las cuales constan de tres;
en la primer fase se da la inoculacién y crecimiento de enzimas que serviran para
el crecimiento, en la fase exponencial el hongo crece exponencialmente hasta
llegar a la fase estacionaria en la cual dejan de crecer debido al agotamiento de
nutrientes o acumulacion de productos téxicos (Figura 1) (Soriano Del Castillo,
2007).

Sintesis de micotoxinas

T r f
Fase de retraso Fase exponencial Fase estacionaria

Log Numero de microorganismos viables

Tiempo

Figura 1. Fases del crecimiento fungico. Adaptado de: Carrillo y Audisio, 2007.

La presencia de micotoxinas en alimentos constituye un problema, cuya
unica solucion es prevenir el crecimiento fungico; su presencia en vegetales
puede deberse a tres factores: a) la infeccién de plantas por colonizacién de

hongos patdogenos debido a condiciones ambientales que favorecen su



crecimiento, b) colonizacion de mohos patdégenos post cosecha durante el
almacenamiento de granos o frutos, c) desarrollo fungico durante el

almacenamiento de productos ya procesados (Carrillo y Audisio, 2007).

Las condiciones para el crecimiento del hongo Aspergillus son una
humedad relativa entre el 90 y 100%, un contenido de agua en gramos del 22 o
23, ademas de un amplio rango de temperatura entre 0 y 35°C, aunque algunos
pueden desarrollarse a temperaturas mayores a esas. Dentro de los hongos
principales productores de micotoxinas se encuentran los del género Aspergillus
que son los principales productores de aflatoxinas, sustancias consideradas

altamente toxicas para el ser humano (Carrillo y Audisio, 2007).

4.2 Aspergillus flavus

Es un hongo filamentoso productor de micotoxinas, de importancia
bioldgica, pues tienen impactos negativos en la salud humana; su habitat natural
es el suelo, donde sobreviven y se desarrollan sobre materia en descomposicion.
El género es muy comun en la naturaleza y se ha reportado en casi cualquier
ambiente. Su reproduccion es por medio de esporas asexuales denominadas
conidios, dando lugar a las hifas que forman parte de la estructura de los hongos.
Las condiciones de 6ptimo crecimiento requieren una humedad relativa de entre
70-90% y el rango de temperatura de 1 a 45 °C estas condiciones dan pie a que
sea muy facil de reproducirse; Aspergillus flavus se caracteriza por su capacidad
de produccion de micotoxinas, especificamente aflatoxinas. Existen mas de 20
tipos de aflatoxinas, pero la mas importante es la aflatoxina B1 (AFB1), puesto

que es la mas peligrosa de todas (Martinez-Padroén, et al. 2013).

5. Aflatoxinas

5.1 Generalidades

Quimicamente las aflatoxinas son micotoxinas, compuestos quimicos
organicos no proteicos, con un peso molecular bajo. Son producidas por varias
especies del hongo Aspergillus, A. flavus produce solo las aflatoxinas del tipo B,
mientras A. parasiticus produce de los tipos B y G que se denominan asi de
acuerdo al color fluorescente que emiten bajo la luz ultravioleta. Dichas especies

productoras de aflatoxinas se encuentran en el medio ambiente de manera



natural y facilmente colonizan productos agricolas expuestos a humedad y
temperatura. La aflatoxina M1 es un metabolito de la aflatoxina B1, que se libera
en la leche de mamiferos que consumieron productos contaminados con B1,y
puede estar presente también en productos lacteos. A. flavus se desarrolla con
mayor facilidad en el maiz, cacahuates y semillas de algoddn, aunque pueden
desarrollarse en otros alimentos si encuentran las condiciones ideales para su
crecimiento (International Agency for Research on Cancer, 2012). Su estructura
molecular consta de un anillo de furano unido al nucleo de cumarina (Figura 2)

(Martinez Miranda, Vargas del Rio y Gémez Quintero, 2013).

Figura 2. Estructura quimica de las aflatoxinas (Martinez, 2013).
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Existen mas de 20 tipos de moléculas de aflatoxinas, pero las mas las
importantes se muestran en la figura 2. Las aflatoxinas exhiben una gran

resistencia a los tratamientos convencionales usualmente aplicados en el
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procesamiento de alimentos, incluidos la pasteurizacién, esterilizacién u otras

aplicaciones térmicas (Ismail, A., Goncalves, L., Neeff, D., 2018).

5.2 Biosintesis de aflatoxinas

La ruta metabdlica de sintesis de las aflatoxinas es la de los policétidos
(metabolitos secundarios de bacterias y hongos), mediante reacciones de
condensacion, oxidacion, reduccion, alquilacion y halogenacion, que dan como
resultado final una molécula con un anillo de cumarina unido a una unidad bis-
dihidrofurano y a una ciclopentanona. La formacion de aflatoxinas inicia a partir
de la condensacion de acetil-coenzima A y la malonil-coenzima A, que produce
acetil-S coenzima A, que es la molécula iniciadora para la formacién de AFB1. Es
importante recalcar que dentro de la ruta biosintética la versiclorina A contiene un
doble enlace entre los carbonos 8 y 9 de la molécula bis-furano, es debido a este
doble enlace que la AFB1 es la mas reactiva de todas las aflatoxinas pues es

blanco para su activacion (Martinez Padron, et. al 2013).

5.3 Mecanismo de accion de las aflatoxinas

En el organismo, las aflatoxinas son inmunosupresoras de la fagocitosis y
la sintesis proteica, debido a la transformacion en el higado a epdxidos reactivos,
que interrumpen la formacién de ADN, ARN vy proteinas en los ribosomas
(Martinez Padron, et. al 2013). Cuando se ingieren alimentos contaminados con
AFB1, se absorbe en el intestino delgado facilmente debido a su permeabilidad
con la membrana plasmatica, luego es transportada a través de la sangre donde
es conducida hacia el higado. Es aqui donde las células hepaticas la metabolizan
en el reticulo endoplasmatico y es transformada en sus metabolitos secundarios
P+, Q1 y M1 por medio de una hidroxilacién. Esta reaccion tiene lugar en el
citocromo P450 y las enzimas que participan son CYP1A2, 2B6, 3A4, 3A5, 3A7
y GSTM1 (Martinez Padrén, et. al 2013).

Al mismo tiempo de la transformacion de los metabolitos secundarios se
forman toxinas B1-8, 9-epoxido, que son moléculas altamente reactivas para el
ADN. El hecho de que las aflatoxinas son mutagénicas es debido a que su
estructura es afin a los acidos nucleicos y proteinas, uniéndose a ellos mediante

enlaces covalentes. Estos enlaces van a producir un efecto en la traduccién y
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transcripcion del ADN, es por eso que uno de los efectos de estas micotoxinas
es la inmunosupresion del ADN y ARN alteraciones en los cromosomas que van
a provocar los efectos carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos. La AFM1 es
secretada en leche de mamiferos, se excreta 48 horas después de la ingestion y

representa entre el 1-4% de la AFB1 ingerida (Martinez, et. al, 2013).

5.4 Incidencia en alimentos

En America Latina se presenta una alta incidencia en especial de la
aflatoxina B1 en alimentos de alto consumo. Los alimentos que se consideran
mas susceptibles a la contaminacion por hongos productores de aflatoxinas son
maiz, arroz, trigo, sorgo, cacahuates, pistaches, nueces de Brasil, pulpa seca de
coco, semillas oleaginosas como de girasol, y soja, aceites vegetales sin refinar,
almendras, avellanas, nueces, pimientos, chile, pimienta, frutas desecadas como
higos, pasas, café y cacao, en restos de cereales y sus productos derivados y

piensos, (Martinez, et. al, 2013).

La contaminacién se puede dar desde la pre y/o post cosecha,
almacenamiento, procesamiento y/o transporte de los alimentos. Las carnes
como res, cerdo, pollo también son susceptibles a contaminacion por aflatoxinas,
asi también leche y huevo y todos sus derivados, puesto que puede existir una
exposicion del ganado a través de granos o cereales contaminados con los que
pueden ser alimentados, puesto que se ha encontrado aflatoxina B1 almacenada

en tejidos y excretada por leche como aflatoxina M1 (Fu et. al., 2008).

Productos derivados de lacteos como yogurt, requeson, quesos, leche en
polvo, etc., también pueden contener la aflatoxina M1 puesto que esta se
considera resistente altas temperaturas y procesos de coccion y pasteurizacion
(Ayhan Filazi y Ufuk Tansel Sireli 2013).

La lista de todos los alimentos que estan propensos a contaminacion es
larga, debido a esto las aflatoxinas representan un gran riesgo para la salud

humana por los efectos que pueden tener en la salud.

Se han realizado numerosos estudios para tener una aproximacion del

nivel de contaminacién de la leche y productos lacteos por AFM1. En muchos se
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asocia la presencia de AFM1 con determinadas condiciones ambientales de
humedad y temperatura que propician el crecimiento de los hongos en el forraje
con el que se alimenta el ganado. En un estudio realizado en Europa donde se
analizaron 7,573 muestras, la concentracion de AFM1 en leche fue inferior de 0.1
ng/mL, de las muestras contaminadas todas contenian un valor inferior de 0.05
ng/mL de AFM1. Pero en paises en desarrollo donde no se tienen suficientes
medidas de control sobre los piensos los valores pueden ser mayores a 1 ng/mL.
El valor maximo permitido por la Comunidad Europea y la FAO es de 0.05 ng/mL
de AFM1. Sin embargo los efectos sobre la salud son cronicos, debido a la
exposicién continua de alimentos contaminados con micotoxinas (Soriano Del
Castillo, 2007).

5.5 Presencia de aflatoxina M1 en leche materna

Estudios cientificos se han realizado en una gran cantidad de paises y han
evidenciado la presencia de AFM1 en leche materna (Figura 3). Un meta-analisis
realizado en 2019, incluy6 196 estudios desde 1983 hasta 2017, mostrando las
concentraciones minimas y maximas de AFM1 en leche materna en paises como
Sierra Leona (0.80 ng/L) y en los Emiratos Arabes Unidos (465.76 ng/L),
respectivamente. La menor prevalencia (2%) fue encontrada en Brasil, mientras
que la mayor prevalencia (100%) se encontré en paises como Gambia, Tanzania
y Jordania. De acuerdo a los resultados de un meta-analisis el aumento de la
lluvia y de la pobreza aumenté la presencia de AFM1 significativamente. Asi
también desde 1983 al 2017 se vio una disminucion de AFM1 en leche materna
con el tiempo, que puede correlacionarse con el mejoramiento de las condiciones
higiénicas y una mayor conciencia publica respecto a la contaminacion con

aflatoxinas de productos alimenticios (Fakhri, et al., 2019).
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Figura 3. Concentracion de AFM1 en leche materna(ng/L) en diversos paises
(Fakhri, et al. 2019).
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5.6 Implicaciones ala salud humana

Se le llama aflatoxicosis a la enfermedad ocasionada por el consumo de

sustancias o comida contaminada con aflatoxinas. La severidad de dicha

enfermedad varia de acuerdo a las cantidades ingeridas, puede existir

intoxicacion aguda y crénica. La aflatoxicosis aguda se produce por un consumo

de altas concentraciones de aflatoxinas, el 6rgano mas afectado es el higado

puesto que alli es donde ocurre el metabolismo de aflatoxinas y da como

resultado la pérdida de sus funciones los sintomas se producen a corto plazo y
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pueden ser hepatitis aguda, vomito, diarrea, fiebre, hemorragias, necrosis y
muerte (Zain, 2011).

La intoxicacion crénica ocurre cuando la exposicion se da por periodos
mas largos de tiempo a concentraciones bajas, los efectos a largo plazo son
hepatitis cronica, cancer, mutaciones, inmunosupresion, cirrosis (Wild y
Montesano, 2009).

En infantes y niflos pequenos la detoxificacién por parte del higado se ve
disminuida y mas lenta debido al desarrollo incompleto del mismo, esto da lugar
a una exposicion mas prolongada a esta toxina. Otros 6rganos también podrias
verse afectados durante la metabolizacion en el citocromo P450 (Eaton y
Groopman, 1994).

Los efectos del consumo de micotoxinas sobre la salud humana son:
inhibicion de la sintesis de proteinas, sindromes de Reye y de Kwashiorkor
especialmente en nifios de los tropicos, inmunosupresion, irritacion dérmica,
disrupciones endocrinas, hepatitis aguda y otras perturbaciones metabdlicas; el
cuadro clinico incluye higado graso y edema cerebral severo. A largo plazo se
presentan efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos,

inmunotéxicos, nefrotéxicos y neurotdoxicos (Martinez et. al, 2013)

La ingestién de alimentos contaminados es la forma mas comun de
micotoxicosis, la inhalacidon de esporas toxigénicas y el contacto cutaneo directo
también se consideran importantes rutas de intoxicacion. Por otra parte, se ha
relacionado a las aflatoxinas con la patogénesis de distintos tipos de desnutricion,
como la pérdida del tamafio del musculo (emaciacién) y retraso en el crecimiento
en estudios experimentales con modelos animales se han visto deficiencias de

micronutrientes como vitamina A, D, zinc y selenio (Martinez et. al, 2013).

La Agencia Internacional para la Investigacion contra el Cancer (IARC) por
sus siglas en ingles ha considerado a la AFB1 como evidente carcinégeno en
animales de experimentacion y clasificada como cancerigeno humano (grupo 1),
y la aflatoxina M1 dentro del grupo 2b posible cancerigeno para humanos por lo

que es de mayor importancia para la salud publica (International Agency for
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Research on Cancer, 2012). Asimismo, estudios han correlacionado la

exposicion a aflatoxinas, con hepatotoxicidad y encefalopatia, hepatitis aguda y

cirrosis (Ruiquian et al., 2004).

La tabla 1 describe los efectos producidos por aflatoxinas en algunas

especies.

Tabla 1. Efecto de aflatoxinas en diversas especies (Zain, 2011)

Aflatoxina Especie Efectos adversos

B1 Humanos Dolor abdominal, cirrosis

M1 hepatica, cancer de
higado, vomito,
Sindrome de Reye

B1, B2, G1, G2 Bovinos Disminucion de
produccion de leche
Disminucion de
motilidad
Hemorragias
Disminucion de
crecimiento

B1, B2, G1, G2 Aves Lesiones hepaticas
Disminucion de la
productividad
Produccion y calidad de
huevos deficiente

B1, B2, G1, G2 Cerdos Lesiones hepaticas
Disminucion de
crecimiento

Inmunosupresion
Hepatitis hemorragica
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5.7 Metabolismo

Las aflatoxinas de todos los tipos se absorben en el duodeno y una vez en
el torrente sanguineo se unen a la albumina para ser transportadas hacia el
higado y metabolizadas través del citocromo P450 el cual la biotransforma y
activa metabodlicamente y forma epdxidos. La AFB+1 se convierte en el epoxido
(AFB1 8-9 epoxido y AFM1-8, 9-epoxido) este ultimo liberado en leche materna
ambos son compuestos altamente téxicos que es capaz de unirse al ADN de las
células del higado formando el producto AFB1-ADN, mismos que a su vez
interfieren con la replicacion y/o transcripcion del ADN dando como resultado

efectos mutagénicos, teratogénicos y cancerigenos (Figura 5), (Hernandez -

Mendoza 2008).
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Figura 5. Metabolismo de AFB; por el citocromo P450 (Urrego y Diaz, 2006).
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Las transferasas son las encargadas del catabolismo de aflatoxinas en el
higado. El epdéxido de AFB1 puede conjugarse con el glutation (GSH) para
posteriormente excretarse en bilis y heces, mientras que la AFM1 se libera en la
orina y la leche de mamiferas lactantes aproximadamente de 12-24 h después
de la ingestion de AFB+1 (Gimeno, 2004).

5.8 Métodos de descontaminacion y detoxificacion

Existen métodos fisicos, quimicos y biolégicos para descontaminacion de
aflatoxinas. Uno de los métodos fisicos es la extraccion, que sirve para remover
las toxinas de semillas, este método es utilizado solo en aquellas que se vayan a
utilizar para alimentaciéon animal, pues se utilizan solvente como el etanol. El
meétodo de adsorcion, de caracter quimico, se basa en la utilizacion de agentes
adsorbentes que se unen a la micotoxinas, evitando su disociacién en el tracto
digestivo, un ejemplo de este método es la utilizacion de arcilla administrada en
alimentos contaminados, uniéndose a moléculas de AFB1, y blinda la adsorcion
en el sistema digestivo cuando se consume, por lo que se vuelve inofensiva. La
aplicaciéon de calor constante a alimentos contaminados es otro de los métodos
de descontaminacion, sin embargo, las aflatoxinas poseen altas temperaturas de
descomposicion, que van desde los 237°C a los 306°C, esto puede representar
cambios en las caracteristicas organolépticas de los alimentos (Martinez, et. al,
2013).

Algunos estudios demuestran que los usos de sales organicas, como del
acido propidnico, son eficaces para la degradacion de los niveles de aflatoxinas.
Sustancias que se consideran seguras para su uso en alimentos resultaron
eficaces en la descontaminacion de aflatoxinas dentro de las que se encuentran
el bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, potasio y amonio, acido acético y
propionato de sodio. El proceso de nixtamalizacion en el maiz es un ejemplo de
método quimico que disminuye los niveles de micotoxinas en un 75 a 90%. Sin
embargo, la utilizacion de este método parece no ser tan efectiva como se cree,
pues un porcentaje alto de aflatoxinas se revierte a su forma original en un medio
acido, como lo es el estbmago durante la digestion (Martinez-Moreno, Vazquez-
Badillo y Facio-Parra, 2000).
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Existen fitoquimicos naturales como la peroxidasa de manganeso (MnP)
que es una enzima filtrada de raiz blanca del hongo Pleurotus ostreatus esta
enzima tiene la capacidad de producir radicales para oxidar las estructuras
aromaticas y romper los enlaces covalentes. El extracto de MnP se ha encontrado
que remueve el 86% de AFB1 después de 48 horas de tratamiento (Peng, Z., et.
al., 2018)

6. Método de prueba para deteccion de aflatoxinas

6.1 HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) por sus siglas en inglés,
es el método mas utilizado para la deteccion de aflatoxinas. Esta técnica se basa
en la separacion, identificacién y cuantificacion de los constituyentes de una
muestra, su principio se basa en los equilibrios de la concentracion de los
compuestos de la muestra presentes en dos fases: la fase estacionaria, que se
encuentra inmovil en una columna, y la fase mdévil, la cual se desplaza en el seno
de la primera. La velocidad de elucién de los analitos de la muestra presentes en
la fase movil, va depender de la solubilidad de estos en la fase maovil y de la fuerza

de interaccion con la fase estacionaria, (Martinez, M. et. al, 2013).

6.2 Inmunoensayos

En este tipo de ensayos, dos son los que mas se han utilizado para el
analisis de micotoxinas: radioinmunoensayo (RIA) y el enzimoinmunoensayo
(ELISA). El RIA se basa en afiadir un anticuerpo especifico al medio de reaccion
y una cantidad conocida de la micotoxina marcada radioactivamente, que se
incubara con las muestras problema, después de un lavado de los medios se
mide la radioactividad emitida por la muestra, el resultado es proporcional a la
concentracion de la micotoxina en la muestra problema. La técnica ELISA se

basa en la reaccion especifica antigeno-anticuerpo (Martinez, et. al, 2013).

6.2.1 ELISA competitivo

Existen diferentes clasificaciones de ELISAs, basadas principalmente en
los principios de la reaccion. En los ensayos competitivos los anticuerpos o los
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antigenos se inmovilizan sobre la fase soélida y su union con el conjugado
antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, es inhibida por la presencia de analito no
marcado en la muestra. Las incubaciones pueden ser simultaneas o
secuenciales. En esta ultima variante no es estrictamente competitiva, se alcanza
una mayor afinidad y se recomienda cuando se quieren detectar anticuerpos de
baja afinidad (Ochoa Azze, 2012).

7. Evaluacion de riesgos asociados al consumo de aflatoxina

La evaluacion del riesgo implica cierta incertidumbre y en términos
absolutos se define como la frecuencia predicha de ocurrencia de efectos
adversos de la exposicidn a cierta toxina. Es decir, el riesgo evalua la exposicion,
o0 ingesta diaria probable (IDP), en relacion a la dosis o ingesta que es
considerada como “segura” (o tolerable) (IDT). Se encuentra compuesta de dos
componentes principales: (1) la evaluacion de la toxicidad (usualmente con datos
de ensayos experimentales y estudios de caso en humanos) en los cuales se
determina el riesgo biolégico mas significativo; (2) la estimacion de “nivel sin
efecto observado” (NOEL) por sus siglas en inglés, el cual se divide entre un
factor de seguridad y se extrapola a una “dosis virtual segura”. El establecimiento
de una “dosis segura” es el punto final de la evaluacion de riesgos. Ambas
aproximaciones utilizan puntos o valores de la region de efectos no observados

de la curva dosis-respuesta (Kuiper-Goodman, 1990).

8. indice de riesgo carcinogénico

Se ha propuesto utilizar el indice de riesgo carcinogénico establecido por
los autores Kuiper-Goodman (1990) la cual se basa utilizando el valor de TD50
de AFM1 la cual es de 10.38ug y se divide entre un factor de seguridad de 5000
para llegar al estimado de “dosis segura” de 2 ng/kg/dia, es asi como se

determina la ingesta diaria tolerable (IDT).
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9. Exposicion humana

La exposicion se refiere a la ingesta diaria probable (IDP). El consumo
dietético representa la principal fuente de exposicion humana a aflatoxinas, las
ingestas en nanogramos o microgramos al dia pueden ocurrir a través del
consumo de alimentos contaminados con el hongo Aspergillus. La proporcion de
aflatoxinas que se detecta en muestras con aflatoxinas pueden variar desde el
7% hasta el 30% o mas en regiones de America Latina y Asia (International

Agency for Research on Cancer, 2012).

La exposicion a micotoxinas es resultado de la medicion del nivel de
micotoxina presente en cierto alimento y combinada con los patrones de
consumo de dicho alimento. La evaluaciéon de la exposicidn, la cual puede ser
distinta entre paises, individuo y grupos; y la evaluacion del peligro, la cual se
refiere a las propiedades intrinsecas de una sustancia quimica y los efectos
toxicos que puede causar con un grado particular de exposicion (Kuiper-
Goodman, 1990).

10. Normativa internacional

A causa de los efectos y riesgos que pueden traer las aflatoxinas a la salud
humana, varios paises han desarrollado normativas especificas para establecer
los limites maximos permisibles para estas micotoxinas para alimentos de
consumo humano y animal, los niveles van desde los 2 hasta los 20 pg/kg (Figura
4).
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Figura 4. Limites maximos permisibles establecidos a nivel mundial para
AFB1 en alimentos (FAO, 2004).

El Codex Alimentarius establece los niveles maximos permisibles
para aquellos alimentos en las que se puedan encontrar aflatoxinas. Estos
niveles se fijan de manera que el consumidor resulte lo suficientemente
protegido. Para el caso de la aflatoxina M1 el nivel maximo permisible en

la leche de especies rumiantes es de 0.05 pg/L, (FAO 1995).

La normativa mexicana establece un limite maximo permisible de
aflatoxina M1 de 0.5 pg/L para leche y productos lacteos de acuerdo a la
NOM-184-SSA1-2002.
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La tabla 2 muestra los niveles maximos permisibles para AFM1 en

leche para consumo humano.

Tabla 2. Limites méximos permisibles de AFM1 en diferentes paises

Tipo de alimento Pais Organizacion Nivel maximo
permitido (ug/L)
Leche devaca México NOM-184- 0.5
SSA1-2002
EUA FDA 0.5
Unién Europea  Codex 0.05
Alimentarius
Suiza Legislacion 0.05
Suiza
Férmulas Unién Europea  Codex 0.025
infantiles Alimentarius
Suiza Legislacion 0.01
Suiza

(Cantu-Cornelio, 2016)

Para leche materna no existe regulacion para AFM1 puesto que esta
deberia ser inocua y libre de aflatoxinas. Aun asi, el Codex Alimentarius

de 1995 a establecido el valor de 0.5 ng/kg maximo para el caso de leche.
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ll. JUSTIFICACION

En lactantes la exposicion crénica a concentraciones bajas o moderadas de
aflatoxinas se asocia con malnutricion, cancer de higado, bajo peso para la edad,
y desarrollo inadecuado durante la infancia y en etapas posteriores de su vida
(Cantu-Cornelio, et. al., 2016).

Se han realizado estudios para investigar el papel de las aflatoxinas en el
crecimiento de lactantes en el centro de México, Cantu-Cornelio (2016) evalué la
ocurrencia de AFM1 en 112 muestras de leche materna y encontrd presencia de
la aflatoxina en el 89% de las muestras, de las cuales el 7% excedian la

regulacion de la Comision Europea que establecen un maximo de 5 ng/L.

La aflatoxina B1 causante de la produccion de AFM1 dentro de su metabolismo
secundario, ha sido considerada por la Agencia Internacional de Investigaciones
para el Cancer (IARC) como carcinégeno potencial carcinébgeno en humanos

(International Agency for Research on Cancer, 2012).

En México no existe reglamentacién alguna especifica para la aflatoxina M1,
auny con la importancia que tiene debido a sus efectos en el organismo, las leyes

mexicanas no han establecido un limite maximo permisible.

La OMS recomienda la lactancia materna exclusiva durante 6 meses (OMS,
2011) y debido a esto existe cierta preocupacion por el consumo leche materna
que podria estar contaminada con AFM1, ya que representa un factor de riesgo
para los lactantes debido que los infantes se encuentran mas susceptibles a los
efectos adversos de AFM1 en funcion de su bajo peso corporal, tasa metabdlica
aumentada y capacidad disminuida de desintoxicacién debido a un desarrollo
incompleto de 6rganos vitales y tejidos, especialmente el sistema nervioso central
(Cantu-Cornelio, et. al 2016).
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La importancia de la evaluaciéon del riesgo a aflatoxina M1 radica
precisamente en los efectos que a corto o mediano plazo pueden tener para la
salud de los infantes; asi también, el conocer el grado de exposicién de la
poblacion de Monterrey va permitir dar un primer acercamiento del panorama en
que se encuentra la poblacién infantil y de las consecuencias que pueda traer a
la salud de los bebes, ademas de servir para la planeacion de acciones

correctivas encaminadas a disminuir el riesgo y exposicion.

En México, especificamente en Nuevo Ledn, la exposicion en lactantes de
AFM1 en leche materna permanece inexplorada. Quevedo-Garza (2014), realizé
una investigacion para conocer la ocurrencia de AFM1, pero especificamente en
férmulas infantiles y encontré6 que infantes desde los 0 a los 24 meses
presentaban una ingesta diaria de 2.54 a 4.40 ng/kg/dia de AFM1 que puede

considerarse como riesgo.

A causa de la falta de estudios de AFM1 en leche materna, se pretende que
los resultados de la presente investigacion pongan en manifiesto los valores de
dicha micotoxina en la region para poder darnos un acercamiento sobre el grado

de exposicion en lactantes a esta micotoxina altamente dafina.

Debido a esto resulta de gran interés determinar la ocurrencia de AFM1 en la
leche materna en muestras del estado de Nuevo Ledn, para estimar el potencial
de riesgo asociado a su consumo cronico, asi como el indice de riesgo

carcinogénico en lactantes.

25



IV. HIPOTESIS

La exposicion en lactantes a AFM1 con concentracion mayor a 2 ng/kg/dia a

través de leche materna representa un riesgo carcinogénico.

V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la exposicion de lactantes a aflatoxina M1 y su potencial de riesgo

carcinogénico asociado a su consumo.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia y nivel de contaminacion de aflatoxina M1 en muestras
de leche materna a través del método de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

(ELISA).

2. Determinar la exposicion a aflatoxina M1 en poblacién infantil utilizando la
férmula basada en la concentracion de AFM1 calculada por la ingesta promedio

de leche y peso corporal.

3. Estimar el indice de riesgo carcinogénico por grupo de edad de acuerdo a lo

establecido por Kuiper-Goodman 1990.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Disefio del estudio
Es un estudio descriptivo, transversal para analizar la presencia de AFM1 en

leche materna en el Estado de Nuevo Ledn, México.

7.2 Poblacion de estudio

Muestras de leche materna provenientes de madres en periodo de lactancia.

7.3 Criterios de seleccion
a) Criterios de inclusion para el estudio

Mujeres con estado de salud éptimo con ausencia de enfermedad.
b) Criterios de exclusién

Mujeres lactando que refirieron tener algun problema de salud fisico
o estructural como cancer, infecciones, mastitis, y/o con tratamiento

médico fueron excluidas del estudio.
c) Criterios de eliminacion

Muestras que no se les quito adecuadamente la capa de grasa,

muestras que no se procesaron rapidamente durante su analisis.
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7.4 Técnica de muestra

La difusion del estudio se llevo a cabo mediante la distribucion de volantes
y la disposicion de carteles en lugares publicos como centros de salud, clinicas y
redes sociales. En el contenido del cartel mostré informacion acerca del estudio,
lugar en donde se realizaria y datos de contacto (teléfono y correo electronico),

al cual acudir para participar con la donacion de la muestra para el estudio (Anexo

1),

7.5 Método de muestreo

Muestreo por conveniencia de 21 muestras de leche materna. Las
muestras fueron donadas por madres en periodo de lactancia, las cuales
acudieron a una consulta de nutricion especializada al Centro de Investigacion
en Nutricion y Salud Publica, para la extraccion manual de la muestra de leche
(15 mL), la cual fue recolectada en frascos de vidrio estériles y protegidas de la
luz, posteriormente congeladas a — 20°C para su conservacion hasta el momento
de su andlisis. Los frascos fueron identificados con un codigo para su

almacenamiento.

7.6 Variables de estudio
Aflatoxina M1

Metabolito altamente téxico intermediario de la aflatoxina B1, excretada en
leche materna de mamiferos, producida por el hongo Aspergillus flavus vy

Aspergillus parasiticus.
Ingesta promedio de leche en lactantes

Es el consumo de leche promedio consumido durante un dia por lactantes
de acuerdo a su edad en meses segun la Encuesta Estatal de Salud y Nutricion
(Gutiérrez, et al., 2012).

Peso corporal promedio

Es el peso corporal promedio de acuerdo a la edad en meses de los

lactantes del estado de Nuevo Ledn.
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Tabla 4. Operacionalizacion de variables

Objetivo Variable Tipo Definiciéon operacional Escala de | Fuente de
medicién informacién
1. Analizar la | AFM1 Independiente Es la concentracién de AFM1 en leche | Intervalo Muestras
presencia y nivel de materna obtenida mediante la técnica de
contaminacion de ELISA.
AFM1
2. Determinar  la | Ingesta Dependiente Es la ingesta promedio de leche materna | Intervalo Gutierrez, et. al.,
exposicion en | promedio de expresada en litros obtenida de la ENSANUT. 2012
lactantes a AFM1 leche expresada
en litros
Promedio  de | Independiente | LdeAmLdecada muestra _ (o5 contracion] promedio Intervalo Muestras
AFM1 que
contienen las
muestras
Peso corporal | Independiente Es el peso corporal promedio obtenido de la | Intervalo Gutierrez, et. al.,
por grupo de base de datos de la ENSANUT 2012 por 2012.
edad grupo de edad.
3. Estimar el indice de | Valor promedio | Dependiente Es el valor el cual indica un riesgo asociado al | Nominal Kuiper-
riesgo carcinogénico | de AFM1 consumo de AFM1. Goodman 1994.

encontrado por
grupo de edad
superior a 2
ng/kg.

2ng .
IDT > —— =riesgo
kg
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7.7 Procedimiento

a) Protocolo de reclutamiento de mujeres lactantes

Las pacientes interesadas en participar en la investigacion fueron citadas
en el Centro de Investigacion en Nutricion y Salud Publica (CINSP) en la Facultad
de Salud Publica (FaSPyN) y Nutricion de la UANL, para explicar detalladamente
el procedimiento completo de la investigacion, las etapas y el protocolo. De
aceptar su participacion, se entregd un consentimiento informado para su firma
(Anexo 3). Se les realizd una consulta nutricional especializada para lactancia y
se entregaron recomendaciones nutricionales, asi como un plan de alimentacion
personalizado como beneficio de participar en el estudio. Todos los
procedimientos seguidos en este trabajo estaban de acuerdo con los estandares
éticos del comité responsable de la experimentacion humana de CIAD AC, y con
la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 2008. Se obtuvo un
consentimiento informado escrito y firmado de todos los voluntarios incluidos. en
el estudio. Se les realizdé un expediente clinico nutricional a fin de proporcionar

una vigilancia nutriologica.

Posterior a la consulta nutriolégica, siguiendo con la metodologia
propuesta por Cantu-Cornelio, 2016, las participantes realizaron la extracciéon
manual de la muestra aproximadamente 15 mL de leche materna. Al tener las
muestras de leche completas, se continu6 con el analisis de laboratorio el cual
se realizé en la Unidad de Nutricién del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias de la Salud (CIDICS) de la UANL. Todas las muestras se analizaron por
duplicado, se realiz6 un ensayo ELISA el cual requirid el Kit de laboratorio
RIDASCREEN para aflatoxina M1 de la marca R-Biopharm.
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b) Deteccion cuantitativa de AFM1 mediante ensayo competitivo

ELISA

Para el analisis de AFM1 en leche por el método ELISA se utilizo el
kit RIDASCREEN®FAST Aflatoxin M1 de R-Biopharm AG (Alemania)
(Figura 5).

Figura 6. Kit para determinacion de aflatoxina M1 marca RIDASCREEN.

Protocolo propuesto por el fabricante para la cuantificacion de AFM1,

a) Preparacién de las muestras para el analisis

1. Las muestras fueron descongeladas gradualmente a 4°C y
después mezcladas, posteriormente fueron centrifugadas a
(3500 g/ 10 min/ 10°C) y se les quitdé la capa de grasa
sobrenadante con una espatula. El objetivo de la remocion de la
grasa es evitar interferencias durante el reconocimiento del
anticuerpo.

2. Se agregaron 100 uL por pocillo de cada muestra por duplicado.
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b) Consideraciones preliminares sequidas

1.
2.

Los reactivos se atemperaron antes de que fueran utilizados
Un dia antes se preparo el buffer de lavado contenido en el kit

disolviendo la sal del tampdn en 1 litro de agua destilada.

c) Procedimiento del test

1.

Registro de las posiciones de los estandares 0, 5, 10, 20, 40, 80
ng/L) y muestras (por duplicado).

Adicién de estandares y muestras a los pocillos (50 pL)

3. Adicion del conjugado de AFM1 (50 pL).

4. Adicién de anticuerpo anti-aflatoxina M1, mezclar e incubar 10

min a 20 — 25°C.

Vaciamiento de los pocillos y lavado con 250 MI con buffer de
lavado (tres veces).

Adicion de 100 pL de cromogeno e incubacion 5 minutos en
oscuridad a 20 — 25°C

Adicién de la solucion stop, mezcla del contenido y medicidon de

la absorcion a 450 nm.

7.8 Estimacion de la exposicion ala AFM1 en poblacion infantil

Para la estimacion de la exposicion de la poblacién infantil a AFM1 se

determiné la ingesta diaria de AFM1 por consumo de leche contaminada por

grupos de edad, siguiendo la metodologia utilizada por Quevedo-Garza, 2014.

Se combinaron los datos sobre el consumo promedio de leche por grupos

de edad, con la concentracion promedio de AFM1, asi como el peso corporal

promedio de la poblacion infantil por grupos de edad, utilizando la siguiente

formula:

Ingesta diaria estimada de AFM1 (ng/kg/dia) Quevedo-Garza, 2014 =
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[AFM,] x [Ingesta promedio de leche (L)]
Peso corporal (kg)

Donde:

e Ingesta promedio de leche fue la ingesta que la poblacién lactante ingiere
de leche diariamente, expresada en litros.

e AFM1 es la concentracion promedio de AFM1 que resulté en las muestras
analizadas expresadas en pg/L.

e Peso corporal (kg) representa el promedio de peso en la poblacion infantil

por grupos de edad.

Se obtuvieron los datos correspondientes al estado de Nuevo Ledn utilizando la
ingesta promedio de leche y el peso corporal promedio por grupo de edad
reportados en la ENSANUT 2012 (tabla 5).

La tabla 4 muestra los referentes a peso corporal promedio (PCP) e ingesta diaria
de leche promedio por grupo de edad que para el grupo de los 0 a los 6 meses y
para el grupo de 6 a 12 meses de acuerdo a la ENSANUT 2012 para la regién de

Nuevo Ledn.

Tabla 4. Valores de ingesta diaria de leche materna y/o formulas lacteas en
lactantes y peso corporal por grupos de edad de acuerdo a la ENSANUT
2012

Rango de Rango de peso
Grupo Edad (meses) consumo de cor?)oral (kg)
leche (L)
Lactante menor 0/6 0.780 — 0.930 355-73
Lactante menor 6/12 0.840 - 0.930 7.3-10.8

Datos obtenidos de la ENSANUT 2012.

Para fines de la presente investigacién se consideraron las edades de los hijos
de las madres donantes las cuales eran desde los 0 a los 12 meses, se realizé el
calculo de la exposicion considerando todas las muestras como un solo grupo,
posteriormente se subdividieron en dos grupos y se volvio a calcular la

exposicion, el grupo de los 0 a 6 meses que fueron 12 muestras y 7 a 12 meses
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que fueron 9 muestras, considerando la lactancia materna exclusiva y la inclusion

de sucedaneos, respectivamente.

7.9 Estimacion del riesgo (IR) a AFM1

Para la estimacioén riesgo se utilizé de referencia el indice propuesto por los
autores Kuiper-Goodman (1990), que estimaron la ingesta diaria tolerable (IDT)
de AFM1 dividiendo el TD50 (dosis umbral por peso corporal), que para la AFM1
es de 10,38 pg/kg de peso corporal por dia, y se dividio por el factor de seguridad
de 5000 que dio un valor estimado de 2 ng/kg de peso corporal por dia como
indice de riesgo, resultados por encima de este indice seran considerados como

riesgo.

7.10 Plan de analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de los datos encontrados en las muestras
de leche presentando las variables cuantitativas (ingesta promedio de AFM1,
peso corporal promedio, ingesta de leche promedio por grupo de edad) como
valores promedio con su desviacion estandar. Asi como una prueba t para

diferencia de medias utilizando el programa estadistico SPSS ver. 20.
Planteamiento de hipodtesis:

Ho: La exposicion en lactantes de Monterrey a AFM1, presenta niveles

inferiores a 2 ng/kg/dia.

H1: La exposicion en lactantes de Monterrey a AFM1, presenta niveles

superiores o iguales a 2 ng/kg/dia.
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VIll. CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Todos los procedimientos que se siguieron en este trabajo fueron regidos por
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que establece la clasificacion de residuos
peligrosos biologico-infecciosos y especificaciones para su manejo, asi como la

Declaracion de Helsinki de 1975.

A las participantes donantes se les otorgd un consentimiento informado en el
cual se detallan los objetivos, procedimientos y etapas de la investigacién, asi

como los riesgos y beneficios de participar en el presente proyecto (Anexo 3).

Los materiales de vidrio, area de trabajo y equipo utilizado siguieron las
directrices para la descontaminacion y los procedimientos para neutralizar
derrames y remanentes de los extractos de las muestras, de acuerdo a lo que
dicta la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010 Productos y servicios.
Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos.

Disposiciones y especificaciones sanitarias.

En cuanto a aspectos de seguridad, se siguieron las indicaciones establecidas

por el fabricante R-biopharm que indica lo siguiente.
a) Protocolo de descontaminacion del material de laboratorio

Todo el material de vidrio del laboratorio que sea utilizado durante el
analisis debera sumergirse en una solucion de hipoclorito, el cual se
preparara diluyendo una parte de solucion comercial de hipoclorito de

sodio (con una concentracion entre 5y 6%) con 10 partes de agua.

Después del tratamiento, el material debe enjuagarse abundantemente
con agua corriente seguido de agua destilada, secar por escurrimiento o
en estufa de 90-100°C.
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b) Descontaminacion del &rea de trabajo

La superficie de las mesas de trabajo y las paredes en las que pudiera
haberse contaminado de leche con aflatoxinas, deben limpiarse con una
toalla desechable impregnada en solucion de hipoclorito de sodio o

solucién blanqueadora comercial después de cada sesion.
c) Descontaminacién de material desechable

Todo el material desechable como son las columnas y placas deben
sumergirse durante un minimo de 5 min en una solucion de hipoclorito de
sodio utilizando una parte de blanqueador comercial y diez partes de agua.
La solucién des contaminadora ya usada debe eliminarse por el drenaje y
los materiales desechables tratados deben empacarse en una bolsa de

plastico sellada para colocarse en el depésito de desechos.
d) Tratamiento de derrames

Los derrames de soluciones de aflatoxinas deben tratarse inmediatamente
con hipoclorito de sodio o blanqueador doméstico y verterlo directamente
del envase, recoger los liquidos con un papel absorbente, el cual también

se colocara en una bolsa de plastico.
e) Tratamiento de remanentes de extracto de muestras

Una vez que se ha separado una alicuota del extracto de la muestra es
frecuente que permanezca un remanente del mismo. Estos restos de
extractos deben tratarse con una cantidad de blanqueador equivalente a
la unidad del volumen del residuo a tratar. Los liquidos resultantes se
deben acumular en un recipiente para desechos liquidos y eliminarse en

un lugar destinado especialmente para este propésito.

El presente proyecto de investigacion fue aprobado con el numero de registro 18-
FaSPyN-SA-13.TP por el Comité de Investigacion de la Facultad de Salud
Publica y Nutricion.
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IX. RECURSOS

10.1 Materiales

10.1.1 Equipo

a) Centrifuga c40 Solbat

b) Espectofotometro Multiskan FC Thermo Scientific

c) Micropipetas Eppendorf (10-100 pL)

d)Software RIDA®SOFT Win.net (Art. No. Z9996) para

RIDASCREEN® inmunoensayo enzimatico R5812 FAST aflatoxin M1

10.1.2 Materiales
a) Hoja de consentimiento informado e historia clinica impresa
b) Cinta antropométrica
c) Reactivos (R-Biopharm®)
Kit RIDASCREEN aflatoxin M1
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X. RESULTADOS

11.1 Obtencidon de la muestra

Se obtuvieron 21 muestras de leche materna de las cuales 12 provenian de
madres con hijos de edades comprendidas de los 0 a los 6 meses y 9 muestras
con hijos de 7 a 12 meses, el rango de edad de las madres donantes fue de 18 a
36 anos; de las muestras donadas 6 fueron de madres habitantes del municipio
de Monterrey, 5 de Guadalupe, 3 San Nicolas, 3 de Santa Catarina, 2 Escobedo
2 de San Pedro. El peso y estatura promedio de las participantes fue de 75.6 *
8.39 Kg y 1.61 + 0.051 m, respectivamente. Todas las participantes cumplieron
con los criterios de inclusidn establecidos para el estudio, evitando asi cualquier
interferencia con la determinacion y cuantificacion de la AFM1 en las muestras

de leche materna.
11.2 Presencia de Aflatoxina M1 en leche materna

En relacién al contenido de AMF1 en muestras de leche materna; el 100%
de las muestras fueron positivas con una concentracion promedio de 30.99 ng/L

1 34.42 DE considerando la edad de los lactantes de 0 a 12 meses (tabla 5).

Tabla 5. Contenido de AFM1 en muestras de leche materna

Edad Concentracién Rango de
(meses) N media de AFM1 consumo
DE (ng/L) (ng/L)
0a12 21 30.99 + 34.42 2.23a127.65

Los valores se muestran en media + DE.
AFM1 aflatoxina M1.
ng/L= nanogramos / litro
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11.3 Determinacion de la exposicion de AFM1 en lactantes e indice de riesgo

carcinogénico (IRC)

La tabla 6 muestra los resultados de la ingesta promedio de AFM1 e indice
de riesgo carcinogénico en el grupo de edad de 0 a 12 meses. La ingesta diaria
estimada de AFM1 en lactantes de 0 meses fue de 2.66 ng/kg/dia y de 6.8
ng/kg/dia para los de 12 meses, concentraciones que estan por encima del indice

de riesgo carcinogénico 2 ng/kg/dia (tabla 6).

Tabla 6. Ingesta de AFM1 por peso corporal promedio (PCP) / dia en

lactantes de 0-12 meses

Ingesta de < s
Edad Peso leche Concentracién |Ingesta de

(meses) promedio? media de AFM1 | AFM1 Valor p*

materna? ,
(kg) (L/dia) (ng/L) £ DE | (ng/kg/dia)

0a12 | 3.55a10.8 | 0.78a0.93 | 30.99 + 34.42 2.66 a 6.8 0.001

*Prueba t student (P < 0.05)

*Indice de riesgo carcinogénico segln propuesta de Kuiper-Goodman (1990) y Shundo et al . (2009)
aDatos obtenidos de ENSANUT 2012

AFM1, aflatoxina M1; IRC, indice de riesgo carcinogénico

Considerando la recomendacion de la OMS de lactancia materna
exclusiva hasta los seis meses de edad, se dividieron las muestras en dos grupos
(0-6 meses y 7-12 meses) para un calculo de la exposicidn mas especifica por
grupo de edad. La tabla 7 muestra los resultados de la ingesta diaria estimada
para los lactantes de entre los 0 y 6 meses de edad, las cuales fueron 12
muestras. El peso promedio tomado de la ENSANUT para los lactantes de 0
meses fue de 3.55 kg y el peso promedio para los lactantes a los seis meses de
edad es de 7.3 kg. La ingesta promedio de leche al dia es de 0.84 L/dia en
lactantes de 0 meses y 0.93 L/dia en lactantes de seis meses.

De acuerdo a los datos obtenidos, el consumo promedio de AFM1 fue de
7.4 ng/kg/dia, en lactantes de 0 meses y 4.3 ng/kg/dia en lactantes de 6 meses
de edad; el cual disminuy6 debido a un mayor peso corporal, estos valores fueron
los mas altos estimados de todos los calculados, esto se debe a que el consumo

de leche materna en lactantes mas pequefios es mayor, asi como un peso mas
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bajo comparado con los lactantes de 6 meses de edad. Los valores de ingesta

de la AFM1 considerados como el riesgo carcinogénico, de acuerdo al p valor.

Tabla 7. Ingesta diaria estimada de AFM1 en lactantes de 0 a 6 meses y 7 a

12 meses
Edad Concentracion c:fs:r; Irr:)?:::;?o Ingesta de
N | de AFM1 ng/L poral | p AFM1 | Valor de p
(meses) (media * DE) promedio | de LM por (ng/kg/dia)
- (kg) dia? (L/dia)
0-6 12| 33.76 £41.79 | 3.55a7.3 |[0.84a093| 74a4.3 [0.0043
7-12 9 | 27.31+£23.09 | 7.3a10.8 |0.78a0.93| 6.0a3.4 |0.0013

*Prueba t student (P < 0.05)

a Datos obtenidos de la ENSANUT 2012

AFM1, aflatoxina M1; IRC, indice de riesgo carcinogénico.
LM = leche materna

Para el segundo grupo de edad calculado (7 - 12 meses) las cuales fueron 9
muestras las analizadas pertenecientes a este grupo de edad. En la tabla 7
muestra los resultados de la ingesta diaria estimada de AFM1. El peso promedio
de acuerdo a la ENSANUT para los lactantes de 7 meses es de 7.3 kg de peso
corporal e ingesta de leche promedio de 0.78 L/dia y para los de 12 meses 10.8
kg/peso corporal un consumo de leche de 0.93 L/dia. El consumo promedio de
AFM1 fue de 6 ng/kg/dia en lactantes de 7 meses y 3.4 ng/kg/dia en los de 12
meses respectivamente; estos valores se consideran como riesgo de acuerdo p

valor calculado para el indice de riesgo carcinogénico.
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Xl. DISCUSION

12.1 Presencia de AFM1 en muestras de leche materna

Los resultados demuestran que la totalidad de las muestras analizadas
fueron positivas, con una concentracion promedio de 0.031 ug AFM1/L, en la
leche materna y una ingesta en el rango de 0.0068 — 0.0026 ug AFM1/kg/dia lo
cual indica riesgo carcinogénico (p < 0.05). Al comparar los resultados obtenidos
de la concentracion de AFM1 en leche materna en este estudio con los limites
maximos establecidos por la FDA, el Codex Alimentarius (0.5 ug AFM1/L) y la
Union Europea (0.05 ug AFM1/L) para leche de consumo humano y sus
derivados, se determind que todas las muestras estuvieron por debajo de la
normativa mexicana y la FDA. Sin embargo, el Codex Alimentarius cuenta con
reglamentacion para férmulas infantiles (0.025 ug AFM1/L) y asi también la
normativa suiza que tiene uno de los reglamentos mas estrictos para AFM1 (0.01
Mg AFM1/L), de acuerdo a estas normativas, nuestras formulas analizadas

superan la concentracion de AFM1 en un 38% y 66% respectivamente.

En un estudio similar realizado en el centro de México, se reportd la
presencia de AFM1 en el 89% de las muestras analizadas, y un consumo desde
los 0.92 - 6.28 ng/kg/dia (Cantu-Cornelio, 2016). Por otro lado, la prevalencia de
AFM1 encontrada en el presente estudio (100%), fue similar al determinado
previamente en muestras de leche materna de diferentes paises como los
Emiratos Arabes Unidos en donde se encontré una prevalencia del 92-99.5%
con concentraciones que variaban desde los 2 a 3400 ng AFM1/L (Saad, et al.
1995). Asi también en Turquia se encontré6 una prevalencia del 100% vy
concentraciones que van desde 60.9 a 299.9 ng AFM1/L (Abdulrazzaq, et al.,
2003). En Iran la prevalencia fue de 98.1% y una concentracibn menor
comparada con los paises antes mencionados la cual era de 0.3 a 26.7 ng
AFM1/L (Sadeghi et al., 2009).
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Asi también, otros estudios han encontrado ocurrencias moderadas de
AFM1; en Egipto se encontré una ocurrencia del 56% sin embargo las muestras
que presentaron la AFM1 tenian niveles que iban desde los 4.2 hasta los 19,000
ng AFM1/L (Polychronaki et al., 2007) (Tomerak, Shaban, Khalafallah y Shazly,
2011).

Contrariamente a lo mostrado, existen reportes de estudios mostrando
incidencias bajas, como es el caso en Brasil en 2004, donde se encontré una
ocurrencia del 2% (Turconi et al., 2004) e Italia 0.4 % (Navas, et al., 2005).

La concentracién de AFM1 en leche materna puede variar dependiendo
de la estacion del afio, de acuerdo a lo reportado por Lamplugh et al. (1988),
coincidiendo con el periodo de recoleccion de nuestro estudio, el cual fue
realizado durante la temporada invernal, asi como también lo reportado en
estudios desarrollados en el centro y sur de México (Cantu-Cornelio, 2016), y lo
reportado en Brasil, donde el 2% de las muestras analizadas y recolectadas en

la misma temporalidad mostrd presencia de aflatoxina M1 (Navas et al., 2005).

A pesar de que la legislacion acerca de esta toxina en la Comunidad
Europea, la cual es una de las regulaciones mas restringidas en el mundo, varios
paises, incluido México, no tienen un limite legal para AFM1 en la leche materna
y la féormula para lactantes. Desde esta perspectiva, los datos mostraron que de
21 muestras analizadas 8 de ellas excedian los limites legales prescritos (25

ng/L) para la férmula de leche infantil establecida por el Codex Alimentarius.
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12.2 Exposicion en lactantes a AFM1 en leche materna e indice de riesgo

carcinogénico

Para la realizacion del calculo de la ingesta diaria estimada de AFM1 se
utilizaron los niveles medios de AFM1 encontrados en muestras de leche. De
acuerdo a lo encontrado en el centro de México por (Cantu-Cornelio 2016) la
ingesta diaria estimada para lactantes de 0 meses fue de 2.35 ng/kg/dia, los
resultados encontrados por este estudio para el mismo grupo de edad se
encuentran muy por encima (6.8 ng/kg/dia) de lo encontrado para la region del
centro de México; estos resultados estan de acuerdo con la evaluacion de la
exposicion del infante a AFM1 en otros paises, por ejemplo, se han estimado los
valores de ingesta diaria similares de 6,7 ng/kg/dia para bebés en Egipto
(Polychronaki et al. 2006); en otros paises son inferiores, como en Portugal en
2018 la exposicion fue de 1.06 ng/kg/dia para lactantes con peso mayora 7 kg y

y 0.86 ng/kg/dia para lactantes con peso menor a 7 kg (Bogalho et al. 2018).

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JEFCA)
no ha establecido una ingesta diaria tolerable (IDT) para estos compuestos
téxicos. Sin embargo, se ha recomendado que el nivel de aflatoxinas sea "lo mas
bajo posible"; ademas, han informado que la exposicidon diaria, incluso con
concentraciones inferiores a 1 ng/kg/dia (aflatoxina total) contribuye al riesgo de
cancer de higado (JECFA, 2001). En un trabajo relacionado, una ingesta diaria
tolerable de 2 ng/kg/dia de AFM1 fue calculado por Kuiper-Goodman (1990). De
acuerdo con esto, los resultados de este estudio sugieren que la alimentacion
con leche materna durante el periodo experimental puede comprometer la salud

de los bebés debido a los altos niveles de AFM1 registrados.
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12.3 Posibles factores asociados a la presencia de AFM1 en muestras de

leche materna

Evidencia cientifica comprueba que existe una tendencia en la incidencia de
AFM1 en los meses de invierno, esto puede deberse principalmente por el tipo
de alimento disponible para los animales productores en este periodo; los
resultados encontrados en este trabajo evidenciaron niveles elevados de la
AFM1, es importante recalcar que la recoleccion de muestras también se dio
durante invierno. Esta predisposicion en los niveles registrados puede deberse
con un mayor consumo de alimentos susceptibles a contaminacion. Ademas,
factores ambientales como humedad del ambiente y el sustrato promueven un
crecimiento acelerado del hongo durante los meses donde existe oscilacion de
temperatura (Asi et al., 2012; Zafar et al., 2013).

Las diferencias observadas entre la presencia de contaminacion y los niveles
de concentraciéon de AFM1 entre los diferentes estudios pueden atribuirse a
diversos factores tanto internos como externos, asi también los métodos
analiticos de cuantificacion de AFM1 utilizados en los diferentes estudios,
condiciones ambientales, de almacenamiento y climaticas también pueden
afectar la produccion de aflatoxinas y la contaminacion de los alimentos con
AFB1. Ademas, los diferentes habitos alimenticios segun el pais y la poblacion en
estudio son una variable relevante (Cotty y Jaime-Garcia, 2007; Galvano et al.
2008).

Ademas, el uso de materiales inadecuados durante el secado de granos o
cereales (lamina, plastico, madera) pueden generar las condiciones adecuadas
de desarrollo de los hongos aflatoxigénicos. De esta forma, se incrementa
considerablemente la acumulacién de aflatoxinas durante el almacenamiento de
los alimentos y, por lo tanto, la probabilidad de exposicion dietaria (Polychronaki
et al., 2007). Por otra parte, estudios anteriores evidenciaron que el estado
ocupacional y el nivel educativo son factores que podrian estar significativamente
relacionados con la presencia de AFM1 en la leche materna (Adejumo et al.,

2013; Polychronaki et al., 2006). Esta relacién se basa en el supuesto de que un
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nivel educativo bajo puede limitar las oportunidades de trabajo con un salario
adecuado, lo que influye en la seleccién de alimentos de menor calidad. La
poblacion con ingresos mas bajos tiene mas probabilidades de consumir
alimentos contaminados, porque, en consecuencia, los alimentos de mejor
calidad tienden a tener un precio mas alto (FAO, 1996; Obade, Andang’o,
Obonyo, & Lusweti, 2015). De acuerdo a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) de Meéxico, los
consumidores mexicanos basan sus decisiones de compra principalmente en el
precio del producto (SAGARPA, 2010), lo que significaria una posible exposicion
de la poblacion mexicana a las aflatoxinas a través de alimentos de baja calidad.
Sin embargo, Cantu-Cornelio 2016, encontrd que el estatus ocupacional y el nivel
educativo de la madre en lactancia no se asociaron significativamente (P> 0.05)

con la presencia de AFM1 en muestras de leche materna.

Los principales factores que tienen influencia sobre la toxicidad de las
micotoxinas en los humanos son: a) la biodisponibilidad y toxicidad de la
micotoxina; b) los sinergismos entre las diferentes micotoxinas presentes en el
alimento; c) la cantidad de micotoxina ingerida diariamente en funcién de la
concentracion de micotoxina y de la cantidad de alimento ingerido; d) la
continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado; e) el peso del
individuo y el estado fisiologico y de salud de éste; y f) la edad del individuo. Asi
pues, los nifios y los jovenes son los grupos mas susceptibles a la toxicidad de
las micotoxinas debido a una mayor variacion del metabolismo basal, y se ha
descrito no tener suficientes mecanismos bioquimicos para la detoxificacion
(Haighton et al., 2012; Hassan y Kassaify, 2014).

12.4 Riesgo carcinogénico en lactantes

La ingesta diaria estimada para lactantes fue de 6.8 ng/kg/dia para lactantes
de 0 meses y 2.66 ng/kg/dia para los de 12 meses de edad respectivamente; de

acuerdo al método utilizado para estimar el indice de riesgo carcinogénico en el
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presente estudio la poblacion lactante de Monterrey se encuentra en riesgo
latente a los efectos del consumo de esta micotoxina. En un meta-analisis
recientemente publicado, en donde se estudidé la misma poblacién en 24 paises,
se encontré que, de todos, en los Emiratos Arabes Unidos y Tailandia se

encontraron en riesgo carcinogénico considerable (Fakhiri, 2019).

Es importante destacar que tanto para el presente estudio y el meta-analisis,
la exposicion a AFM1 fue mayor para los infantes de un mes que para los de 12
meses. Ademas, el riesgo fue 2.14 veces mayor que para aquellos de un mes en
comparacion con los infantes de 12 meses, esto es debido al bajo peso y a una

mayor ingesta de leche materna de los mas pequenos (Fakhiri, 2019).
12.5 Relaciéon de AFM1 con alimentos

Existen estudios que se han relacionado las caracteristicas de la dieta con la
presencia de AFM1, aunque en el presente estudio no fue incluido una
investigacion para conocer las fuentes de AFM1 en leche materna se ha
demostrado que los cereales como el arroz, maiz, trigo y subproductos, asi como
la leche, cacahuate, aceite de maiz y pan han sido relacionados de manera
significativa con la concentracion de AFM1 en la leche materna (Turconi et al.,
2004; Polychronaki et al., 2007; Sedeghi et al., 2009; Mahdavi et al., 2010)

12.6 Modulacion de la citotoxicidad de AFM1

La prevalencia en México de AFB1 en cultivos de maiz fue mayor al 50%, esto
indica que una cantidad considerada de alimentos provenientes de derivados del
maiz se encuentran contaminados con aflatoxinas, una medida protectora contra
los efectos de su metabolito intermediario principal (AFM1) es el consumo de
alimentos ricos en quercetina, estudios recientes han informado que
antioxidantes naturales como la quercetina redujeron la tasa de sintesis de AFM1
hasta en un 70%, esto habla de un efecto protector de alimentos con alto
contenido en quercetina como cebolla, manzana, uvas, brocoli (Ghadiri, y otros,
2019).
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12.7 Estrategias para el control de la produccion de micotoxinas

Es importante considerar que para lograr una reduccion eficaz del riesgo
que producen las aflatoxinas, se necesita un enfoque integrado que controle
todas las fases, desde el campo hasta que llegan a la mesa los alimentos. Un
enfoque de este tipo incluye desde practicas de mejoramiento de las plantas,
potencializacion de la resistencia a aflatoxinas, asi como métodos de control
bioldgico, y la aplicacion de medidas después de la cosecha, como en secado de
granos y semillas y almacenamiento adecuados (Organizacion Mundial de la
Salud, 2017).

Las autoridades nacionales y de la industria alimenticia pueden contribuir
al control de las aflatoxinas con medidas como la eliminacion de fuentes de
contaminacion, el fomento de mejores técnicas agricolas y de almacenamiento,
provision de recursos para la realizacibn de pruebas de diagnostico de
aflatoxinas, vigilancia del cumplimiento de las normas de calidad e inocuidad en

alimentos.

Como consideraciones finales del presente estudio es necesario un
estudio con mayor representatividad muestral, donde se consideren datos de
consumo de alimentos y evaluaciones en diferentes estaciones del afo que
permitan ver las diferencias en concentracion como lo sugieren otros estudios
quiza nos permita tener un conocimiento mas exacto de las principales fuentes
de AFM1 (Cantu-Cornelio, 2016) esto seria fundamental para el establecimiento
de medidas de prevencién en cualquiera de las etapas de produccion,
elaboracién y consumo de alimentos. Sin embargo, con nuestro estudio se
demuestra que las concentraciones encontradas de AFM1 son superiores al
indice de riesgo carcinogénico de 2 ng/kg/dia, lo cual representa un riego a la

salud de los lactantes.
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Xll. CONCLUSIONES

» En el presente estudio se determiné la presencia de aflatoxina M1 en
leche materna de madres en periodo de lactancia de la region
metropolitana de Nuevo Ledn encontrandose una incidencia del 100%
de AFM1.

» La exposicion para lactantes desde los 0 a los 12 meses fue de 6.8 y
2.66 ng/kg/dia respectivamente, los infantes menores tienen mayor
ingesta, que puede estar relacionada a un peso menor y un mayor
consumo de leche materna, a medida que van aumentando de peso el
riesgo disminuye, y con la inclusion de la alimentaciéon complementaria
a partir de los seis meses los valores de ingesta diaria probable de
AFM1 disminuyen.

» Segun el indice de riesgo carcinogénico propuesto por Kuiper-
Goodman 1990 (2 ng/kg/dia) la poblacién lactante de Monterrey se
encuentra en riesgo latente a los efectos del consumo de esta
micotoxina.

» De acuerdo los limites maximos permisibles para AFM1 en leche de
consumo humano establecidos por el Codex Alimentarius (0.5 pg/L)
ninguna de las muestras supero este valor.

» Resulta evidente la necesidad de que las autoridades sanitarias del
estado apliqguen medidas estratégicas que permitan el control y
erradicacion de aflatoxinas en alimentos.

» En México es deficiente la regulacién para aflatoxinas, puesto que
estas toxinas pueden ser perjudiciales para la salud de toda la
poblacién en especial para la poblacion lactante, se requiere un mayor
control y monitoreo constante para lograr una disminucion de los

riesgos y efectos que puede tener a la salud el consumo constante.
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XIlll. ANEXOS
ANEXO 1. Cartel de difusiéon del estudio

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Salud Publicay Nutricion

Invitan:

(Eres mamay te encuentras dando
lactancia materna?

¢Te gustaria obtener SIN COSTO..

v" Consulta de Nutricion Personalizada

v" Evaluacion Nutricional
v" Plan de alimentacion individualizado que promueva el

desarrollo de tu bebé y la produccion de leche materna.

iComunicate con nosotros para
mayores informes!

& Ubicacion: & Contacto:

Centro de Investigacion en Nutricion y LN. Aleida Guzman Pérez

Salud Publica. Facultad de Salud E-mail: aleidaguzmapérez@gmail.com
Publica y Nutricion. UANL. g 8116095446

Calle Dr. Eduardo Aguirre Pequeho y @
Yuriiaz S/N Col. Mitras Centro.

Mongerey CONACYT
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ANEXO 2. Constancia de participacion en congreso

Otorga el presente :

RECONOCIMI ENTCO

Guzman Pérez, Aleida

Por su participacion en el
2" Congreso Internacional de Nutricion,
Salud y Deporte 2019
“360° Grados”

con el trabajo de investigacion en su modalidad CARTEL con el tema :

“DETERMINACION DE LA EXPOSICION EN LACTANTES
A AFLATOXINA M, EN MUESTRAS DE LECHE MATERNA
EN POBLACION DE MONTERREY (MEXICO) Y SU POTENCIAL
RIESGOﬁS CIADO A SU CONSUMO”

Uic. Luls’Chavez Aguilar }(Rkam Luna Fuentes
Director General Presidente
Corporativo Global Socledad Mexicana de Obesidad

Canciin, México del 9 al 11 de Mayo del 2019
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ANEXO 3.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: Determinacion de la exposicidon en lactantes a aflatoxina M1
en muestras de leche materna en poblacion de Monterrey (México) y su potencial
de riesgo asociado a su consumo.

No. De registro: 18-FaSPyN-SA-13.TP

Objetivo: Como parte de un proyecto de una tesis de la Maestria en Ciencias en
Nutricion se esta realizando una investigacion cuyo objetivo es la evaluacion de
muestras de leche materna y determinacion de aflatoxinas en la misma. Dicha
investigacion se lleva a cabo en el Centro de Investigacion en Nutricion y Salud
Publica de la Facultad de Salud Publica y Nutricion.

Procedimientos: Si usted acepta participar en el estudio, se analizara en
laboratorio la muestra de leche proveida como donativo (10-15 mL), en la cual se
busca determinar la presencia de aflatoxina M1.

Beneficios: Usted recibira como beneficio directo por su participacion en el
estudio una consulta de nutricion en la cual se le brindara una evaluacién
nutricional con plan de alimentacién personalizado. Su colaboracion con la
presente investigacion servira para el desarrollo y avance de la investigacidén en
nutricion y salud publica del estado de Nuevo Ledn.

Confidencialidad: Toda la informacion que Usted nos proporcione para el
estudio sera de caracter estrictamente confidencial, sera utilizada unicamente por
el equipo de investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro
proposito. Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos,
pero se presentaran de tal manera que no podra ser identificado(a).

Riesgos potenciales: Su participacion en el presente estudio no implica para
usted riesgo alguno.

Participacion voluntaria: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su
participacion del mismo en cualquier momento.

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este
documento que le pedimos sea tan amable de firmar.

51




CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

TITULO: Determinacion de la exposicidon en lactantes a aflatoxina M1 en
muestras de leche materna en poblacion de Monterrey (México) y su potencial de
riesgo asociado a su consumo.

INVESTIGADORES:

L.N. Aleida Guzman Pérez

Estudiante de la Maestria en Ciencias en Nutricion, Facultad de Salud Publica y
Nutricion, UANL.

Dr. Rogelio Salas Garcia

Profesor Titular A, Tiempo Completo, Facultad de Salud Publica y Nutricién,
UANL. Responsable del Laboratorio de Nutricion Poblacional, Centro de
Investigacion en Nutricion y Salud Publica, Facultad de Salud Publica y Nutricion
de la UANL.

Dra. Patricia Amanda Quevedo Garza

Profesor Titular A, Tiempo Completo, Facultad de Salud Publica y Nutricién,
UANL. Responsable del Laboratorio de Control Sanitario de la Facultad de Salud
Publica y Nutricion.

Dra. Mirna Elizabeth Santos Lara

Profesor Titular A, Tiempo Completo, Facultad de Salud Publica y Nutricién,
UANL. Presidenta del Colegio Mexicano de Nutridlogos, A. C.

LUGAR: Este estudio se llevara a cabo en el Centro de Investigacion de la
Facultad de Salud Publica y Nutricion (FaSPyN) de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn. Dr. Eduardo Aguirre Pequefio y Yuriria s/n. Col. Mitras Centro.
Monterrey, N.L.

NUMERO DE TELEFONO: Si tiene alguna duda o comentario, favor de
comunicarse con LN. Aleida Guzman Pérez al cel. 8116095446

Esta hoja de consentimiento puede contener palabras que usted no entienda. Por
favor pregunte al investigador responsable para que le explique cualquier palabra
o informacion que usted no entienda claramente.
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I-INTRODUCCION

Usted ha sido invitada a participar en un estudio de investigacion. Antes de que
usted decida participar en el estudio por favor lea este consentimiento
cuidadosamente. Haga todas las preguntas que usted tenga, para asegurarse de
que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y los
beneficios.

Il- PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Determinar la presencia de aflatoxina M1 en muestras de leche materna.

Ill- POBLACION DE ESTUDIO:
Se analizaran muestras de leche materna provenientes de madres en periodo de
lactancia.

IV- PROCEDIMIENTOS:

La participacidon en este estudio contempla el analisis de una sola muestra de
leche materna (15-20 mL) la cual sera proveida por la participante. Se analizara
a través del Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) la cual es una
técnica de laboratorio que identifica particulas especificas como la aflatoxina M1.

V-RIESGOS:
Su participacién en el presente estudio no implica para usted riesgo alguno.

VI- BENEFICIOS

Usted recibira como beneficio directo por su participacion en el estudio una
consulta nutriolégica la cual sera realizada por un profesional de la salud que se
encuentra altamente capacitado en el area, la cual le va permitir conocer su
estado nutricio y de composicion corporal, asi como también se le brindara una
evaluacion nutricional completa con plan de alimentacién personalizado para el
periodo de lactancia. Su colaboracién con la presente investigacion servira para
el desarrollo y avance de la investigacion en nutricion y salud publica del estado
de Nuevo Leon.

VII- COSTOS
Participar en este estudio no tendra costo alguno para usted.

VIII- INCENTIVO PARA LAS PARTICIPANTES

No habra incentivos monetarios para las participantes. Sin embargo, una
nutridéloga le realizara de manera gratuita una consulta y evaluacion nutricional
que incluye un plan de alimentacion con recomendaciones para el periodo de
lactancia exitosa.
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IX- PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacion que Usted nos proporcione para el estudio sera de caracter
estrictamente confidencial, y sera utilizada unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro propdsito. Los
resultados de esta investigacion seran publicados con fines cientificos, o pueden
ser presentados en congresos o reuniones médicas, pero se presentaran de tal
manera que no podra ser identificado(a).

La autorizacion para el uso y el acceso de la informacion para los propésitos de
la investigacion es totalmente voluntaria. Sin embargo, de no firmar este
documento usted no podra participar en este estudio.

De aceptar su participacion en la investigacion se le proporcionara una copia del
presente documento el cual debera ser firmado por la participante.

X- PREGUNTAS
Si tiene alguna pregunta sobre el estudio o sobre su participacion en el mismo,
puede contactar a:

Dr. Rogelio Salas Garcia

Profesor en la Facultad de Salud Publica y Nutriciéon (FaSPyN) de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn (UANL). Correo electronico: rogelio.salasg@uanl.mx.
Tel. 1340-4895 ext. 3081

Dra. Patricia Amanda Quevedo Garza

Profesor en la Facultad de Salud Publica y Nutricion (FaSPyN) de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL). Correo electronico:
patricia.quevedog@uanl.mx. Tel. 1340-4890 ext. 3031.

Dra. Mirna Elizabeth Santos Lara
Profesor en la Facultad de Salud Publica y Nutricion (FaSPyN) de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL). Correo electrénico: mirna.santosl@uanl.mx
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HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

TITULO: Determinacion de aflatoxina M1 en muestras de leche materna

NUMERO DE PROTOCOLO: 18-FaSPyN-SA-13.TP

XI- CONSENTIMIENTO:

He leido y tengo la informacién correspondiente del estudio y sus procedimientos.
Todas mis preguntas sobre el presente proyecto y mi participacién han sido
atendidas y tengo la libertad de preguntar si surgieran nuevas dudas.

Estoy de acuerdo que mi participacion en este estudio no presenta ningun riesgo
a mi salud e integridad fisica, asi mismo, me encuentro dispuesta a participar de
manera voluntaria teniendo en cuenta que no es requerido algun fondo o recurso
econdmico. Y consciente que la cantidad de leche materna proporcionada por
unica vez para la presente investigacion no supera los 20 mL.

Autorizo el uso y divulgacién de los resultados obtenidos, los cuales seran
utiizados de manera andénima, con fines de investigacion, que den como
resultado el enriquecimiento de los conocimientos asociados a la salud y
nutricion.

Nombre del participante Firma del participante

Fecha
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