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|. RESUMEN

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida por hongos de los géneros Aspergillus
y Penicilium principalmente. Contamina una gran variedad de alimentos de consumo
humano: cereales, café, cerveza, vino, etc. La OTA esta clasificada como “posiblemente
cancerigeno para el ser humano” (grupo 2B segun IACR). Su toxicidad ha sido descrita en
estudios con animales y en seres humanos concluyendo que posee propiedades
carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, nefrotdxicas, hepatotdxicas e inmunotoxicas.
Los métodos mas utilizados para determinar OTA son: HPLC acoplada a espectrometria
de masas (MS/MS) e inmunoensayos (ELISA). Objetivo general: Estimar la exposicion a
OTA en una poblacion de pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer, mediante el
analisis de indicadores dietéticos y de concentraciones en suero sanguineo. Material y
Métodos: Se incluyeron mujeres entre 18 y 60 afios de edad, no embarazadas.
Contestaron un Cuestionario de Antecedentes Médicos y un Cuestionario de Frecuencia de
Consumo de Alimentos, se les tom6 peso y talla, y se les extrajeron 2.5ml de muestra
sanguinea para su posterior andalisis por ELISA y HPLC MS/MS. Resultados: Tamafo de
muestra: 153 pacientes, promedio de edad de 34 afios, con un peso Y talla promedio de:
67.5kg y 1.59m respectivamente, IMC poblacional de 26.6 kg/m2. que corresponde a
sobrepeso. El consumo promedio de Energia fue de: 1724kcal/dia de las cuales el 68% la
aportan los hidratos de carbono. El cereal de mayor consumo es el maiz, especificamente
la tortilla. Las Ingestas diarias recomendadas (IDR) se cumplen en la mayoria de vitaminas
y minerales con excepcion de la vitamina C y E. El consumo de acidos grasos Omega 3y 6
también resultd inferior a la IDR. La ingesta diaria continua de OTA se calcul6 por dos
métodos: formula de Klassen resultando 5.1ng/kg pc/dia y por concentracion de OTA en
alimentos resultando 13.2ng/kg pc/dia, por lo tanto se rebasa el limite de IDT que estable
la FAO/OMS. En las determinaciones de OTA por ELISA resulté: 86% de muestras
positivas con una concentracién promedio de 2.6143 ng/mL. Por HPLC MS/MS se
analizaron 50 muestras que ya habian sido determinadas por ELISA, de las cuales 54%
resultaron positivas con una concentracion promedio de 0.9715 ng/mL.

Conclusion: La poblacién de pacientes ambulatorios del Hospital de Mujer se encuentra
expuesta a OTA vy la ingesta diaria continua de la poblacién rebasa los limites permitidos
de Ingesta Diaria Tolerable.

Palabras Clave: Ocratoxina A, exposicion humana, suero sanguineo, ELISA, HPLC MS.
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ll. ABSTRACT
Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by some strains of Aspergillus and Penicillium
molds that contaminate a great variety of food commodities like cereals, coffee, beer, wine,
etc. OTA is a potential risk for human health. OTA is classified as “possible carcinogen for
human beings” (group 2B according to IACR). OTA, very well describe as a carcinogenic,
mutagenic, terathogenic mycotoxin, has been also related to endemic nephropathy and to
hepatic and immunopathies. The most popular methods for OTA determination and
guantification are: HPLC mass spectrometry (HPLC MS) and immunoassay (ELISA).
Objective: To estimate the OTA exposition in a population of ambulatory patients from the
Woman Hospital of Morelia, Mexico, using diet and biochemical markers. Materials and
Methods: women between 18 and 60 years old, non pregnant; who answered a medical
and a frequent food consumption questionnaires. Weight and height measurements were
also taken. Finally, a blood sample of 2.5ml was extracted for analysis by ELISA and HPLC
MS. Results: total sample: 153 patients, average age: 34 years old, average weight and
height: 67.5kg and 1.59m respectively, average IMC 26.6 kg/m2. That corresponds to
overweight. The energy consumption was: 1724kcal/day, 68% of them from carbohydrates.
Maize is the cereal with the highest consumption, specifically tortilla. The daily intake
requirements (DIR) were accomplished in the majority of the vitamins and minerals with the
exception of vitamin C and E. The consumption of omega 3 and omega 6 fatty acids was
also inferior to DIR. The average intake of OTA was calculated by two different methods:
Klassen formula with a result of: 5.1ng/kg bw/day, and by OTA concentration in food
commodities with a result of: 13.2ng/kg bw/day, although the IDT is superior from the one
that establishes the FAO/OMS. In the ELISA determinations there were an 86% of positive
samples with an OTA average concentration of 2.6143 ng/mL. By HPLC MS, 50 samples
that had already been determinate by ELISA were analyzed, resulting 54% positive for OTA
with an average concentration of 0.9715 ng/mL.
Conclusion: The outpatient population of the Women's Hospital is exposed to OTA and the
continuous daily intake of the population exceeds the limits of the Permissible Tolerable
Daily Intake.
Key words: Ochratoxin A, human exposure, blood serum, ELISA, HPLC MS.
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1.- INTRODUCCION

Las micotoxinas del griego mukes (hongo) y del latin toxicum (t6xico-veneno) son
sustancias toxicas producidas por ciertos géneros y especies de hongos capaces de crecer
sobre una amplia gama de productos orgénicos (Ravelo et al., 2011). Nos referimos a las
micotoxinas como metabolitos secundarios ya que no son necesarias para el crecimiento o
desarrollo fungico; es decir, la presencia del hongo no significa forzosamente la presencia
de micotoxinas; para su produccion se requiere de la interaccion de factores como la
humedad, la temperatura, el pHy la composicion del sustrato (Arbillaga et al., 2004).

La exposicion a las micotoxinas a través de los alimentos representan un riesgo para la
salud de los animales y seres humanos que las consumen (Pineda et al., 2012). Su
toxicidad puede variar desde el desencadenamiento de actividades carcinogénicas,
teratogénicas y mutagénicas hasta la inmunosupresion y el desarrollo de desérdenes de
tipo hormonal (dependiendo de la micotoxina considerada) (Arbillaga et al., 2004; Haighton
et al., 2012).

En la actualidad se han estudiado alrededor de 400 variedades de micotoxinas, siendo las
aflatoxinas, la ocratoxina A, la zearalenona, las fumonisinas y los tricotecenos las
principales asociadas a toxicidad alimentaria (Duarte et al., 2009).

La ocratoxina A ha tomado importancia en los ultimos afos debido a que es un agente
nefrotdxico conocido, y la exposicion a este ha demostrado la formacién de tumores
renales, entre otros efectos dafinos, en animales de experimentacion (Jayatilake et al.,
2013; Pineda et al., 2012). En seres humanos los estudios sobre la toxicidad de la
ocratoxina A no han sido concluyentes, sin embargo existe evidencia clara de la exposicion
gue tenemos a ella como consecuencia de nuestros patrones de consumo de alimentos
(Shephard, 2008).

L.N. Sara Alejandra Diaz Tena 3



“Exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer” 2017

2.- ANTECEDENTES

2.1.- OCRATOXINA A

2.1.1.- Descripcion

La ocratoxina A (OTA) fue identificada por Van der Merwe en 1965 en el transcurso de una
investigacion donde se estudiaba la toxicidad de hongos aislados a partir de diferentes
cereales y legumbres provenientes de Sudafrica (Leiko et al., 2005). A partir de estos
hongos se posibilitd la caracterizacion de un metabolito secundario el cual se denomind
ocratoxina (Creppy, 2002; Shephard, 2008). Estudios posteriores identificaron diferentes
tipos de ocratoxinas (Tabla 1); siendo la OTA la que se encuentra mas frecuentemente de

forma natural y la més toxica (Lépez de Cerain et al., 2000; Leiko et al. 2005).

Tabla 1. Principales ocratoxinas y analogos (Soriano, 2007)

OCRATOXINAS |R1 R2 R3
Ocratoxina A A Cl H
Ocratoxina B B H H
Ocratoxina C C Cl H
Ocratoxina a OH Cl H
Ocratoxina B OH H H

A. CgHsCH,CH(COOH)NH-  B. CgHsCH,CH(COOEt)NH-
C. C¢HsCH,CH(COOMe)NH-

2.1.2.- Caracteristicas guimicas de la OTA:

La molécula esta formada por un anillo de isocumarina unido a través de un enlace tipo
amida con una molécula de fenilalanina. Quimicamente es N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-
3-metil-1-oxo-1-H-2-benzopirano-7-il)carbonil]-L-fenilalanina (Figura 1) (Ravelo et al.,,
2011).

Su peso molecular es: 404 g/mol, Fluorece azul verdoso al ser excitada con luz
ultravioleta UV maximo 215 y 334 nm, pKa 4.4 (Alexander et al., 2015). Es incolora, soluble
en disolventes organicos polares, poco soluble en agua y con caracteristicas de acido
débil. Presenta una alta estabilidad mostrando gran resistencia a elevadas temperaturas y

a pH &cido (Ravelo et al., 2011). Estable a temperaturas mayores de 180°C (Alexander et

L.N. Sara Alejandra Diaz Tena 4



“Exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer” 2017

al.,, 2015). Por lo tanto suelen resistir la mayoria los procesos de esterilizacion y
elaboracion de alimentos, como el hervido, el tostado, el horneado, el freido y la
fermentacion (Ostry et al., 2013). Todas estas caracteristicas quimicas son de suma

importancia para su deteccion por métodos cromatograficos y espectrofotomeétricos.

Estructura quimica de la Ocratoxina A (OTA)

OH 0
0
‘M“CH':':
H
Cl

Figura 1. Estructura de la Ocratoxina A (Rawelo et al., 2011).

2.2.- PRODUCCION DE OTA

Para fines biolégicos, la OTA es una micotoxina resultante del metabolismo secundario de
hongos filamentosos de los géneros Aspergillus y Penicillium principalmente (Lopez de
Cerain et al., 2000). Estos hongos se consideran los principales productores de OTA en
alimentos debido a su gran facilidad de dispersion y crecimiento (Pérez de Obanos et al.,
2001).

Aspergillus crece en un intervalo de temperatura comprendido entre 12-37 °C, y se asocia
a climas calidos y tropicales, detectandose sobre todo en alimentos almacenados (Lopez
de Cerain et al., 2000).

Penicillium crece en un intervalo de temperatura mas bajo entre 4-31 °C, por lo que
contamina alimentos producidos en climas templados y frios, especialmente cereales y
derivados (Lopez de Cerain et al., 2000).

Los valores minimos de actividad de agua necesarios para que estos hongos puedan
producir OTA estan en el intervalo 0.83-0.9 a 24° C (Pérez de Obanos et al., 2001). Los
valores de actividad de agua 6ptimos se sitlan entre 0.95-0.99 (Hans et al., 2007).

Las especies A. ochraceus, A. carbonarius , P. verrucosum y P. viricatum se caracterizan
por tener un alto potencial ocratoxigénico (Shephard, 2008; Hans et al., 2007).

Las practicas agricolas, las condiciones medio-ambientales, el almacenamiento y el

transporte, promueven la presencia de OTA en los alimentos (Alexander et al., 2015).
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En la literatura se ha reportado que los hongos productores de ocratoxinas, se desarrollan
con mayor frecuencia durante el almacenamiento cuando se lleva a cabo en condiciones
inadecuadas (Shephard, 2008; Hans et al., 2007; Duarte et al., 2009), sin embargo,

también son capaces de crecer en las etapas de cultivo, manejo y transporte de alimentos.

2.3.- OTA EN ALIMENTOS

La FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) estima que de los 2,527
millones de toneladas de granos que se producen a nivel mundial (cifra de 2015) un 25%
se encuentra contaminado por micotoxinas. Esta cifra es alarmante debido a que el
consumo de cereales y derivados representan el grupo de alimentos de mayor consumo
humano, sobre todo en paises en vias de desarrollo, donde una persona ingiere un
promedio de 300g de cereal al dia (Shephard, 2008), por lo tanto, la suma de la ingesta
total de micotoxinas en una dieta rica en cereales aunada al consumo de productos de
origen animal contaminados, representa una exposicion considerable del ser humano a

micotoxinas y probablemente a OTA.

2.3.1.- Contaminacion de alimentos por OTA

La OTA se ha encontrado en una amplia gama de alimentos de importancia nutrimental y
economica.

Los cereales representan una de las principales fuentes de exposicion alimentaria a OTA
(Tittlemier et al., 2011), aunque también pueden encontrarse concentraciones importantes
de contaminacion en otros alimentos como en: café, productos carnicos, cerveza, vino, té,
frutos secos y especias (Turcotte et al., 2013; Haighton et al., 2012; Keller et al., 2012).

Se estima que la ingesta diaria de OTA en humanos se encuentra entre 0.7 y 4.7
nanogramos por kilogramo de peso corporal, de esta, cerca del 50% es atribuida al
consumo de cereales y sus productos derivados (Méndez-Albores y Moreno, 2009).

El panorama mundial en relacion a la presencia de ocratoxina A en alimentos se centra en
paises europeos y Asia occidental (Bellver et al., 2014). En Latinoamérica Unicamente en
Costa Rica, Chile, Panama, Brasil y Argentina se han realizado estudios por la importancia
econdmica de productos de exportacion como el vino y el café (Quintana et al., 2007; Dutra
et al., 2002; Marin et al., 2005; Drunday y Pacin, 2013; Franco et al., 2013). La mayoria de
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estos productos tienen un control de calidad exhaustivo y por lo tanto cumplen con la

normativa internacional.

Az(icar y productos_Cerveza s E‘fS?N-
Bebidas calientes  de confiteria / 13%
(8, café, chocolate)- 45% [ Productos carnicos

/

8,6% Xa i 0,6%

Cereales y
rproductos derivados

Zumos de fruta
~ 49%

17,5%

Vino
18,5%

Figura 2. Reporte de la European Food Safety Authority (EFSA) 2006 de alimentos contaminados con OTA
en 16 paises europeos.

2.3.2.- Contaminaciéon de alimentos mexicanos por OTA

En nuestro pais existen estudios que reportan presencia de OTA y otras micotoxinas en
alimentos de uso pecuario, café, maiz, trigo y cacahuate (Reyes-Velazquez et al., 2008;
Robledo et al., 2001; Sierra, 2004; Espinosa et al., 2002; Flores et al., 2006; Martinez et al.,
2013).

Los resultados de estos estudios concluyen que al menos un 50% de las muestras
analizadas presentaban alguna cantidad detectable de micotoxinas y especfificamente de
OTA, se destaca como la micotoxina de mayor incidencia en la mayoria de los estudios
con hasta un 60% de muestras contaminadas con concentraciones por arriba de lo
establecido en la normativa para alimento animal (Tabla 2).

En Michoacan, existe un trabajo reciente (Castillo y Robinson, 2016) en el que se
muestrearon diversos alimentos de elevado consumo en la poblacion: productos de maiz,
café y cerveza. Como resultado se reportd un 100% de las muestras con concentraciones
detectables de OTA, y aunque en café y cerveza no se excedian los limites permitidos por
la Uniébn Europea (U.E); en los productos de maiz si los rebasaron considerablemente
(Tabla 3).
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Tabla 2. Alimentos contaminados por OTA reportados en México

Alimento Estado Rango Ccurrencia® % que excedio
{Hg/kg)” los limites™
Malz forrajero Jalisco 1-352 14135 o7
{3ranos de uso México en 2-F7 50792 11.6
pecuarno general
s0rgo Chiapas 1-353 1545 &0
Maiz (Zea mayz) Nayarit 7-122 32/49 6.2
Granps verdes MNayarit 1-80 17/43 0
de café
Trigo Chiapas ND* H 0
Cacahuate Chiapas 2-110 H4/83 AT

* Rango (ug de OTA por kg de producto)
*Qeurmencia; muastras detectadss con OTA f total de muestras

* o4 Porcentzje de muestras detectadas con OTA que excedieron 1oz limiles establecidos
*ND: ng se detectd OTA

Tabla 3. Concentracion promedio por grupos de muestras de maiz (Castillo y Robinson

2016)
PORCENTAJE  CONTAMINACION LMITE PERMITIDO
N° de DE PROMEDI MINIMO  MAXIMO PORLAUE
PRODUCTO MUESTRAS POSITIVAS CONTAMINACION (uglkg) (uglkg) (ug/kg) (uglkg)
GRANOS DE MAZ 18 100.00% 3415 2732 4163 5
CEREALES PARA ELDESAYUNO 4 100.00% 3509 3197 1696 3
FRITURAS DE MAEZ 7 100.00% 3219 2991 651 j
HARINAS DE MAIZ 2 100.00% 3381 2989 344 j

2.4.- FORMAS DE EXPOSICION A OTA
Existen dos formas de exposicion humana a OTA a través del consumo de alimentos
(Figura 3):
1. Forma directa: plantas y cosechas son contaminadas con hongos
ocratoxinogénicos. Hay produccion de OTA que llega a la matriz y que
posteriormente es consumida por las personas (Pfohl-Leszkowicz y Manderville,

2007). Esta via es la mas frecuente debido a la variedad de sustratos vegetales
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para consumo humano y al gran porcentaje de ingesta que estos representan en la
dieta de la poblacion (Drejer etal., 2014).

2. Forma indirecta mediante el consumo de productos de origen animal: el animal es
alimentado con pienso y forrajes que fueron contaminados por hongos
ocratoxinogenos. La OTA producida ingresa al organismo y se distribuye en los
tejidos animales (musculo, viseras, grasa, sangre) que posteriormente llegan a la
mesa de los consumidores (Pfohl-Leszkowicz y Manderville, 2007; Coronel, 2012).
La carne bovina, en principio, no supone peligro para la salud ya que los rumiantes
destruyen la OTA por la accion de enzimas bacterianas presentes en su sistema
digestivo, lo que evita que la toxina se acumule en los tejidos (Gauchi y Leblanc,
2002; Coronel, 2012). Por el contrario, los alimentos derivados del pollo y cerdo,
representan una fuente potencial de transmision de la toxina a la poblacién humana
(Brewer et al., 2013).

Por dltimo, existe otro tipo de forma indirecta descrita en la literatura, y es la transmision de
OTA a través de la leche materna. Se encontré por primera vez en calostro de vacas
(Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993) y posteriormente estudios realizados en paises como
Suecia, Canada, Iran y Sierra Leona revelaron presencia de OTA en muestras de leche
materna humana (Micco et al., 1991; Jonsyn et al., 1995; Scott, 2005; Dehgham et al.,
2014). Esta forma de exposicion es preocupante ya que el recién nacido queda expuesto a
los efectos dafiinos de la OTA tanto a corto plazo, afectandolo de manera directa en su

crecimiento y desarrollo, como a largo plazo por acumulacion (Scott 2005).

2.5.- TOXICIDAD DE LA OTA

2.5.1.- Toxicidad aguda
La OTA puede causar severos efectos adversos 0 incluso letalidad al administrar por via

oral una dosis Unica elevada (Segvié et al., 2013).

Intoxicaciones agudas por OTA (ocratoxicosis) se han reportado en animales y seres
humanos con manifestaciones tales como: pérdida de peso, poliuria, polidipsia,
hemorragias multifocales y formacion de trombos de fibrina en bazo, cerebro, higado,

rifidn y corazon, asi como nefrosis y necrosis hepéatica (Studer-Rohr et al., 2000).
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Figura 3. Formas de exposicién a OTA a través de alimentos

En humanos las ocratoxicosis, son poco frecuente (sélo se han reportados algunos casos
en Africa Subsahariana) (Shephard, 2008). En animales se han determinado intervalos de
DL50 entre 20-50 mg/kg en ratas y ratones, y 0.2-1 mg/kg en perros, cerdos y pollos que

son las especies mas sensibles a OTA (Lopez de Cerain et al., 2000).

2.5.2.- Toxicidad cronica

Es la capacidad de la OTA a causar efectos tdxicos acumulativos (Segvi¢ et al., 2013).
Esta Udltima la mas relevante por su potencial mutagénico, teratdgeno, hepatotdxico,
nefrotdxico e inmunotoxico (Felizardo et al., 2013; Xiao et al., 2006; Czakai etal., 2011).

La OTA esta clasificada por La Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer
(IARC, 1993) como posible carcinbgeno humano (grupo 2B de sustancias) (Xiao et al.,
2006) ya que existe suficiente evidencia en animales de la nefrotoxicidad (como la
Nefropatia endémica porcina) y carcinogenicidad (desarrollo de tumores renales y de vias
urinarias en ratas) de la OTA (Creppy, 2002; Kuiper-Goodman et al., 2010; Mantle et al.,
2015).

En seres humanos los estudios que relacionan la exposicion a OTA y el cancer no han sido
concluyentes (Fahmy et al., 2014; Kuiper-Goodman et al., 2010), sin embargo existen
datos epidemioldgicos que sitian a la OTA como factor determinante para el desarrollo de

diversas patologias, ejemplo de ello es “Nefropatia endémica de los Balcanes” (BEN), una
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forma de insuficiencia renal crénica que presenta gran incidencia en regiones del sudeste
de Europa fundamentalmente en poblaciones rurales de Bulgaria, Rumania, Croacia,
Serbia, Bosnia y Eslovenia (Yordanova et al., 2010; Reljic et al., 2014; Castegnaro et al.,
1988).

Anteriormente ésta nefropatia estaba relacionada con virus, carencias nutricionales,
bacterias, metales tdxicos, sin que ninguna de esas causas resultara convincente. Fue en
1956, cuando el Dr. Arthur Grollman y colaboradores analizaron muestras de tejido renal
de pacientes afectados con ésta enfermedad y encontraron dos componentes vegetales:
ocratoxina A y acido aristoléquico caracteristicos de esta nefropatia ya que no la
encontraron en otras muestras de personas con otras formas de insuficiencia renal
(Petkova-Bocharova et al., 1988; Peraica et al., 2010, Castegnaro et al., 1988).

La BEN se manifiesta en el hombre de manera muy similar a la observada en la nefropatia
porcina. Se trata de una insuficiencia crénica terminal, que afecta a la poblacién de entre
30 y 60 afios, mas frecuente en el sexo femenino que en el masculino y progresa hasta la
muerte (Petkova-Bocharova et al., 1988). Histolégicamente se caracteriza por
degeneracion tubular, fibrosis intersticial e hialinizacién del glomérulo, especialmente de la
corteza renal (Reljic et al., 2014).

La descripcion de la fisiopatologia de la lesion renal, es aparentemente inespecifica, por
ello es conveniente que ante la sospeche de de BEN se incorpore en las rutinas de
laboratorio, la busqueda de residuos de OTA.

Por otro lado, la exposicion a OTA también representa riesgo teratogénesis en mamiferos
dado que puede atravesar la placenta y acumularse en tejido fetal (Minervini et al., 2013),
causando anomalias morfolégicas en conejos, pollos y ratones cuyas madres fueron
expuestas a dosis elevadas de OTA por via oral (Bir6 et al., 2002; Mantle et al., 2015).

Lo estudios epidemiolégicos con mujeres embarazadas concluyen que en general, ni la
mujer ni el producto, estan bajo alto riesgo de toxicidad inducida por OTA excepto para
grupos de alta exposicion alimentaria (Chit-Shing y Hani, 2016). Sin embargo, debido a la
limitada informacién sobre la exposicion in Utero y a la fetotoxicidad de la OTA, existe aun,
un alto grado de incertidumbre sobre el tiempo y el grado de exposicion fetal a OTA
durante la gestacion para que exista la posibilidad de teratogenicidad (Chit-Shing y Hani,
2016; Lopez de Cerain et al., 2000).
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De momento el riesgo fetal asociado con la exposicibn materna solo se puede estimar,
teniendo en cuenta la alta sensibilidad del feto a sustancias tdéxicas (Chit-Shing y Hani,
2016). Por ello seria importante, para reducir los riesgos, que en mujeres embarazadas se
monitoree la exposicion a OTA.

La toxicidad cronica de la OTA, también se ha relacionado con evidencias de cancer
testicular y formacion de tumores hepaticos en humanos y en animales (Xiao et al., 2006;
lbrahim et al., 2013; Felizardo y Camara, 2013).

A la fecha, existe un estudio, que relacioné el Carcinoma Hepatocelular (HCC) con
concentraciones elevadas de OTA en suero; habiendo encontrado que en el 95% de las
muestras de los pacientes afectados con HCC las concentraciones de OTA eran hasta
cinco veces mayores que en las muestras de pacientes sin HCC (lbrahim et al., 2013).
Como conclusion éste estudio reveld una fuerte asociacion entre la presencia de OTA en
suero y el HCC humano, lo que ofrece una_explicacion coherente en la descripcion de la
epidemiologia de la enfermedad y los mecanismos de accién de la OTA.

Finalmente, algunos autores apuntan que la OTA tiene un efecto de inmunosupresion, ya
gue en estudios in vivo con pollos expuestos a OTA por via oral, hubo una deplecion de
linfocitos T y B (Bir6 et al., 2002; Pfohl-Leszkowicz y Manderville, 2007). Este efecto toxico
de la OTA es de suma importancia, pues en seres humanos contribuiria a complicaciones
de salud, sobre todo en aquellos individuos inmunodeprimidos o en estado de malnutricion
(Shephard, 2008; Jayatilake et al., 2013).

2.5.3.- Toxicocinética

La absorcion de la OTA se lleva a cabo en el tracto gastrointestinal, mayormente en
yeyuno proximal (Fahmy et al., 2014), pasando a la circulacion sistémica y detectdndose
en sangre, musculo, grasa y en los 6rganos de mayor actividad metabdlica como rifion e
higado (Jayatilake et al., 2013). Los mamiferos absorben alrededor del 66% de la cantidad
total de OTA ingerida y presentan una biodisponiblidad superior al 50% (excepto
rumiantes) (Hagelberg et al.,1989).

Durante su distribucién en el organismo, la OTA tiene una alta capacidad de fijacion a las
proteinas plasmaticas, principalmente albimina, y presenta una semivida de eliminacion
larga; en el hombre de 840 horas (35 dias), siendo la fraccién libre de toxina < 0,2%
(Haighton et al., 2012).
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Tanto la OTA como sus metabolitos se excretan por via renal y hepatobiliar (Stoycho,
2010). En heces y orina y el principal metabolito es la ocratoxina-a (OTa) que resulta de la
hidrolisis del enlace amidico, reaccién catalizada por carboxipeptidasas y otras enzimas
bacterianas (Mufioz, 2017). La presencia de ocratoxina-a en orina se debe a su absorcién
por las venas mesentéricas y su entrada en la circulacion entero-hepética que explica su
presencia en orina (Arbillaga et al., 2004, Mufioz, 2017). También se ha reportado que la
OTA puede excretarse por los conductos galactéforos de las mujeres en las secreciones
lacteas (Dehgham et al., 2014).
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Figura 4. Metabolismo de la ocratoxina A (Rawelo et al., 2011)

2.5.4.- Toxicodinamia

La toxicidad crénica de la OTA se ejerce por los siguientes cuatro mecanismos de accién,
principalmente:

1. Estrés Oxidativo: La OTA han sido relacionada con la produccién de especies
reactivas de oxigeno tales como superoxido, Anion (O2), radical hidroxilo (OH) y
peroxido, todas ellas causantes de dafio celular oxidativo (Sorreti et al., 2013). El
dafo oxidativo contribuye a la amplia gama de efectos toxicos de la OTA pues
también altera la respiracién celular ya que actta inhibiendo competitivamente la

actividad de la ATPasa, la succinato deshidrogenasa y la citocromo C oxidasa,
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obteniendo como productos finales radicales hidroxilados por peroxidacién lipidica
(Zhu et al., 2016; Kamp et al., 2005).

2. Alteracion de la sintesis proteica: la OTA tiene una similitud estructural con la
fenilalanina lo que provoca una inhibicion competitiva de la Phe-ARNt sintetasa a
nivel post- traduccional afectando la sintesis proteica (Figura 5) (Ravelo et al.,
2011). Estudios invitro con células renales demuestran un efecto inductor de la
OTA sobre la caspasa y la protein kinasa que induce a la alteracion de la sintesis
de ADN con sus consiguientes lesiones (Doi y Uetsuka, 2011).

3. Dafio al ADN: En algunos estudios se ha demostrado la OTA promueve la
formacion de aductos con ADN: Los aductos son lesiones premutagénicas que se
producen por la unidn covalente entre la OTA y los atomos de N y O de las bases
nitrogenadas del ADN. (Kamp et al., 2005; Dorrenhaus et al., 2000; Czakai et al.,
2011). También existen datos que apoyan la hipétesis de que el radical fenoxilo de
la OTA es el responsable de dar lugar a la formacién de aductos. In vivo se han
obtenido resultados positivos en tejidos de rata y raton (Li et al., 1997). Sin
embargo, actualmente aun no esta claro si la OTA reacciona directamente con el
ADN o su actividad genotoxica se deriva de un efecto citotoxico que genera
especies reactivas capaces de lesionar el ADN (Arbillaga et al., 2004). Algunos
estudios, sugieren que la OTA puede promover la inestabilidad gendmica y la
mutagénesis a través de interferencia en la division celular acelerando la mitosis y
dando como resultado una célula hija prematura y con posibles dafios en su ADN,
especialmente a nivel de las histonas (Czakai et al., 2011). En general, todos los
resultados obtenidos en mudltiples investigaciones en relacién al dafio que provoca
la OTA al ADN apoyan el efecto de carcinogenicidad de la misma.

4. Secuestro de calcio microsomal: Este mecanismo constituye una reaccion
temprana y ligada al fendbmeno de peroxidacién lipidica (Felizardo y Camara,
2013.). Diversos estudios tanto in vitro como in vivo demuestran que la OTA
produce una inhibicion en el bombeo y captacion del calcio a través del reticulo
endoplasmico del hepatocito. Experimentalmente, se ha demostrado que la tasa de
captacion de calcio dependiente de ATP se inhibe en un 42 a 45% al tratar ratas
con 2.5ug de OTA por kg de peso corporal (Dérrenhaus et al., 1989; Gekle et al.,

2000). Estos resultados sugieren que la OTA interrumpe la homeostasis del calcio
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microsomal al deteriorar la membrana del reticulo endoplasmico por la via de la
peroxidacion lipidica lo que conlleva también a la apoptosis celular (Khan et al.,
1989).

2.5.5.- Sinergismo vy aditividad

El sinergismo entre micotoxinas es definido como el efecto combinado resultante de la
accion de dos 6 mas micotoxinas en los organismos, el cual es superior a la suma del
efecto individual de cada micotoxina. (Wyatt, 1991; Jaramillo, 2006) y esta relacionado con
la accion combinada debido a la exposicion humana a mdltiples micotoxinas en un mismo
alimento y/o en la misma dieta (Gimeno, 2013).

La aditividad entre micotoxinas se define como el efecto combinado resultante de la accién
de dos 6 mas micotoxinas en los organismos el cual es igual a la suma del efecto individual
de cada micotoxina (Jaramillo, 2006).

Existen algunos estudios que reportan sinergismo y aditividad entre OTA y otras
micotoxinas por ejemplo:

- Combinaciéon de Toxina T-2 + OTA: En pollos expuestos a diferentes dosis por via
oral se observaron los siguientes problemas: se redujo la ganancia de peso y los
niveles de proteina, la actividad de la deshidrogenasa lactica en el suero se vio
disminuida. La interaccion entre estas dos micotoxinas, provoco una elevacion en
los niveles de triglicéridos en el suero y una disminucién de calcio y de la actividad
de la gamma glutamil transferasa también en suero (Jaramillo, 2006; Gimeno,
2013).

- Combinacion Aflatoxina B1+ OTA : En pollos y cerdos expuestos a distintas dosis
por via oral, se observaron cambios en el tamafio del higado, bazo y pancreas. Los
rifones en ambas especies fueron los mas sensibles a la contaminacion conjunta y
el problema de nefropatia fue el mas importante y caracteristico (Gimeno, 2013)

- Combinacion Diacetoxiscirpenol (DAS) + OTA: En pollos de engorda se ha
observado (a diferentes dosis por via oral) una disminucién del peso vivo a corto

plazo y problemas graves de nefropatia (Wyatt, 1991; Gimeno, 2013).
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Figura 5. Proceso de inhibicién de la sintesis de proteinas por OTA (Rawelo et al., 2011)

2.5.6.- Interacciéon de OTA con nutrimentos

Las interacciones micotoxinas-nutrimentos han sido estudiadas por la especial significancia
gue tienen en tema de nutricion para la salud humana y produccion agropecuaria.
Actualmente se cuenta con evidencia de como las micotoxinas interfieren en los procesos
de la digestion, metabolismo y transporte de los nutrimentos, afectandose la disponibilidad
y utilizacién de los mismos (Jaramillo, 2002).; sin embargo especificamente de OTA, se
cuenta con poca informacién al respecto.

En estudios con aves de engorda expuestas a OTA por via oral se observd un cuadro de
hipocarotenoidemia como evidencia de sindrome de mala absorcién y se sefialdo que la
OTA  ocasiond el incremento de glucégeno hepético con evidencia de alteracion a la

gluconeogénesis (Jaramillo, 2002).
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2.6.- LEGISLACION DE LA OTA

2.6.1.- Legislacion de concentraciones de OTA en productos alimenticios.

Actualmente existen los Reglamento de la Union Europea (CE) 1881/2006 y 576/2006 que
establece los limites permitidos de OTA en distintos alimentos para alimentacion animal
(Tabla 4) y para el consumo humano (Tabla 5) (Moragas, 2007).

Las concentraciones maximas permitidas estan bien especificadas, para cereales y sus
derivados, uvas de cualquier tipo, vino en general, jugos y néctares, alimentos infantiles,
alimentos de uso médico, frutos secos, cacao, productos carnicos y especias.

En el caso de la cerveza, no existe normativa que regule los niveles de concentracion de
OTA (Bellver et al., 2014). Por lo general, se detectan pérdidas significativas de OTA en las
operaciones de malteado y elaboracion del mosto, por ello la mayoria de los paises
europeos consideran para la cerveza el limite establecido para cereales y derivados
reparando en que incluso deberia ser menor, puesto que en el proceso de elaboracion de
la cerveza se incluyen mlltiples etapas que reducen la concentracion de OTA en el
producto final (Prado et al, 2003). Es por ello que paises como Alemania y Bélgica
determinan como reglamentacion para la cerveza el limite de OTA establecido para vinos,
gue es menor al de cereales y derivados (Gottschalk et al., 2017).

En la reglamentacion de la CE la carne y otros tejidos comestibles, se encuentran
englobados como productos carnicos, sin embargo la misma Comisién permite que cada
pais establezca los limites de OTA que considere prudentes para productos de origen
animal especificos, tal es el caso de ltalia y Dinamarca que cuentan con reglamentacion
propia para concentraciones de OTA en carne y organos de cerdos incluida sangre
(Battacone et al., 2010) . Los productos alimenticios para consumo humano realizados a
partir de sangre de cerdos o aves pueden suponer un problema de salud ya que la
concentracion de OTA tiene de a ser alta debido a la unién de la OTA con las proteinas
plasméticas (Hans et al., 2007).

Finalmente, en el caso de los huevos no hay ningun tipo de legislacion para residuos de
OTA pues la tasa de transferencia es muy baja; asi mismo, para leche y derivados lacteos
ya que en rumiantes se destruye la mayoria de la OTA antes de ser absorbida, asi que el

paso a la leche es muy bajo (Hans et al., 2007).
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2.6.2.- Legislacién en la ingesta humana de OTA

Organismos Internacionales se han encargado de fijar los valores maximos de exposicion
a OTA en seres humanos con recomendaciones de Ingesta Diaria Tolerable (IDT)
expresada en nanogramos de OTA por kilogramos de peso de corporal al dia (ng/kg p.c./
dia)

The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food and Additives (JECFA) en 2007 establecio
una IDT de 17ng/kg p.c./dia (CODEX FAO/OMS 2007).

The European Food Safety Authority (EFSA) en 2006 establecié un IDT de 14 ng/kg
p.c./dia para poblaciéon en general, puntualizando que el caso de nifios menores de 12
afios la IDT no debe ser mayor a: 5 ng/kg p.c./dia (Moragas, 2007).

Posteriormente el Scientific Committee for Food de la Union Europea (SCF, 2007)
establecio una IDT de: 5 ng/kg p. c./dia.

El Consejo Nordico de Ministros propuso una Ingesta Provisional Diaria Tolerable (IPDT)
de: 5 ng/kg p.c./dia, similar a la IPDT establecida en Canada (1,2 - 5,7 ng/kg p.c./dia).
También sugirié que en recién nacidos hasta el afio de edad, la ingesta diaria semanal sea:
maximo de 20ng/ kg p.c. /semana, es decir una IDT de: 2.8ng/kg p.c./dia (FAO/OMS 2015).
En México, aunque existen normas oficiales que reglamentan aflatoxinas en alimentos
(NOM 188-SSA1-2002), no se cuenta con limites maximos permitidos en alimentos ni con
valores de IDT a OTA .

Tabla 4. Los limites maximos de contenido de OTA en productos alimenticios para

alimentacién animal. Reglamento (CE) 576/2006.
PRODUCTO CONTENIDOS MAXIMOS

ppm (mg/kg)

Materias primas para piensos

Cereales y productos a base de cereales 0.25

Piensos complementarios y complementos
- para cerdos 0.05

- para aves de corral 0.10
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Tabla 5. Los limites maximos de contenido de OTA en productos alimenticios para

consumo humano. Reglamento (CE) 1881/2006 y posteriores modificaciones (105/2010 y

594/2012).
PRODUCTO CONTENIDOS MAXIMOS
ppb ( pg/kg)
Cereales en grano sin transformar (incluidos arroz y 5.00
alforfén)
Productos derivados de los cereales (incluidos productos 3.00

transformados a base de cereales y cereales de grano

destinado a consumo humano directo

Uvas pasas (corinto, sultanas y otras) 10.0

Café tostado en grano y molido 5.00

Café soluble (instantaneo) 10.0

Vino (tinto, blanco, rosado, espumoso) y otras bebidas a 2.00

base de vino y cocteles aromatizados de productos

vinicolas.

Jugo de uva y otras bebidas incluidas néctar y jugo 2.00

reconstituido.

Mosto de uva (incluido mosto reconstituido para consumo 2.00

humano directo)

Alimentos a base de cereales y alimentos infantiles 0.50

Alimentos dietéticos destinados a uso médico y alimentos 0.50

para lactantes

Café verde, frutos secos (excepto uvas pasas), cacao, 15.0

productos carnicos y especias (incluidas especias

desecadas)
Regaliz (ingrediente para infusiones) 20.0
Extracto de regaliz para uso en bebidas y confiteria 80.0
Gluten de trigo no destinado a la venta directa al 8.00
consumidor
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2.7.- DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE OTA

En la actualidad las técnicas analiticas para la determinacion y cuantificacion de OTA en
diferentes matrices buscan: facilitar la preparacion de la muestra, automatizar los
procedimientos y alcanzar una alta sensibilidad al analito (Huybrechts y Tangni, 2010 ). Es
por ello que han surgido técnicas novedosas como: la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) acoplada a la espectrometria de masas (MS), la HPLC acoplada a un
detector de fluorescencia, la técnica cualitativa y cuantitativa del ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) y la deteccion de metabolitos fangicos con
actividad toxica mediante bioensayos sobre Artemia salina (Dohnal et al., 2013).

La HPLC es el unico método certificado por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC) para determinacién y cuantificacion de micotoxinas (Dohnal et al., 2013), pero
tiene la desventaja de gque sus equipos Yy solventes son muy costosos ademas de requerir
personal altamente capacitado (Chung-Hsuan, 2008). Este hecho ha potenciado el
desarrollo y comercializacion de otros métodos de andlisis mas econémicos, como ELISA,
gue permiten su uso para fines de control y en aquellas situaciones en las se requiere
tomar decisiones rapidas (Pineda et al., 2012; Huybrechts y Tangni, 2010).

Por tanto, a la hora de seleccionar el método para el analisis de OTA, es necesario
considerar el propdésito del estudio, la matriz que se va analizar, el limite de deteccion

requerido, la experiencia, la infraestructura y el personal disponible (Shephard, 2008).

2.7.1.- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Esta es un de las técnicas mas ampliamente utilizadas en el andlisis de OTA. Entre las
ventajas mas importantes que presenta se encuentra la posibilidad de separar sustancias
termolabiles, no volatiles, polares y apolares con alta resoluciébn entre sustancias
guimicamente similares de manera rapiday reproducible (Abian et al., 2008).

Se distinguen dos tipos de HPLC: de fase normal y de fase reversa, en ambas la fase
estacionaria se soporta sobre particulas de silice o aluminio de 3,5 o 10 um. En fase
normal, la fase estacionaria es polar (grupos ciano, amino y diol) y la fase movil no polar
(hexano o iso-propileter). En la fase reversa, la fase estacionaria es no polar y la fase movil
polar (agua, metanol, o acetonitrilo). En fase normal, el componente menos polar es el que
eluye primero y en fase inversa el componente mas polar es el primero en eluir (Serrano,
2012).
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Los detectores del equipo de HPLC utlizados comunmente para OTA son: UV,

fluorescencia, arreglo de diodos y Tiempo de vuelo (Serrano, 2012; Pineda etal., 2012).

2.7.2.- Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas es una técnica analitica en la que los atomos o moléculas de
una muestra son ionizados, con mayor frecuencia positivamente, separados por su relacion
masal/carga (m/z) y posteriormente detectados y registrados (Solfrizzo etal., 2011) .

La importancia y proyeccion de la MS es debido a su potencial analitico. Las ventajas de
esta técnica se pueden resumir en los siguientes aspectos: proporciona una insuperable
especificidad en la determinacion del peso molecular debido a la posibilidad de medir
exactamente su masa molecular asi como obtener informacién a partir de los fragmentos
iénicos de un analito (Abian et al., 2008; Serrano, 2012).

Su sensibilidad es muy elevada y en teoria, la MS permite detectar una Unica molécula. Se
ha demostrado la deteccion de moléculas en cantidades de moles y femtomoles (Solfrizzo
et al., 2011). Es muy versétil, ya que permite determinar la estructura de compuestos muy
diversos. Es aplicable a los elementos y a todo tipo de muestras, volatiles, no volatiles,
polares y apolares, solidos, liquidos y gases (Hauschild et al., 2007). En combinacion con
otras técnicas de Ultima generacién (Cuadrupolos,Trampa lénica, en Tandem etc.) es la
mas calificada para analizar muestras complejas reales (Abian et al., 2008; Solfrizzo et al.,
2011) por ello es el método oficial de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists).
El analisis por espectrometria de masas se realiza en cuatro etapas basicas:

1. Introduccion de muestras: pueden ser introducidas directamente a la fuente de
iones del espectrometro en una sonda, o0 en el caso de mezclas, por un sistema
intermediario (Cromatégrafo de Gases, Cromatografo de Liquidos, Electroforesis
capilar, etc.).

2. lonizacion de la muestra, en la que se transforman los &tomos o moléculas en
especies idnicas en fase gaseosa, con la consiguiente pérdida de electrones o
protones.

3. Separacion y analisis de los iones moleculares y de los fragmentos cargados

producidos segun su relacion masa/carga (m/z).
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4. Finalmente, se obtiene el espectro de masas, en el que se presenta la abundancia
relativa de los iones y fragmentos separados respecto a la relacion m/z. (Serrano,
2012; Valcéarcel y Gomez-Hens, 2003).

lonizacion Andlisis Deteccion

| Sistema de

ionizacion '
=* Analizador | =—*| Detector

(Fuente de

iones) l
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Introduccion
de la muestra
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s m/z
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Figura 6. Esquema de un espectrometro de masas (Serrano 2012)

2.7.3.- Inmunoensayos ELISA

La técnica ELISA se utiliza cominmente en el analisis de micotoxinas y se basa en la
reaccion antigeno-anticuerpo; puede ser competitiva directa o indirecta (Shephard, 2008).
Ambas presentan sus ventajas e inconvenientes, pero la indirecta es mas econdémica y
generalmente mas es sensible (Carrefio et al., 2009).

Actualmente en el mercado existen kits de ELISA cuyas principales ventajas son los bajos
requerimientos de volumen de muestra, la rapidez, simplicidad, especificidad, sensibilidad
y portabilidad, permitiendo su uso en el campo para la deteccion de micotoxinas en
alimentos y piensos (Frank y Hargreaves, 2003).

Uno de los inconvenientes de ELISA, es el efecto matriz. compuestos similares pueden
interactuar con los anticuerpos, lo que provoca subestimaciones y sobreestimaciones de

las micotoxinas (Zhang et al., 2011).
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Figura 7: Tipos de ELISA (Protein Biology Resource Library)

2.8.- EVALUACION DE LA EXPOSICION HUMANA A OTA

Para conocer y evaluar la exposicion a la OTA existen los métodos convencionales, que
combinan datos de contaminacion en alimentos con datos de ingesta poblacionales; pero
ademas, se han propuesto otros métodos basados en matrices biolégicas para determinar
OTA en sangre y en orina cuyos resultados pueden relacionarse con los obtenidos por los
métodos comunes (Frank y Hargreaves, 2003; Scott, 2005).

Estos Ultimos tienen la ventaja de no verse afectados por el efecto de las diferentes
matrices alimentarias y de reducir la variabilidad entre individuos asociada a la absorcion
intestinal (Scott, 2005). Actualmente existe una controversia de qué matriz ofrece los
mejores resultados de exposicion humana a OTA, si los urinarios 0 las concentraciones
detectadas en sangre (Scott ,2005; Xiang et al., 2009; Huybrechts y Tangni, 2010).

Sin embargo cabe destacar que correlacionar el consumo de un sélo alimento con
concentraciones de OTA ya sea en sangre u orina es complejo debido a mdltiples factores
gque intervienen como la variedad de platillos que se consumen regularmente en la dieta y
la gran cantidad de alimentos susceptibles a contaminacion por OTA (Cramer et al., 2015;
Quintana et al., 2007; Dohnal et al., 2013).

Por lo anterior, sélo es posible hacer una estimacion de la exposicion a OTA y compararla

con la legislacion existente.
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Para realizar una estimacion de exposicion a OTA y poder compararla con la Ingesta Diaria
Tolerable (IDT) se debe calcular la Ingesta Diaria Continua (IDC) y expresarla en

nanogramos por kilogramo de peso corporal al dia (ng/kg p.c./dia) (Scott, 2005).

2.8.1.- Estimacion de Ingesta de OTA a partir de concentraciones conocidas en alimentos.

Para estimar la exposicion a OTA a partir de la ingesta es necesario contar con
determinacion de OTA en alimentos, de preferencia propios de la poblacién en estudio. En
caso de no disponer con datos de alimentos locales pueden usarse como referencia las
concentraciones determinadas en alimentos similares reportados en la bibliografia (Scott,
2005; Xiang et al., 2009; Huybrechts y Tangni, 2010). También se requiere de
herramientas dietéticas para conocer los patrones de consumo de la poblacién.

2.8.2.- Estimacion de Ingesta de OTA a partir de Matrices Biolégicas.

En el caso de la OTA, debido a su toxicodinamia las matrices biolégicas utilizadas para su
deteccion son: sangre (suero o plasma) y orina. Estas matrices funcionan como posibles
indicadores de riesgo o de enfermedad presente (Hodgson et al., 2009; Halbin et al., 2014).
En el caso de la OTA en sangre, se han reportado concentraciones desde no detectables
hasta excepcionalmente altas, como las encontradas en pacientes con BEN de hasta
1800ng/mL (Scott, 2005), igualmente en orina hay reportes de concentraciones de OTa
desde no detectables hasta mayores 300ng/mL. (Fazekas et al., 2005).

Sin embargo debido a los rangos tan amplios de concentraciones de OTA encontrados en
estudios con diversas poblaciones de distintos paises y con caracteristicas tan particulares
como edad, género, antecedentes patologicos personales e incluso realizados en
diferentes estaciones del afio; que no se ha podido establecer concentraciones normales
de OTA en sangre ni en orina (Aslam et al., 2005; Assaf et al., 2004; Scott 2005; Fazekas
et al., 2005).

Por lo mismo, sélo se puede estimar la exposicion en funcién de las matrices, y para ello la
mayoria de los estudios utilizan la ecuacion de Klassen (Scott, 2005; Motta, 2009; Pérez de
Obanos et al, 2001; Gilbert, 2001) que calcula IDC, utlizando en su férmula, la
concentracién plasméatica o en suero de OTA, la depuracién plasméatica o filtracion renal y
la biodisponibilidad (Assaf et al., 2004; Gilbert et al., 2001; Fazekas et al., 2005; Aslam et

al., 2005; Hassen et al., 2004) como se muestra a continuacion:
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Ko = CLP ;C‘s}
_ 099 (Cs)
Ko= — 05

Donde:
- KO:IDC de OTA (ng/kg p.c./dia).
- CLP: aclaramiento renal (ml/kgpc./dia) = 0.99 (constante para personas sanas con peso promedio

de 70kg)
. Cs: concentracion en suero de la OTA (ng/ml).

- A: biodisponibilidad de la OTA= 0,5 (constante de biodisponibilidad considerada al 50%)
- PC: peso corporal (kg)

3.- JUSTIFICACION
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La Ocratoxina A (OTA) es una micotoxina que puede estar presente en una gran variedad
de alimentos principalmente: cereales y derivados; mismos que tienen un alto impacto
nutricional y econémico a nivel mundial (Shephard, 2008); por ello conocer el grado de
contaminacion de estos productos, es primordial para poder asegurar su inocuidad.
Los efectos nocivos de la OTA, tanto a corto como a largo plazo, estan ampliamente
descritos en la literatura; y si bien, son inusuales las intoxicaciones agudas por OTA en
humanos, la toxicidad crénica representa el verdadero peligro, debido a que se almacena
en los tejidos ocasionando lesiones paulatinas a las células promoviendo procesos
mutagénicos y carcinogenicos; asi como dafios irreversibles a los 6rganos (rifiones,
higado) y al sistema inmune (Lopez de Cerain et al., 2000; Mantle et al., 2015; Ravelo et
al.,, 2011). Por lo anterior, la ingesta prolongada de OTA, aunque sea en pequeias
cantidades, representa una amenaza para la salud. Todos los resultados encontrados
sobre los efectos toxicos de la OTA ponen de manifiesto la necesidad de evaluar la
exposiciéon humana a dicha micotoxina.
En paises en vias de desarrollo donde el estado nutricio de su poblacion puede estar
comprometido, el consumo de alimentos vegetales o productos animales contaminados
con OTA fomenta el circulo pobreza-malnutricion-inmunosupresion-enfermedad, y si bien
muchas patologias son multifactoriales, la OTA puede ser un elemento determinante en el
desarrollo de alguna(s) de ellas. En nuestro pais, a pesar de que se cuenta con estudios
gue confirman la presencia de OTA en algunos productos alimenticios (Reyes-Velazquez
et al., 2008; Robledo et al., 2001; Sierra, 2004; Espinosa et al., 2002; Flores et al., 2006;
Martinez et al., 2013; Castillo y Robinson, 2016), la legislacion no fija limites de
concentracion en alimentos ni valores de ingesta diaria tolerable para OTA. Tampoco
existen estudios de exposicién humana a OTA, de manera que se desconoce el impacto de
la misma en la salud de la poblacidén. Sin embargo se puede inferir que debido a que la
dieta mexicana se conforma, aproximadamente, por un 64% de cereales (ENSANUT 2012)
y como se sabe, es un grupo de alimentos susceptible a contaminacion por OTA, es muy
probable que efectivamente estemos expuestos a ella.
La finalidad de esta estudio es estimar la exposicion a OTA a través de indicadores
dietéticos y concentraciones en suero sanguineo, como un primer diagnéstico poblacional
en México.

4.- HIPOTESIS:
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Al menos el 60% de las pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer de Michoacan,
presentan concentraciones detectables de OTA en suero Y la Ingesta Diaria Continua de la
poblacion rebasa el limite establecido de Ingesta Diaria Tolerable.

5.- OBJETIVOS:
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5.1.- OBJETIVO GENERAL
Estimar la exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes ambulatorios del
Hospital de la Mujer de Michoacan, mediante el analisis de indicadores dietéticos y de

concentraciones de OTA en suero sanguineo.

5.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de OTA en suero mediante técnicas de deteccion y
cuantificacion de la toxina.

2. Analizar mediante indicadores dietéticos, la posible ingesta de OTA por medio del
analisis de los patrones de consumo alimentario de la poblacién.

3. Estimar la Ingesta Diaria Continua (IDC) de OTA en la poblacién de pacientes
ambulatorias del Hospital de la Mujer y compararla con la Ingesta Diaria Tolerable
(IDT) que establecen los Organismos Internacionales (EFSA, FAO/OMS y SCF).

6.- MATERIAL Y METODOS:
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6.1.- DISENO DE ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo y transversal.

6.2.- POBLACION EN ESTUDIO

Pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer de Michoacan.

6.3.- CRITERIOS DE SELECCION

6.3.1.- Inclusiéon

Mujeres mayores de edad entre 18 y 60 afios de edad que acudian al laboratorio
para toma de muestra sanguinea y que desearon participar:

Contestando un Cuestionario de Antecedentes Médicos.

Contestando un Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos.
Permitiendo que se les tomaran medidas antropométricas: peso y talla.

Permitiendo que se les extrajeran 5ml extras de muestra sanguinea.

6.3.2.- Exclusion

Mujeres embarazadas, mujeres que fueran a ser ingresadas a hospitalizacion.
Pacientes ambulatorias que no contaran con orden de laboratorio para toma de

muestra sanguinea.

6.3.3.- Eliminacion

Mujeres que no contestaron correctamente el Cuestionario de Antecedentes
Médicos y/o el Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos
Pacientes que posterior al analisis de la primera toma de muestra sanguinea

resultaron con diagndstico de embarazo.

6.4.- CALCULO DE MUESTRA
Debido a que en el estado de Michoacan no existen datos sobre la incidencia ni
prevalencia de exposicién humana a OTA; el tamafio de la muestra se calculé de acuerdo

a las estadisticas reportadas en la literatura internacional en relacién a la exposicion
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humana a OTA, considerando para el calculo de la muestra la prevalencia mas baja
encontrada.
Los datos encontrados en la literatura de la prevalencia mas alta y la més baja fueron los

siguientes:
Tabla 6. Estudios con mayor y menor prevalencia de OTA en sangre.

Estudio Prevalencia (%) ‘ Referencia

Determinacién de OTA en 95 Quintana et al. 2007.
plasma humano y en café de
Costa Rica por un método de

ELISA

Biomarkers of human exposure 60 Scott, 2005.

to ochratoxin A

Se utiliz6 la formula para poblacion finita:

Nz'pg
N =11+ z2ipq

i

Dénde:
n= Tamafio de muestra
p= Prevalencia mas baja de OTA en plasma encontrada en la literatura. p=60
g=1-p
z= Valor critico de la distribucion normal estandarizada. Se utilizard un nivel de confianza del 95%.
z=1.96
d= Precision o error maximo permisible. Error tipo 1. d= 0.05.
N: Poblacién de mujeres que sean pacientes ambulatorias que acuden a toma de muestra

sanguinea de primera vez al Laboratorio del Hospital de la Mujer al mes.

Al sustituir dichos valores en la formula anterior, se obtiene lo siguiente:

___(\(esy((s0)(1 - 50))
T 005'(N— 1) + ((1.96) (60){1 — 60))

n= 1299
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Para evitar pérdida de muestras por criterios de eliminacion se aumentd un 10%,

resultando una n= de 143 que se redondeo a n= 150.

6.5.- TIPO DE MUESTREO

Se realiz6 un tipo de muestreo no probabilistico, de conveniencia. Se seleccionaron directa
e intencionalmente a las mujeres (que cumplian con los criterios de seleccion) a las que se
tuvo facil acceso y que contaban con disponibilidad de tiempo. Esto debido a que se
desconocia el numero de mujeres que llegarian a su cita en el laboratorio.

El muestreo se llevd a cabo por personal capacitado previamente. Fueron dos pasantes de
la Licenciatura en Nutricibn de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
quienes apoyaron en la seleccién de las participantes y en la aplicacion de los
instrumentos de medicion. Se elabor6 un manual de procedimientos para la
estandarizacion de procesos.

La toma de muestra sanguinea la realizaron los Quimicos-famacobibélogos del turno

matutino del Laboratorio.

6.6.- CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se definié de minimo riesgo, ya que no se puso en peligro la integridad
de las personas que participaron en él.

Se apegd a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 que
estable los criterios de para la ejecucién de proyectos de investigacion para la salud en
seres humanos y en “Los principios éticos para la investigacion médica en seres humanos”
de la Declaracion de Helsinki.

El proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital de la
Mujer de Michoacan (ANEXO 1), y se cuenta con una Carta Consentimiento Informado
(ANEXO 2) firmada por todas las participantes previo a la toma de muestra sanguinea y a

la aplicacion de los instrumentos de medicién.
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6.7.- VARIABLES

Variables

Operacionalizacién de

variables

Tabla 7. Descripcién de las variables de estudio.

Tipo de

variable

2017

Escala de medicién

Variables
bioguimicas
1. Concentracion de
OTA en plasma

sanguineo

Concentracion total OTA
determinada por método de
ELISA

Dependiente

Cuantitativa
(ng/L)

Variables dietéticas

Cuestionario de Frecuencia

Independiente

Cuantitativa (%, gr)

2. Ingesta de de Consumo de Alimentos Cualitativa
alimentos (CFCA) del Instituto (adecuada,
Nacional de Salud Publica equilibrada, variada,
completa)
Variables

antropométricas

3. Peso

4. Talla

5. indice de masa

corporal (IMC)

Manual de procedimiento
para proyectos de nutricion
del Instituto Nacional de
Salud Publica

Manual de procedimiento
para proyectos de nutricion
del Instituto Nacional de
Salud Publica

Clasificacion de la
Organizacion Mundial de la
salud para IMC

Independiente

Independiente

Independiente

Cuantitativa (kg)

Cuantitativa (m)

Cuantitativa (kg/m?)
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6.8.- INSTRUMENTOS DE MEDICION

6.8.1.- Cuestionario de Antecedentes Médicos

Para conocer datos demograficos e informacion sobre su estado general de salud, se
utilizo el Cuestionario de Antecedentes Médicos, (basado en el Cuestionario de
Antecedentes Médicos del Hospital General de México con modificaciones de acuerdo al
interés del presente estudio) (ANEXO 3), en el que se recabd: 1) informacion general:
nombre, edad, lugar de origen, domicilio y nimero telefénico moévil o fijo, 2) nimero de
registro, 3) peso Yy talla, asi como el IMC, 4) Antecedentes Patoldégicos Personales, 5)

Antecedentes Heredo-familiares.

6.8.2.- Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA)

Para conocer los patrones de consumo de alimentos y estimar la ingesta diaria continua de
OTA, se utilizd el Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA) del
Instituto Nacional de Salud Publica y el software SNUT version 3.0 (Sistema de Evaluacién
de Habitos Nutricionales y Consumo de Nutrimentos), creados y utilizados en mujeres
mexicanas (ANEXO 4). Dichas herramientas evallan la cantidad y calidad de la dieta.

El cuestionario consta de 12 secciones, en donde se interroga la frecuencia de consumo
de alimentos durante el dltimo afio, de un total de 104 alimentos. Dichas secciones son las
siguientes: 1) Productos lacteos, 2) Frutas, 3) Huevo, carnes y embutidos, 4) Verduras,
5) Leguminosas, 6) Cereales, 7) Golosinas, 8) Bebidas, 9) Aceites, 10) Antojitos, 11) Otros

alimentos, 12) Azlcares, sal y suplementos nutricionales.

6.8.3.- Antropometria:

Se tomaron las medidas antropométricas de peso corporal y talla segun las técnicas
descritas en el Manual de procedimientos para proyectos de nutricion del Instituto Nacional
de Salud Publica (Villalpando y Rivera, 2007). Las técnicas se citan a continuacion.
Condiciones necesarias para la toma de medidas antropométricas:

La exploracion se realizard en una estancia suficientemente amplia y a una

temperatura confortable.

El material deberd ser el mismo cada vez y debera encontrarse calibrado y

comprobada su exactitud antes de iniciar la toma de las medidas.
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La exploracion se iniciara marcando los puntos anatdmicos y las referencias
antropometricas necesarias para el estudio.

Las medidas se tomaran siguiendo un orden practico y comodo para el estudiado.
Las mediciones deberan llevarse a cabo por el mismo evaluador previamente

estandarizado.

1) Peso corporal:

Definicion: En sentido estricto, deberia usarse el término de masa corporal en lugar
de peso corporal. La masa corporal es un concepto que se emplea para designar la
cantidad de materia presente en un cuerpo humano.

Instrumental: Bascula o balanza para pesar personas. La medida del peso corporal
se expresa en kilogramos (kg.), con una precision de 0. 1 kg.

Técnica: El sujeto se sitla de pie en el centro de la plataforma de la bascula
distribuyendo el peso por igual en ambas piernas, sin que el cuerpo este en
contacto con nada que haya alrededor y con los brazos colgando libremente a
ambos lados del cuerpo. La medida se realiza sin zapatos ni adornos personales y

por duplicado.

2) Estatura:

Definicion: La estatura se define como la distancia que existe entre el vértex y el
plano de sustentacion. También se le denomina como talla en bipedestacion o talla
de pie, o simplemente como talla.

Instrumental: Estadimetro. La medida de la estatura se expresa en centimetros
(cm), con una precisién de 1 mm.

Técnica: El sujeto se coloca de pie, completamente estirado, con los talones juntos
y apoyados en el tope posterior y de forma que el borde interno de los pies formen
un angulo de aproximadamente 60 grados. Las nalgas y la parte alta de la espalda
contactan con la tabla vertical del estadiometro. El antropometrista coloca la cabeza
del estudiado en el plano de Frankfort y realiza una traccion de la cabeza a nivel de
los procesos mastoides, para facilitar la extension completa de la columna
vertebral. Se indica al sujeto que realice una inspiracion profunda sin levantar la
planta de los pies y manteniendo la posicibn de la cabeza. Se desciende

lentamente la plataforma horizontal del estadidmetro hasta contactar con la cabeza
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del estudiado, ejerciendo una suave presion para minimizar el efecto del pelo. En
esta medida el sujeto debera estar descalzo. Se realizara por duplicado.

3) IMC (indice de masa corporal):
Definicion: es una medida de asociacion entre la masa y la talla de un individuo
ideada por el estadistico belga Adolphe Quetelet, por lo que también se conoce
como indice de Quetelet.

Se calcula segun la expresién matematica:

IMC = Talla m?

En el caso de los adultos se ha utilizado como un recurso para evaluar su estado

nutricional, de acuerdo con los valores propuestos por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS 1997).

Tabla 8. Clasificacion de IMC acuerdo ala OMS (1997).

IMC kg/m* ‘ Clasificacion
<18.5 Desnutricion
18.5-24.9 Normal
25.0-29.9 Sobrepeso
30.0-34.9 obesidad |
35.0-39.9 obesidad Il
>39.9 obesidad Il

6.9.- PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

6.9.1.- Etapa de muestreo

Esta etapa abarco un total de 3 meses de mayo a julio de 2016. Se invitd a las mujeres,
pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer que acudian a su cita de laboratorio para
toma de muestra sanguinea y que no estaban embarazadas. Si accedian a participar

debian firmar la Carta de Consentimiento Informado. En la Figura 8. se muestra un

diagrama de flujo se esta etapa.
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. Una vez que firmaron la Carta de Consentimiento informado, se procedié a la
aplicacion de las herramientas de medicion:

1) Cuestionario de Antecedentes Médicos: 3 minutos aproximadamente
2) CFCA: 20 minutos aproximadamente

. Cuando llegé el turno de la participante de ingresar al cubiculo donde se toma la
muestra sanguinea se solicitdé al quimicofarmacobiologo que le extrajera 2.5 ml de
sangre venosa con material nuevo estéril descartable y se reservd la muestra en
tubos BD Vacutainer ® para separar suero.

. Los tubos con la muestra sanguinea se almacenaron en una hielera con Gel
Packs® (bolsas plasticas llenas de gel refrigerante) para mantenerlas a una
temperatura fresca sin llegar a congelacion y posteriormente fueron transportadas
al Laboratorio de Desarrollo Analitico de la Facultad de Medicina de la UMSNH en
un plazo no mayor a 4 horas.

- Una vez que se tomd la muestra sanguinea a la participante se le solicité pasar a
un espacio acondicionado con una bascula mecanica con estadimetro marca
Nuevo Le6n® con capacidad de 160 kg y longitud de 2 m. con precision de 100g y
cinco mm. respectivamente, para la toma de medidas antropométricas con las
técnicas anteriormente descritas:

1) Peso: 30 segundos aproximadamente.
2) Talla: 30 segundos aproximadamente.

. Por Ultimo se le entregd un triptico disefiado de manera practica y de facil

entendimiento, con la informacion del proyecto resumida y con los datos del

contacto para que la participante solicitara mayor informacion, si asi lo deseaba.

6.9.2.- Tratamiento de la muestra sanguinea

. Esta etapa se realiz6 en el laboratorio de Desarrollo Analitico de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, donde se separ6 el suero de las muestras
por medio de centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

. De cada muestra sanguinea se obtuvieron alrededor de 1mL de suero; el cual se
separaron dos alicuotas de 500pl y se colocaron en tubos Eppendorf® etiquetados
con fecha y numero de registro de cada paciente para llevarse a almacenar en un

ultracongelador a -25°C donde permanecieron hasta su analisis.
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Hospital de la Mujer
Reclutamiento

5e aborda a la paciente mientras hace fila, se le explica brevemente la importancia del
proyecto y se le invita a participar.

Contesta “5i" | Contesta “Mo” = 5e le agradece su tiempo

Contesta “No™

Firma de la carta de 5e explican los motivos de no
consentimiento informado sercandidata

iid Se proporciona triptico con informacian del
= N Meditas proyecto y datos de contacto para posterior
antropometricas o

Sea[iﬁnlus‘crlll:r.‘huﬁmsl » = J— >

L J

Figura 8. Diagrama de flujo para el muestreo de las mujeres.

6.9.3.- Andlisis de las muestras

1) Determinacion de OTA por método de ELISA: se utilizd el Kit comercial: Quantitative
Assay for OTA in Human and Animal Serum and Milk Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) 96-wellkit (Helica Biosystems, Inc., Santa Ana, CA) conservado a
temperatura de refrigeracion (2- 4°C) hasta su uso.
Los procedimientos se llevaron a cabo para cada muestra siguiendo las instrucciones del
fabricante descritas a continuacion:
- Preparacion de la muestra: de una alicuota de 500l de suero se separaron 250yl y
se adicionaron 750ul de metanol, se mezcl6 vigorosamente y se dejo reposar por

5min. a temperatura ambiente. Se separé el sobrenadante para su analisis.
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Método de ELISA: los viales cuentan con diluciones en serie conocidas de OTA en
70% de metanol que sirve como estandares de calibracion (Tabla 9).

Todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente 30min antes de usarse.

Se reconstituyd el paquete PBS-Tween agregando el contenido en polvo a un litro
de agua destilada.

Se colocaron en cada pocillo de mezclado 200ul de diluyente. Se adicioné 100ul de
cada estandar y muestra preparada. Mezclar pipeteando al menos 3 veces.

Se transfirieron 100ul de cada pocillo de mezclado a su correspondiente pocillo de
la placa sensibilizada con anticuerpos para OTA y se dej6 incubar por 30min a
temperatura ambiente.

Se removio el liquido de los pocillos y se lavé 3 veces con 200ul de solucion de
lavado PBS-Tween.

Se agregaron 100 ul de conjugado enzimatico a cada pocillo. Se mezclé e incubd
por 30min. a temperatura ambiente.

Se removio el liquido de los pocillos y se lavé 3 veces con 200ul de solucion de
lavado PBS-Tween.

Se agregaron 100 pl de cromégeno a cada pocillo, se mezcldé e incubd por 10
minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Se agregaron 100 ul de solucién de paro, en la misma secuencia que se siguié con
el reactivo anterior.

Se midio la densidad oOptica (DO) en unidades de absorbancia de cada pocillo
utilizando un espectrofotdmetro UV/Vis & Vis instrumentation Thermo Fisher
Scientific® con un filtro de 450 nm.

Se construyd una curva dosis-respuesta de las DO contra la concentracion de OTA
conocida a partir de los estandares.

Se calcularon las concentraciones en suero (ng / mL) por interpolacion de la
ecuacion de la recta.

El ensayo se realizé por duplicado.
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Tabla 9. Valores de OTA en estandares y en suero* (Helica: Quantitative Assay for OTA in

Human and Animal Serum and Milk Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Estandar (viales) ng/mL Muestra (suero) ng/mL
0.0 0.0
0.02 0.08
0.05 0.20
0.10 0.40
0.20 0.80
0.40 1.60

*La muestra se diluye 1:4 con los solventes de extraccion de OTA, por lo
gue las concentraciones en las muestras seran 4 veces mayores.

2) Determinacion de OTA por método de HPLC MS: estos procedimientos, exceptuando

la extraccion de OTA, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Cromatografia y
Espectrofotometria de masas (CROM-MASS) de la Universidad Industrial de Santander,
Bucaramanga, Colombia. Por disposicion de la institucién no fue posible realizar el analisis
del total de las muestras por lo que hubo que seleccionar aleatoriamente 50 muestras
previamente analizadas por método de ELISA.

Extraccion de OTA: se siguio el método descrito por (Bauer y Gareis, 1987) para

cada muestra.

A una alicuota de 500ul de suero se le agregaron 2.5 mL de HCl a 1N y 4 mL de

diclorometano.

Se agito por 5 minutos y luego se centrifugé a 3500 rpm por 15 minutos.

Se elimind la capa superior y se filtrd; se tomaron 3.0 mL y se les agreg6 3.0 ml de

NaHCO3; a 0.13 M a pH 8.1. Se agit6 por 5 minutos.

Se centrifugd 5 minutos a 3500 rpm y se descartd la parte superior del

sobrenadante.

Se repitié el dltimo paso y se agreg6 1.0 ml de HCl a 1N y 3.0 ml de diclorometano.

Se agito por 10 minutos.

Se centrifugd 5 min. a 3500 rpm y se retird el sobrenadante.
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Método HPLC MS: para las determinaciones por este método, se utilizO un patrén

de OTA con las siguientes caracteristicas: (Tabla 10)

Tabla 10. Caracteristicas del Patron de OTA

Se preparé una solucion madre bajo las siguientes condiciones:

Volumen preparado 2,0
(mL)
Salvente MeOH
Metabolito Marca Peso, mg Pureza Concentracion
Hg/mL
Ocratoxina A Sigma- 0,482 98% 236
Aldrich

Las muestras se analizaron en un cromatégrafo de liquido de alta eficiencia, HPLC
1200 Series® (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con una
unidad de desgasificacion de disolvente al vacio (G1379B), una bomba binaria de
gradiente (G1312A), un inyector automatico de muestras (G1367B) y una unidad
termostada para la columna (G1316A).

La separacién cromatografica se llevd a cabo con una columna C18 Kinetex®
(Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.; 100 x 4,6 mm d.i,, 2.6 [!m de tamafio de
particula) a 40 °C.

La fase movil fue una solucion acuosa al 0.2% de acido férmico (A) y acetonitrilo y
acido férmico al 0.2% (B). La condicién inicial de gradiente fue de 95% de A y 5%
de B cambiando linealmente hasta 10% de B en 3 min, luego 20% de B en 5 min. y
80% de B en 10 min. se mantuvo durante 5 min, cambi6é a 100% de B en 5 min. y
se mantuvo durante 5 min. el retorno a las condiciones iniciales se hizo en 15 min,;
el tiempo total de la corrida fue de 40 min.

El flujo fue de 0.2 mL/min y el volumen de inyeccién fue de 20 L. EIl cromatdgrafo
liguido se conectdé a un espectrometro de masas de trampa de iones Orbitrap®
(Series; AT, Palo Alto, CA, EE.UU.) a través de una interface de electronebulizacién
(ESI) en modo positivo. Se us6 nitrdgeno como gas secante (350°C, 7 L/min) y gas
nebulizador (40 psi). El voltaje del capilar fue de 4000 V, fragmentador 100 y 200 V,
skimmer 65 V y el voltaje del octopolo 1 fue de 250 V.
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. Los espectros de masas se adquirieron en el rango de m/z 100 a 950 con una
velocidad de adquisicion de 2 espectros/s.

. Se realizd la correccion de la masa en tiempo real utilizando una solucién que
incluye purina (CsHsN4 a m/z 121,05087) y hexaquis (1H, 1H, 3H-
tetrafluoropentoxi)-fosfazeno (Ci1gH180sN3P3F24 a m/z 922,00980).

. La identificacion de los compuestos se confirmd usando el modo del cromatograma
de iones extraidos (EIC) y medicion de masas exactas.

. Se construyd una curva dosis-respuesta de las areas bajo la curva contra la
concentracion de OTA conocida a partir del patron.

. Se calcularon las concentraciones en suero (ng / mL) por interpolacion de la
ecuacion de la recta.

El ensayo se realizé por duplicado.
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7.- ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y pruebas estadisticas no
paramétricas, que se muestran enla Tabla 11.

Para determinar la normalidad de los datos, se aplico la prueba de normalidad de

Kolmogorov-Smirnov. Se trabajé con un nivel de significancia de (5%.

Tabla 11. Pruebas no paramétricas utilizadas

Prueba Descripcion

Kruskal Wallis Para diferencias entre variables: edad y patologias
Test de Wilcoxon Para diferencias de rango medio entre métodos
U- Mann Whitney Para diferencias entre grupos: por consumo de alimentos
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8.- RESULTADOS

8.1.- RETENCION DE LA MUESTRA

Se evaluaron 161 mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion, y que firmaron
carta de consentimiento informado, sin embargo, el 5% (n=8) tuvieron que ser excluidas del
estudio ya que a pesar de haber aceptado participar, no se concluyé la aplicacion del
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA) (n=2), 6 no se logré obtener
la muestra sanguinea (n=6).

El estudio se concluyd con el 95% (n=153) de mujeres que completaron satisfactoriamente
los dos cuestionarios, la toma de muestra sanguinea y la toma de medidas

antropométricas.

8.2.- CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

La edad promedio fue 34.4+21 afios de edad con un rango de R= 42 afios. La edad minima
fue 18 afios y la maxima 60 afios.

En cuanto al lugar de origen el 81.6% (n=125) es originario del estado de Michoacan,
México, el 16.9% (n=26) es originario de otros estados del pais, y solo un 1.3% (n=2) es de
origen extranjero. Cabe destacar que del total de la muestra un 34.6% (n=53) reportd ser
originario de la ciudad Morelia, Michoacan (Tabla 12).

Referente a los antecedentes Patol6gicos Personales el 45.0% (n=69) se encontraban
clinicamente sanas y el 54.9% (n=84) cursaban con alguna(s) patologia, descritas en la
Tabla 13. Es importante mencionar que el térmico “clinicamente sana” se refiere a que
durante la aplicacion del cuestionario de Antecedentes Médicos respondieron
negativamente a las patologias mencionadas; sin embargo, no se descarta el hecho de
gue presentaran procesos bioquimicos patoldogicos sin diagnostico médico preciso en el
momento del muestreo. Dado el tipo de estudio, no se les dio seguimiento. Cabe
puntualizar que el apartado de “cirugias” del mismo cuestionario no se consider6 como
patologia.

Respecto a los antecedentes Heredo-familiares, destacan las siguientes cinco patologias
en la poblacion: Primer lugar: Diabetes tipo Il (64.1%), segundo lugar: Cancer (28.3%),
Tercer lugar: Hipertension arterial (26.7%), cuarto lugar: Obesidad (15.8%) y quinto lugar:

Insuficiencia renal (8.6%).
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Tabla 12. Lugar de origen de las participantes
Ciudad, municipio, localidad Estado Pais Numero de mujeres
Aporo Michoacan México 1
Ario de Rosales Michoacan México 2
Atecuaro Michoacan México 1
Bejucal de Ocampo Chiapas México 1
Ciudad Hidalgo Michoacan México 2
Charo Michoacan México 1
Cheran Michoacan México 1
Chucandiro Michoacan México 1
Churumuco Michoacan México 1
Ciudad de México Cd. de México México 6
Coalcomén Michoacan México 1
Monteria Cordoba Colombia 1
Cuitzeo Michoacan México 3
Cuto de la Esperanza Michoacan México 1
Dolores Hidalgo Guanajuato México 1
El paso Texas EUA 1
Eduardo Otero Cervantes Colima México 1
Epitacio Huerta Michoacan México 1
Erongaricuaro Michoacan México 1
Gabriel Zamora Michoacan México 1
Guadalajara Jalisco México 2
Indaparapeo Michoacan México 1
Irapuato Guanajuato México 2
Jalpa de Méndez Tabasco México 1
Jiquilpan Jalisco México 1
La Huacana Michoacan México 1
Lagunillas Michoacan México 2
La Unién Guerrero México 1
Lazaro Cardenas Michoacan México 5
Ledn Guanajuato México 1
Los Reyes Michoacan México 2
Maravatio Michoacan México 1
Mazatlan Sinaloa México 1
Morelia Michoacan México 53
Pastor Ortiz Michoacan México 1
Patzcuaro Michoacan México 6
Pénjamo Guanajuato México 1
Quiroga Michoacan México 9
San Pedro de los Metates Edo. de México México 1
Senguio Michoacan México 1
Tacambaro Michoacén México 3
Tepalcatepec Michoacén México 1
Tinguindin Michoacan México 2
Tiripetio Michoacan México 1
Tlanepantla Edo. de México México 1
Toluca Edo. de México México 4
Tuzantla Michoacan México 1
Uruapan Michoacan México 7
Zacapu Michoacan México 4
Zamora Michoacan México 3
Zihuatanejo Guerrero México 1
Zinapécuaro Michoacan México 3
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Tabla 13. Antecedentes Patol6gicos Personales

Afeccion n* % **
Accidente cerebrovascular 0 0
Artritis 1 11
Asma 1 11
Cancer 1 1.1
Cardiopatias 2 2.3
Diabetes tipo Il 18 214
Enfermedad Autoinmune 1 1.1
Enfermedad de transmision sexual 0 0
Enfermedad de vias respiratorias 17 20.2
Enfermedad gastrointestinal 6 7.1
Insuficiencia renal 3 35
Osteoporosis 5 59
Hipertension 14 16.6
Hipertiroidismo 2 2.3
Hipotiroidismo 4 4.7
Hepatopatias 2 2.3

*ndmero de personas
** porcentaje en relacion a n=84 (total de participantes que cursaban con
alguna(s) patologia.

En relaciéon a los Indicadores antropomeétricos: de acuerdo al IMC, el 37.3% de la poblacion
tiene sobrepeso, seguido de un 26.8% que posee un IMC adecuado y continda un 18.3%
gque presenta Obesidad tipo | como se muestra en la Tabla 14.

El peso promedio fue de 67.5 kg y la talla promedio de 1.59m, por lo tanto el indice de

masa corporal promedio fue de 26.6 kg/m2, lo que sitta a nuestra poblacion con
sobrepeso, de acuerdo a la clasificacion de la OMS (Tabla 7).

8.3.- INDICADORES DIETETICOS

Los datos arrojados por el Cuestionario de Frecuencia de Alimentos (CFCA) se analizaron

por el programa de computo del Instituto Nacional de Salud Publica SNUT ®.
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El consumo promedio de energia fue de: 1724 kilocalorias al dia (Kcal/dia), con una
distribucién de macronutrimentos como se muestra en la Figura 9, donde se destaca el

consumo de Hidratos de Carbono (HC) como el sustrato de mayor aporte caldrico en la
dieta con un 68%, lo que corresponde a 1172 Kcal/dia igual a 293 g/dia.

Tabla 14. Diagnostico de IMC de la poblacién

Diagndstico IMC {OMS 1997) n* Ya**
Desnutricion (bajo peso) 15 9.8
Adecuado 41 26.8
Sobrepeso 57 37.3.
Cbesidad | 28 18.3
OCbesidad || 7 4.6
Obesidad 1l {(mérbida) 5 3.2

*numero de parsonas
** Pargentaje en relacién a n=153 ({total de muestra;

Hyc
B proteinas

B Grasas

Figura 9. Distribucion de consumo de macronutrimentos

En la Figura 10, podemos observar como fue la distribucion de los macronutrimentos por
grupos de alimentos, siendo el grupo de los cereales el de mayor aporte de HC con un

62%, el resto de los HC provenian de grupos de alimentos como las frutas y los lacteos.
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Figura 10. Distribucién de macronutrimentos por grupo de alimentos

El cereal de mayor consumo es el maiz, siendo la tortilla la principal fuente de éste. Las
mujeres consumen en promedio 5.5 tortillas al dia (aproximadamente 165g); sin embargo,
hubo mujeres que reportaron consumir hasta 500g de tortillas en un dia lo equivalente a 17
piezas. El segundo cereal de consumo fue el trigo, seguido por el arroz.

Respecto al consumo de vitaminas y minerales; en la mayoria de las vitaminas del
complejo B y de los minerales, se cumplié con la ingesta diaria recomendada (IDR) para
poblacion mexicana por la NOM051-SCFISSA1-2010 (Tabla 15); sin embargo, el consumo
de vitamina C se encontrd casi a la mitad (35mg/dia) de la IDR que es de 60mg/dia, esto
debido al bajo consumo de frutas y verduras que se registréo con un promedio de 1 porcién
de fruta al dia y 2.5 porciones de verdura/dia.

Otro aspecto relevante fue el bajo aporte de la dieta de acidos grasos esenciales
poliinsaturados (AGPIs) omega 3 y omega 6, ya que en ninguno se cumplié con la Ingesta
de Referencia para la Poblaciéon (IRP) recomendada por la EFSA-Q-2009-00548 y por el
Comité Cientffico de la Alimentacion Humana (SCF, Scientific Committee on Food)
Europeo, que sugieren un consumo aproximado de 5g de omega-6/dia + 1g de omega-

3/dia para mujeres y el consumo promedio fue de 1.56g/dia y 0.3g/dia respectivamente
como se muestra en la Tabla 16.
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Tabla 15. Ingesta de vitaminas y minerales en la poblacién

Nutrimento (unldades) Medla Intervalo | Rango | IDR
Vitamina A (retinol) LI 502 91-1034 043 800
Vitamina B1 (tiamina) mg 1.4 0.2-4.8 4.6 1.2
Vitamina B2 (riboflavina) mg 17 0.3-7.5 7.2 1.2
Vitamina B3 (nia¢ina) my 18 4-38 34 14
Vitamina BS (ac. pantoténico) mg 11 4-25 21 5
Vitamina BB (pirdoxina) mg 17 0.1-6.6 6.5 1.3
Vitamina B7 (biotina) g 29.3 4-49 45 30
Vitamina B9 (ac. folico) pg 506 59-761 702 400
Vitamina B12 {¢ianocobalamina) ug 3.8 0.3-8.7 6.4 2.4
Vitamina C (ac. ascorbico) mg 35 15-108 93 B0
Vitamina D (calciferol) UI 324 71-1029 958 200
Vitamina E {a-tecoferol) mg 6.2 0.5-22 21.5 8
Vitamina K pg 72 3-180 177 BS
Calcio mg 1231 200-2519 | 2319 | 1000
Fasfore mg 902 104-9651 857 700
Hierro mg 16 1-63 B2 15
Magnesio mg 493 45-894 849 320

* IDR: ingesta diaria recomendada para peblackin mexicana en general {unidades al dia).
NOMG51-SCFI/SSA1-2010

Tabla 16. Ingesta de AGPIs en la poblacion

Nutrimento (unidades) Media Intervalo | Rango IRP
Omega 3 (g/dia) 0.38 0-1.42 1.42 1 g/dia

DHA (ac. decosahexandico) +

EPA (4c. eicosapentandico) +
ALA (ac.a-linolénico)

Omega 6 (g/dia) 1.56 0-16.18 16.18 5 g/dia
LA (acido linoléico) + ARA (ac.

araquidoénico)

* IRP: ingesta de referencia para la poblacion recomendada por la EFSA y el SCF.

En relacién al consumo de café y bebidas alcohdlicas, el 37.3% de las mujeres consumen
cerveza con un promedio de 1.8 botellas por semana y solo el 2% consumen vino de mesa
con un promedio de 0.7 copas por semana. En cuanto al café mas de la mitad de la

poblacidn, el 52.6%, lo consumen con un promedio de 0.5 tazas al dia.
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En cuanto al consumo de sal y azucar, los promedios consumidos fueron: sal: 2000mg/dia,
gue se encuentra dentro del requerimiento diario que es 1 a 3g de sal (NaCl), incluida en la
preparacion de los alimentos y azlcar (sacarosa): 3 cucharaditas al dia (10g),
generalmente agregada al café, té o licuados. Un 10% de la poblacion refirié consumir
sustitutos de azlcar (sucralosa, espartame, acesulfame K, stevia) sin aporte caldrico en la
dieta. Por ultimo el CFCA revel6 que el 64% de las mujeres no consumen ningun tipo de
suplementos vitaminicos y un 88.6% no consumen suplementos de calcio. Es importante
destacar que el 78% de las encuestadas considera que su alimentacién no ha cambiado en

el dltimo afio.

8.4.- CONCENTRACIONES DE OTA EN SUERO SANGUINEO

8.4.1.- Determinacion de OTA en suero sanguineo por método de ELISA

Se analizaron un total de 153 muestras de suero por método de ELISA y se observé que el
85.6% (n=131) de las muestras de suero fueron positivas para OTA y en un 14.3% (n=22)
no se detectd (ND). La concentracion promedio de OTA fue de 2.611ng/mL. El intervalo de
concentraciones de OTA en suero fue entre 0.0213ng/ml y 6.0982ng/ml. Cabe destacar
que el 74.5% (n=114) de las concentraciones en suero de OTA presentaron valores igual o
por arriba de 1.0 ng/ml, y un 26.1% (n=40) tuvo valores igual o por arriba de de 3.0 ng/ml
(Tabla 17). En la comparativa de la Tabla 18, se puede apreciar que en general no hubo
diferencias significativas entre el promedio de concentracion de OTA en suero y las
variables de: edad y estado clinico; sin embargo, en el grupo de de 51 a 60 afios si existe

una significancia entre pacientes "clinicamente sanas y "con alguna(s) patologia.

8.4.2.- Determinacion de OTA en suero sangquineo por método de HPLC MS

Se analizaron un total de 50 muestras por HPLC MS/MS Orbitrap® para determinar la
masa exacta (m/z) de OTA. Cabe mencionar que estas muestras ya habian sido
analizadas por método de ELISA (Tabla 19). Antes de analizar las muestras, se corrio el
patron de OTA a una concentracion de 19ppb, resultando:

OTA: CyH1806N CI

[MH]"= C20H1906N Cl= 404.0895 m/z

Tiempo de retencion (RT) de 6.82 minutos

Limite de deteccién (LD) fue de 0.05ng/mL
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Una vez determinado el patrén de OTA, se corrieron 5 estandares a diferentes

diluciones para generar a curva de calibracion (Tabla 20)

Tabla 17. Concentraciones de OTA en suero

OTA (ng/mL) Mujeres (n=)

ND

=LD -<0.03
=0.03 - <0.05
=0.05 - <0.07
=0.07 - <0.09
=0.09 - <0.10
=0.10-<0.30
=0.30 - <0.50
=0.50 - <0.70
=0.70 - <0.90
=0.90 - <1.00
=1.00-<1.30
=1.30-<1.50
=1.50-<1.70
=1.70-<1.90
=1.90 - <2.00
=2.00 - <2.30 13
=2.30-<2.50 7
=2.50-<2.70 17
=2.70 - <2.90 11
=2.90 - <3.00 10
=3.00 - <3.30
=3.30 - <3.50
=3.50 - <3.70
=3.70 - <3.90
=3.90 - <4.00
=4.00 - <4.30
=4.30 - <4.50
=4.50 - <4.70
=4.70 - <4.90
=4.90 - <5.00
=5.00 - <5.30
=5.30 - <5.50
=5.50 - <5.70
=5.70 - <5.90
=5.90 - <6.00
=6.00 - <7.00
Total 153
*ND: no detectable *LD: Limite de deteccion 0.02ng/mL
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Tabla 18. Concentraciones de OTA en suero de acuerdo al estado clinico y al grupo de

edad.
ESTADO
CLINICO . CON ALGUNA(S)
CLINICAMENTE SANAS )
PATOLOGIAS Diferencias
Grupos de de p*
edad Promedio* DE* n* Promedio* | DE* n* promedios
(afios) ng/mL ng/mL
Todos 2562 1.339 69 2.660 1176 | 84 -0.098 0.049
18 230 2.549 1.391 50 2.651 1.745 | 21 -0.102 0.041
31 a 40 2.523 1.204 11 2.577 0.982 | 24 - 0.054 0.027
41 a 50 2.343 1.318 2 2.301 1.589 | 18 -0.042 0.021
51 a 60 2.836 1.444 6 3.112 0391 | 21 -0.276 0.138*

*DE: desviacion estandar

*Promedio de OTA en suero (ng/mL)
*n: nimero de personas

*P: valor de P, significancia p=>0.05

Posteriormente se analizaron las muestras, obteniendo los cromatogramas y espectros de
masas para cada una (Figura 11, 12, 13 14). Resultando un 54% (n=27) positivas a OTA,

con una concentracion promedio de 1.3531ng/mL.
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Tabla 19. Muestras analizadas por ambos métodos

Numero de Registro concentracion OTA por Concentracion OTA por

muestra ELISA HPLC
1 SA10 ND ND
2 SA24 ND ND
3 SA49 ND ND
4 SA110 ND ND
5 WCO01 ND ND
6 SA04 0.0213 ND
7 WC13 0.0348 ND
8 SAl112 0.0532 ND
9 SA117 0.0642 0.0543
10 SA28 0.0821 0.0539
11 SA100 0.0953 0.0601
12 SA81 0.1231 ND
13 WC16 0.3465 0.0592
14 WC10 0.5434 ND
15 WCO02 0.6743 0.0525
16 SA41 0.9845 ND
17 SA01 1.1236 ND
18 SA98 1.3984 ND
19 WC19 15734 0.0688
20 SA120 1.7762 0.0534
21 SA55 1.9032 0.0745
22 SA70 2.0021 ND
23 SA113 2.0862 ND
24 SA37 2.2414 ND
25 SA17 2.4498 0.8421
26 WCO07 2.5632 0.9004
27 SA122 2.6742 ND
28 SA106 2.6834 0.0968
29 SA109 2.6991 0.0945
30 SA33 2.7822 0.0984
31 SA124 2.7998 1.8533
32 SA38 3.0926 ND
33 SA99 3.1030 2.6338
34 WC04 3.3876 2.0764
35 SA02 3.5193 2.0653
36 SA92 3.5642 2.0904
37 SA18 3.5781 2.0534
38 WCO05 3.6025 2.2838
39 SA38 3.7001 ND
40 SA40 3.8653 ND
41 SA125 3.9552 ND
42 SA34 3.9707 1.8453
43 SA30 4.0033 2.0993
44 SA123 4.2645 1.0616
45 wcC21 4.3027 2.0015
46 WCO06 45600 ND
47 SA108 4.7543 2.9412
48 SA88 49032 ND
49 SAG3 5.3974 3.3412
50 SA16 6.0982 5.6788

*ND: no detectable

*LD: limite de deteccién ELISA0.02ng/mL, HPLC MS 0.05ng/mL

2017
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Tabla 20: Estandares de OTA para curva de calibracion

STD V ALICUOTA V FINAL [1ng/mL, ppb AREA
1 10 pL 1mL 0.029 ND
2 30 pL 1mL 0.054 8638
3 50 pL 1mL 0.094 33699
4 500 pL 1mL 0.94 75874
5 1000 pL 1mL 1.89 184471
*\/: volumen
*[ ]: concentracion
*ppb: partes por billén (ng/mL
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Figura 11. Cromatograma de patrén de OTA a concentracién de 19pp
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Figura 12. Espectro de masas (m/z) de patron de OTA a concentracion de 19ppb
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Figura 13. Cromatograma positivo a OTA de muestra SA106
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Figura 14. Espectro de masas (m/z) positivo a OTA en la muestra SA106.

Para comparar ambos métodos se utiliz6 el numero de muestra n=50, ya que fueron
aquellas que se analizaron por ambos.

Se realiz6 una prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov en la que se comprueba que los
datos siguen una distribucién normal (Tabla 21). Posteriormente para revisar si existen
diferencias significativas entre metodos, se ejecutd una prueba no paramétrica de
Wilcoxon.

En la Tabla 22, se puede observar que no hubo diferencias significativas entre los valores
de concentracion de OTA en las 50 muestras. Mas si se aprecia en la frecuencia de
presencia de OTA (% positivas) que ELISA es 36% mayor que HPLC (Tabla 21). Esto
significa que por HPLC hubo un mayor nimero de muestras no detectable (ND) pero con
concentraciones mayores que permitio equilibrar las medias y desviaciones estandar,

como se comprueba al no haber significancia.
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Tabla 21. Comparativa entre métodos

n 50 50
n positivas 45 27
% positivas 90 54
Minimo ng/mL 0.0213 0.0525
Maximo ng/mL 6.0982 5.6788
] Media 2.520024 |1.353119
Parametros _
Desviacion
normales* 1.6501535 | 1.3853675
estandar
Kolmogorov-Smirnov Z .607 1.168
Asimp. Sig. (2 colas) .854 130

* El test de distribucion es Normal.

Tabla 22. Diferencias entre métodos (Prueba estadistica de Wilcoxon)

Rango Suma de
n medio rangos
HPLC MS - ELISA  Rangos
negativos 27(a) 14.00 378.00
Rangos
posifivos D(b) 00 .00
Vinculos 0(e) | |
Total 27 | |
a HPLG = ELISA
b HPRLG = ELISA
¢ HPLC = ELISA
Test Estadistico (b)
HPLC - ELISA
2 -4.541(a)
Asymp. Sig. (2 colas) 000

a Basado enrangos positivos
b. Test de Wiksocon (prueba de rangoe)
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8.5.- ESTIMACION DE LA EXPOSICION A OTA MEDIANTE EL CALCULO DE INGESTA
DIARIA CONTINUA (IDC)

8.5.1.- IDC a partir de concentraciones conocidas de OTA en alimentos

Para estimar la ingesta de OTA a partir de concentraciones conocidas de OTA en

alimentos se utilizé la formula:
IDC = 2%(.6[‘—011 = pg/persona/dia

IDC _ ;
PC pa’kgpc/dia

Donde:
IDC: Ingesta diaria Continua
Ci: Cantidad consumida del alimento i (g/persona/dia)
Li: Concentracion del contaminante en el alimento (ug/kg)

PC: peso corporal (kg)

Considerando las concentraciones de OTA encontradas en productos de maiz de la ciudad
de Morelia, Michoacan (Castillo y Robinson 2016); se calculo la IDC de la poblacion,
utilizando el peso promedio de la misma (67.5kg) para poder expresar la IDC de OTA en

ng/kg pc/dia como se muestra en la Tabla 23.

Tabla 23. Estimacion de IDC a partir de concentraciones conocidas de OTA en alimentos
de Morelia, Mich.

Consumo
Alimento Contaminacion promedio Ci*Li/1000
promedio pug/kg | g/dia/persona
Ci Li
Granos de 3.415 26.6 0.090
maiz
Cereales para 3.197 30.5 0.097 IDC IDC de
desayuno de OTA OTA
;rg:’;ras de 3.219 21.8 0.070 ug/kgpc/dia | ng/kgpc/dia
Harinas de 3.381 165 0.557
maiz
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8.5.2.- IDR a partir del calculo con formula de Klassen

Para estimar la ingesta de OTA a partir de concentraciones de OTA en suero sanguineo

se utilizé la férmula de Klassen:

Ko= CLP;CS)
_ 099 (Cs)
Ko= — o5

Dénde.
KO : IDC de OTA (ng/kg p.c./dia).
CLP: aclaramiento renal (ml/kgpc./dia) = 0.99 (constante para personas sanas con peso promedio
de 70kg)
Cs: concentracion en suero de la OTA (ng/ml).
A: biodisponibilidad de la OTA= 0,5 (constante de biodisponibilidad considerada al 50%)
PC: peso corporal (kg)

Realizando el calculo con la concentraciéon promedio de OTA determinada para las 153
muestras por ELISA: 2.611ng/mL vy utilizando el peso promedio de la poblacion de 67.5 kg,
se calcul6 una IDC en ng/kg pc/ dia.

_ 099 (2611
- 05

iDC

IDC= 5.169 ng/kgpc/dia

8.6.- INGESTA DIARIA TOLERABLE (IDT)
Se realizaron las comparaciones de las IDC obtenidas por ambas formulas (Klassen y

concentraciones conocidas de OTA en alimentos) con la Ingesta Diaria Tolerable (IDT) que
dictan la Reglamentacion Internacional (Tabla 24).

Los Organismos internacionales fijan un IDT de: 14 ng OTA/kg pc/dia (European Food
Safety Authority 2006) y 17ng OTA/kg pc/dia (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
and Additives 2007) o 5ng/pc/dia por SCF.

Tabla 24. Comparativa entre IDC (por ambas formulas) e IDT
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! IDC IDT FAO/OMS | IDT EFSA SCFdelaCE
Klassen 5.169 No rebasa No rebasa Sirebasa
(limitrofe)
OTA en 12.08 No rebasa No rebasa Sirebasa
alimentos (limitrofe) ampliamente

Se puede apreciar que si se rebasan los limites internacionales, principalmente al calcular
la IDC con la formula que considera concentraciones de OTA en alimentos. En nuestro
estudio se consideraron concentraciones de OTA en productos de maiz determinadas por
Castillo y Robinson 2016, que si bien no considera la concentracién en sanguinea, se
apega mas a la realidad de la dieta. Sin embargo es importante considerar ambas ya que
una podria sobreestimar la ingesta de OTA y la otra podria subestimarla.

En la tabla que se muestra a continuacion (Tabla 25) se evidencia las diferencias

significativas entre ambas formulas, siendo Klassen inferior tanto en el calculo de IDC

como en el porcentaje de mujeres que su IDC rebasa la IDT.

Tabla 25. Diferencias entre formulas para IDC y %IDT

Férmula IDC DE Diferencia p % que n DE Diferencia p
promedio rebasa IDT*
ng/kgpc/dia
Klassen 5.169 4.88 -6.911 3.45* 39.2 60 | 38.3 -54.2 27.1*
OTA en 12.08 93.4 143
alimentos

*Porcentaje de mujeres que rebasé su IDC la IDT
*p: valor de P, significancia p=> 0.05

Por dltimo para verificar si la elevada IDC obtenida por la férmula de concentraciones
conocidas de OTA en productos de maiz se relacionaba con la concentracion en suero de
OTA, se realizaron las comparaciones por grupos de mujeres de acuerdo a la cantidad de
piezas de tortilla consumidas al dia, encontrando diferencias significativas entre ellos
(Tabla 26). Siendo el grupo con mayor consumo de tortilla (6 o mas piezas/dia) el que

presentaba valores superiores tanto de: concentraciones de OTA en suero como de IDC.

L.N. Sara Alejandra Diaz Tena 59



“Exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer” 2017
Tabla 26. Relacion entre concentracion de OTA en suero y consumo de tortilla
Grupo n Concentracién Diferencias p IDC Diferencias p

OTA en suero | de promedio ng/pc/ | de promedio
ng/mL dia

Consumo
menor 6 59 2.524 -0.175 0.08* 13.89 -8.27 4.135*
tortillas/dia
Consumo

mayor o igual 94 2.699 5.62
a 6 tortillas

dia
*n: nimero de mujeres
*p: valor de p, significancia p=> 0.05
9.- DISCUSION
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La OTA es uno de los contaminantes de mayor prevalencia en los alimentos. Su presencia
en el cuerpo humano es debida, principalmente, a la ingestion de pequefias cantidades
gue se encuentran en una gran variedad de productos alimenticios. De ahi que los
esfuerzos de los investigadores y de las autoridades se hayan centrado en evaluar la
incidencia de las micotoxinas en los alimentos para determinar los niveles de
contaminacion. Sin embargo, las variaciones en la elaboracion de alimentos, los niveles de
contaminacion de los mismos, la cantidad de ingesta de alimentos, la absorcion intestinal,
la distribucion y la excrecién de la toxina del cuerpo, conlleva a variaciones individuales de
la concentracion de OTA en nuestro organismo (Ravelo et al., 2011). Por ello, este estudio
tuvo como objetivo general: Estimar la exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de
pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer de Morelia, mediante el andlisis de
indicadores dietéticos y de concentraciones de OTA en suero sanguineo; ya que es
mediante el uso de ambos (indicadores dietéticos y matrices biolégicas) la mejor forma de
evaluar el riesgo que representan para el ser humano las micotoxinas (Solfrizzo et al.,
2014).

De acuerdo a las caracteristicas de nuestra muestra, podemos puntualizar que fueron muy
similares a las de estudios previos, el nimero de muestra en nuestro caso fue de 153
mujeres que accedieron a responder dos cuestionarios y a que les extrajera una muestra
sanguinea. En mayoria de los articulos revisados, los participantes que donan una muestra
de sangre rebasan los 100 (Donhal et al., 2013; Coronel, 2012; Motta, 2009; Quintana et
al.,, 2007; Pérez de Obanos et al., 2001). También es importante mencionar que las
participantes eran pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer, siendo éste uno de
los principales Hospitales Publicos de la ciudad de Morelia y del estado de Michoacan.

En relacién a la edad, pudimos observar que nuestra poblacion es joven con un promedio
de edad de 34.4 afios por lo tanto una gran nimero de mujeres se encontraban
clinicamente sana o con patologias menores. Sin embargo, fue posible agruparlas por
intervalos de edad y estado clinico para revisar diferencias entre ellos (Tabla 18). Esto nos
lleva a destacar el hecho de que en el grupo de 51 a 60 afios sanas y con alguna(s)
patologia, hubo diferencias significativas en las concentraciones de OTA en suero.
Comparando este resultado con la literatura encontramos que coincide con el estudio de

Motta (2009) que reporta diferencias en las concentraciones plasmaticas de OTA en
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personas mayores a 45 afios; mas pocos son los estudios que han mostrado una relacion
entre la edad de los participantes y las concentraciones de OTA en sangre.

Lino et al. (2008) estudiaron tres poblaciones: la ciudad de Coimbra y las zonas rurales de
Verride y Ereira, Portugal, encontrando que las mas altas concentraciones de OTA en
plasma se detectaban en las personas mayores de 40 afios. Pacin et al.,, (2008)
compararon cuatro grupos de edad (21-30, 31-40, 41-50, 51-60 afios) de las ciudades
argentinas de Mar del Plata y General Rodriguez, encontrando diferencias significativas en
ambos municipios en los grupos de 31 a 40 afios y en el grupo de 51 a los 61 afios.
Coronel et al. (2012) estudiaron tres grupos de edad ( 18 a 29, 30 a 44 y 45 afios 0 mas) y
los valores medios mas altos se encontraron en el grupo de personas mayores de 45 afios
0 mas, detectando diferencias significativas entre los tres grupos de edad. Cuanto mayor
era la edad de los participantes, mayores eran las concentraciones de OTA en el plasma.
Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Medina et al. (2010) donde no se
encontraron diferencias entre los grupos de edad. Tampoco con los del estudio de
Erkekoglu et al. (2010) en Turquia donde se estudi6 las poblaciones de dos regiones (Mar
Negro y Mediterrdneo en invierno y verano) cuya edad estaba comprendida entre los 6 a
los 80 afos, dividiéndola en tres grupos: nifios, adultos y edad avanzada. La mayor
concentraciéon de OTA se determind en el verano en los nifios que vivian en la region del
Mar Negro. Las concentraciones de OTA en nifios eran mas altas que las encontrados en
otros grupos de edad en verano, pero la diferencia no era estadisticamente significativa.
Por tanto, la relacion entre la edad de la poblacion y las concentraciones de OTA en
sangre no esta del todo clara. A pesar de que en nuestro estudio coincide el grupo de edad
con concentraciones mas altas con el de otros estudios, queda en evidencia que la
influencia de otros factores como la presencia de patologias incluso la época del afio
podria tener mayor relevancia que la edad en si.

En relacion al género; Si bien nuestra poblacion se conformd Unicamente de mujeres, al
comparar las concentraciones de OTA entre mujeres y varones en el estudio Argentino
(Motta, 2009), se pudo observar que solamente en una de las dos provincias hubo
diferencias significativas siendo el promedio de concentracion plasmatica de OTA mayor
en hombres (0,4752 ng/mL respecto a 0,2059 ng/ml en mujeres) aunque en ambas
poblaciones el porcentaje de los hombres y de las mujeres con valores cuantificables de

OTA fueron similares. En Dinamarca, Tunez y Alemania (Thuvander et al., 2001; Ghali et
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al.,, 2009; Cramer, 2015) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre hombres y mujeres. En tanto en Espafia, se encontraron diferencias significativas
entre hombres y mujeres con concentraciones plasméaticas promedio mas altas en mujeres
respecto a hombres cuando se realizO el analisis en los meses de verano (Pérez de
Obanos et al, 2001). De manera que, el género parece tampoco ser un factor
determinante, sin embargo seria importante ampliar éste estudio en poblacién varonil en
México.

Por otro lado, la presencia de OTA en sangre es un posible indicador de patologia, dada su
relacion con enfermedades de sistema renal y urinario, como la Nefropatia Endémica de
los Balcanes (BEN), reportada en mudltiples estudios donde las concentraciones de OTA
tanto en sangre como en orina indican una correlacion entre BEN/tumores de vias urinarias
(Scott, 2005). Concentraciones en plasma excepcionalmente altas han sido reportados en
Croacia (Segvi¢ et al., 2013), Romania (Dehelean et al. 2013), Espafia (Pérez de Obanos,
2001), lalia (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993), Egipto (lbrahim et al. 2013), y Tunez
(Ghali et al. 2009) entre personas sanas Yy personas con patologias. Si bien en nuestro
estudio no era objetivo relacionar OTA con alguna patologia en especifico, cabe destacar
la importancia de ampliar los estudios en éste rubro dada la diferencia significativa entre
las mujeres mayores (51 a 60 afios) sanas y con enfermedad referidas anteriormente.

En relacién a la ingesta de alimentos; sabemos que la OTA ha sido encontrada como
contaminante principalmente en cereales. Los resultados del cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos de la poblacién del Hospital de la Mujer, mostraron concordancia, al
igual que otros estudios, con la clara evidencia del alto consumo de cereales por parte del
ser humano. Las diferencias por supuesto se deberan a las caracteristicas culturales de la
poblacion, ya que en la mayoria de las investigaciones europeas el principal cereal de
consumo es el trigo mientras que en México es el maiz.

Volviendo al estudio en poblacién Argentina (Motta, 2009) se observd que el 84% de la
poblacién consumia diariamente alimentos panificados entre 6 a 10 porciones al dia,
equiparable al consumo de tortilla que tiene nuestra poblacién de 5.5 piezas/dia. La alta
frecuencia de ingesta de productos de maiz en las mujeres encuestadas supone que en
México, la poblacion esta expuesta a OTA. Sin embargo, no son muchos los estudios

realizados respecto al nivel de contaminacion por OTA en cereales en nuestro pais.
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Respecto al consumo de café, cerveza y vino que son alimentos también susceptibles a
contaminacion con OTA, resultd bajo en nuestro estudio, mucho menor al de la poblacién
argentina, en gran parte debido a que nuestra poblacion eran mujeres pacientes del
Hospital de la Mujer y en aquel estudio los participantes eran de ambos géneros y
donadores de sangre; esto significa que muchas de nuestras participantes tenian
restringido el consumo de éstas tres bebidas ya fuera por enfermedad, medicacion o por
lactancia materna. En el caso del vino en particular también cabe mencionar que no es un
alimento de elevado consumo en México.

Si bien, no existen en nuestro pais datos o estudios dirigidos a conocer el nivel de
contaminaciéon por OTA en productos como frutas y verduras, en nuestra poblacién
destacdé la baja ingesta de éstas; lo que a su vez podria afectar el consumo de
antioxidantes en la dieta. Los antioxidantes se han probado en modelos in vivo e in vitro
gue son capaces de contrarrestar los efectos deletéreos del consumo crénico de OTA y
han confirmado el potencial efectivo que tiene la inclusion en la dieta disminuir la toxicidad
de la OTA en nuestro organismo. Tal es el caso de la vitamina C y E que se encontraron
por debajo de las recomendaciones para poblacion mexicana (NOMO051-SCFISSA1-2010).
Igualmente los acidos grasos omega 3 y 6 de los que existe amplia informacion de su
funcion antioxidante y antiinflamatoria, ademas de su accion neuro e inmuno protectora,
mismas que se ven afectadas por los mecanismos de accion de la OTA, su consumo en
nuestra poblacion es muy inferior a las recomendaciones europeas (EFSA-Q-2009-00548 y
SCF 2007).

Por otro lado, recordando que la exposicion a OTA se ve incrementada debido a la larga
vida media en el suero como resultado de su capacidad para unirse a las proteinas
plasméticas (Ravelo et al., 2011), permite que analizar la concentracion de OTA en sangre
sea una matriz biolégica adecuada para la estimar la exposicion ésta.

En nuestros resultados, las concentraciones de OTA encontradas en suero, tuvieron una
frecuencia elevada (% de muestras positivas). Por el método de ELISA hubo un 85.6%
(n=131) de un total de 153 y por HPLC MS un 54% de un total de 50 muestras analizadas
anteriormente por ELISA (Tabla 21). Los limites de deteccidon fueron de 0.02ng/mL y
0.05ng/mL respectivamente. Cabe mencionar que por ELISA la frecuencia rebasa el 60%
planteado en nuestra hipétesis y es coherente con las encontradas en otros estudios

revisados.
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En la Tabla 27 se recogen algunos trabajos de concentraciones de OTA en plasma y suero
analizadas por diferentes métodos y en distintos paises. Los resultados, en general,
reflejan altas frecuencias de contaminacion en sangre humana por OTA.

La incidencia de contaminacion de sangre por OTA se encuentra en el rango de 60 a
100%, diferencias que pueden ser atribuibles a los métodos de deteccion y cuantificacion
utilizados, al tipo de poblacion y a los alimentos disponibles contaminados.

La menor presencia de OTA en plasma humano (60%) se encontré en Argentina
analizados por HPLC con detector fluorescencia cuyo el limite de deteccién reportado de
0.019 ng/ml (Pacin et al., 2008). La maxima incidencia de OTA en plasma se fue en el
estudio de Espafia (Medina et al. 2010) donde en el 100% de las muestras se encontrd
esta micotoxina. En suero se observa la misma tendencia: Lino et al. (2008) con un 100%,
utilizando HPLC como método y Quintana et al., (2007) con un 95% usando método de
ELISA.

En cuanto a las concentraciones de OTA el valor maximo (74.8 ng/mL) se detectd en
Argentina (Pacin et al., 2008); En nuestro trabajo el valor maximo fue de 6.098ng/mL vy el
minimo de 0.0213ng/mL con un promedio de 2.52ng/mL mediante el andlisis por ELISA y
por HPLC MS el maximo fue 5.678ng/mL y el minimo de 0.0525ng/mL con promedio de
1.35ng/mL. Estas concentraciones son similares a las medias encontradas en paises
europeos como Republca Checa 2.03 ng/mL, ltalia 3.6 ng/mL, Espafa 1.23 ng/mL, Reino
Unido 3.11 ng/mL; Egipto 5.58 ng/mL (Donhal et al., 2013; Solfrizzo et al., 2014; Coronel,
2012; Gilbert, 2001; Ibrahim et al., 2013).

Un punto importante es que las frecuencias de concentraciones de OTA plasmaticas
reportadas en Bulgaria (Petkova-Bocharova et al., 2003), pais con alta incidencia de BEN,
fueron las siguientes: 25% de la poblacion presentaba valores de OTA superiores a 1.0
ng/ml y el 12.5% concentraciones superiores a 3.0 ng/ml. En nuestra poblacién fue
incluso mayor la frecuencia ya que el 74.5% tuvo concentraciones igual 0 mayores a
1.0ng/mL y un 26.1% igual o mayor a 3.0g/mL. Esto indica una pauta para analizar
muestras en personas con patologias renales e urinarias y buscar su relacién con OTA.
Por dltimo; recordemos que las concentraciones sanguineas de OTA son el resultado de lo
gque es absorbido por el organismo menos lo que es eliminado por heces u orina. Con

estas concentraciones en sangre es posible estimar la Ingesta Diaria Continua de OTA con
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el fundamento de que es esperable que una concentracion alta provenga de una ingesta

elevada y viceversa.

Tabla 27. Estudios sobre deteccion de OTA en sangre realizados en la Ultima década en

distintos paises

Pais/referencia Muestra Frecuencia Método LD*
bioldgica iy

Espafia. Coronel 2012 Plasma 98.6 HPLC 0.075
Espafia (Medina et al, 2010) Plasma 100 HPLC 0.01
Italia (Di Giuseppe et al., Plasma 99.1 HPLC con columna 0.025
2011) de inmuno afinidad
Chile (Mufoz et al., 2006) Plasma 70 HPLC 0.1
Argentina (Pacin et al., Plasma 60 HPLC 0.019
2008)
Portugal (Lino et al., 2008) Suero 100 HPLC 0.1
Turquia (Erkekoglu et al., Suero 81 ELISA 0.025
2010)
Costa Rica (Quintana et al., Plasma 95 ELISA 0.05
2007)
Argentina (Motta 2009) Plasma 64 HPLC MS 0.025

*LD: limite de deteccion

** Algunos estudios abarcaron mas de una poblacion, se reporté la frecuencia del promedio de ellas.

Sin embargo, establecer la relacion entre la ingesta de un alimento y las concentraciones

de OTA no ha sido del todo contundente. En mudltiples estudios ésta relacién no fue
significativa (Motta, 2009; Pérez de Obanos et al., 2001; Quintana et al., 2007; Medina et al

2010); mientras que otros si logran establecerla, aunque son los menos. Di Giuseppe et al.

(2011) observaron que los coeficientes de correlacion entre consumo de alimentos y

niveles plasmaticos de OTA eran positivos puesto que el elevado consumo de cereales,

vino, cerveza, mermelada y miel
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concentraciones de OTA en sangre. Mufioz et al. (2006) pusieron de manifiesto que la
correlacion entre concentraciones plasmaticos de OTA y el consumo de cereales donde se
detectaba un ligera relacion.

En nuestra poblacion el consumo de un alimento y la concentracion de OTA en suero Si
tuvo diferencias significativas, especificamente en la cantidad de tortilla ingerida al dia, es
decir que las personas que ingerian 6 0 mas tortillas al dia si presentaron concentraciones
mayores de OTA; por lo tanto la ingesta diaria continua (IDC) promedio superé los limites
establecidos de Ingesta Diaria Tolerable (IDT) por el Comité Cientifico de la Comision
Europea (SCF 2007) de 5ng/kg p.c./dia, tal como se reflej6 enla Tabla 24.

También cabe destacar que hubo diferencias significativas en el calculo de la ingesta diaria
continua entre formula de Klassen y concentracion de OTA en productos de maiz, siendo
muy superior el valor promedio de IDC por concentracion de OTA en productos de maiz
(12.08ng/kg p.c./dia) en relacion al IDC promedio obtenido por formula de Klassen
(5.1ng/kgp.c./dia) ). Asi mismo el porcentaje de pacientes que rebasaron la normativa de
IDC fue claramente mayor por el primero con 93.4% contra 39.2% por formula de Klassen.
Coronel (2012) detectd, al igual que en nuestro estudio, diferencias significativas entre la
IDC calculada mediante concentraciones conocidas de OTA en alimentos (la media
estimada fue mayor) y la IDC estimada en base a concentraciones plasmaticas por formula
de Klassen (la media estimada fue menor); lo que sugiere que la féormula de Klassen puede
subestimar la ingesta. Mas no encontrd correlacion entre consumo de alimentos
potencialmente contaminados por OTA y las concentraciones de OTA en sangre. Ademas
la media de ingesta mayor fue de 1.96 ng/kg p.c./dia muy por debajo de la IDT.

Nuestros resultados de estimacion de la IDC, difieren a los valores de IDC estimados en la
mayoria de los estudios europeos donde son notablemente inferiores a la IDT. Por
ejemplo en ltalia fue de 1,13 ng/kg p.c./dia y en Espafia 1,18 kg p.c./dia (Di Giuseppe et al.
2011; Pérez de Obanos et al., 2001). Sin embargo, son similares a otras investigaciones
como en Argentina donde se estimé una IDC promedio de 5.26ng/kg p.c./dia (Motta, 2009)
o el caso de un estudio en Francia (Leblanc et al., 2005) donde el 0.9 % de la poblacion de
adultos y el 25% de los nifios excedia la IDT con mas de 18 ng/kg p.c./dia.

Finalmente, hay que puntualizar que uno de los principales problemas cuando se evalla la
exposicién a micotoxinas es la eleccion de los métodos empleados para la deteccion y

cuantificacion del analito y para la estimacion de ingesta. Posiblemente se produzcan
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errores por sobreestimacion u subestimacion tanto de concentraciones como de consumo.
Como se apreci0 en éste estudio, si se calcula la IDC de OTA asumiendo las
concentraciones promedio de contaminacion de alimentos a nivel mundial el error sera
mayor que si se estima la exposicion a través de concentraciones en alimentos locales; y
es por ello que el valor de nuestro trabajo radica en que se consideraron concentraciones
de OTA conocidas en alimentos disponibles en Morelia (Castillo y Robinson, 2016), Si bien
sblo se tomaron en productos de maiz, el cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos, demostré la prioridad que tienen éstos en la dieta de la poblacion. Por otro lado,
los métodos de ELISA y HPLC MS, utilizados en este trabajo, fueron eficientes en la de
cuantificacion y deteccion de OTA sin diferencias significativas entre ellos. Es verdad que
por HPLC sélo se analizaron 50 muestras dado el costo que representa hacer estos
ensayos, Yy el limite de deteccion fue menor al de ELISA, es un método sumamente
especfifico ya que detecta la masa exacta de la molécula sin lugar a error de su presencia o
ausencia en la mezcla. ELISA por su parte es un método sensible y especifico, aunque
cabe mayor posibilidad de sobreestimacion por la afinidad que pudieran tener sustancias
estructuralmente similares a OTA por los mismos anticuerpos. Por ello se sugiere que para
el analisis de contaminantes en matrices biologicas, se lleve a cabo inicialmente un método
de "screening" como podia ser ELISA y posteriormente un método confirmatorio como
HPLC MS (Abian et al., 2008; Solfrizzo et al., 2011). Otra ventaja de nuestro trabajo fue
gue tuvimos la oportunidad de aplicar de ambos.

La seguridad alimentaria respecto a la contaminacion por micotoxinas es un gran desafio
para México, exacerbado por las regulaciones limitadas y la deficiente aplicacion de las
mismas. Ademas existen pocos estudios sobre OTA, todos ellos enfocados a su
determinacion en alimentos mas no a exposicion humana que representa; lo que hace de

nuestro trabajo una primicia de relevancia en el tema.
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10.- CONCLUSIONES

1. El 86% de las mujeres pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer de Morelia
presenta OTA detectable en sangre y la Ingesta Diaria Continua (IDC) de la
poblacion es elevada y preocupante dado que rebasa los limites establecidos por

los Organismos Internacionales para Ingesta Diaria Tolerable.

2. Los métodos de deteccidon y cuantificacion de OTA: ELISA y HPLC MS, fueron
igualmente efectivos en el analisis de muestras de suero sanguineo; destacando
gue HPLC MS es el método confirmatorio por excelencia y el oficial de la AOAC

cuando se trata de micotoxinas en matrices biologicas.
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11.- PERSPECTIVAS

Si bien éste estudio plantea un primer diagnéstico de exposicion a OTA en poblacién
mexicana, los resultados de esta investigacion dan lugar a cuestionamientos que abren
una ventana de oportunidad para continuar con el estudio de ésta micotoxina. De manera
gue se pueda esclarecer su relaciéon con otros factores como género (incluir varones),
patologias especfficas (insuficiencia renal por ejemplo), estacion del afio, estados
fisiologicos (embarazo), etc. Inclusive considerar medidas preventivas para reducir la
contaminacion de productos agricolas con hongos toxigénicos como alternativa para evitar
la presencia de las micotoxinas en nuestros alimentos.

Por otro lado, debido al origen natural de la OTA, su persistencia en pequefias cantidades
en alimentos y su estabilidad quimica hacen casi imposible erradicarla de la dieta, por ello,
sin lugar a duda, una dieta inocua y con un adecuado aporte de antioxidantes, favorece la
salud previniendo enfermedades potencialmente mortales y permitiendo un adecuado
aprovechamiento de los nutrimentos que contrarrestan los efectos téxicos de sustancias
como la OTA, y es en este rubro donde la intervencion de profesionales de la del nutricion

tiene un lugar provechoso para la poblacion.
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ANEXO 1. CARTA DE ACEPTACION DEL HOSPITAL DE LA MUJER, MICHOACAN

Dependencia SECRETARIA DE SALUD

HOSPITAL DE LA MUJER
Sub-dependencia

Oficina ENSENANZA E INVESTIGACION
No. de oficio 090/
Gobierno del Estado Expediente
de Michoacan de Ocampo Asunto: ASUNTO: CARTA DE ACEPTACION.

Morelia, Mich. a 11 de Mayo de 2016

M.C.M. DANIEL ZALAPA MARTINEZ

JEFE DE LA DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACION CHAVEZ”

Por este conducto me permito informar a usted, que la L.N. SARA ALEJANDRA DIAZ TENA
estudiante de la Maestria en Ciencias de la Salud, ha sido aceptada para realizar su Protocolo de
Investigacion: “EXPOSICION A OCRATOXINA A EN UNA POBLACION DE PACIENTES
AMBULATORIAS DEL HOSPITAL DE LA MUJER, MICHOACAN" en este Hospital, ya que se han
cubierto los requisitos correspondientes al Protocolo de Investigacion.

Sin mas por el momento reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE
COORDINADOR DE INVE_§TIG

|

'7 - 2 swmpn i
UASBITAL NF LA MUJER

lDEPARTAMENTO DE ENSENANZA|

2108 contenidos en el cuadro de! angulo superior derecho

DR. VICTOR

C.c.p.- Archivo / Minutario.
VLLA/kaja*

Al contestar este oficio, cilense lc: d

Michoacan #EstaenTi
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ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMEINTO INFORMADO

Titulo del protocolo: “Exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes
ambulatorias del Hospital de la Mujer de Morelia, Michoacan”.
Sede donde se realizara el estudio: Hospital de la Mujer de Morelia, Michoacan.
Nombre del paciente:
A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigaciéon médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Siéntase en absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar
sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea
participar, entonces se le pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le
entregara una copia firmada y fechada.
1.- OBJETIVO DEL ESTUDIO: Evaluar la exposicion a Ocratoxina A en una poblacién de
pacientes ambulatorias del Hospital de la Mujer de Morelia, mediante el andlisis de
indicadores dietéticos y de concentraciones en suero sanguineo.
2.- PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO: En caso de que acepte participar en el estudio se le
realizaran algunas preguntas sobre usted, al inicio del estudio se le aplicaran dos
cuestionarios a manera de entrevista, el primero es para recabar informacion demogréfica
y antecedentes médicos y el segundo es un Cuestionario de Frecuencia de Consumo de
Alimentos. En éste se le preguntara sobre la frecuencia con que consume algunos
alimentos. También se le tomaran medidas antropométricas: Peso y talla. Por Ultimo se le
extraeran 2.5mL de sangre, para posteriormente poder determinar concentracion de OTA
en plasma.
3.- RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO: Este estudio consta de las siguientes
fases: La primera implica: Llenado de cuestionarios, la segunda: la extraccion de 2.5 ml de
sangre de la vena y la tercera: toma de medidas antropomeétricas. Posterior a la toma de
sangre se puede presentar: ligero dolor, adormecimiento de la mano por unos minutos,
sensacion de mareo, morete, sangrado e infeccién en casos muy raros.
4.- ENTREGA DE RESULTADOS: Una vez que se tengan los andlisis estadisticos, se les
daran a conocer los resultados de su muestra y Cuestionario de Frecuencia de Consumo
de Alimentos de manera individual a principios del afio 2017.
5.- ACLARACIONES:

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la

invitacion.

No tendra que hacer gasto alguno para el estudio.

No recibird pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el

mismo, al investigador responsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada

paciente, serd mantenida en el anonimato por el grupo de investigadores.
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Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

6.- DATOS DEL INVESTIGADOR Y LA INSTITUCION:

- Responsable: Licenciada en Nutricion: Sara Alejandra Diaz Tena. Correo
electronico: tenadiazale@gmail.com. Tel. movil: (443) 2148424

- Profesor-investigador titular: D. en C. Virginia Angélica Robinson Fuentes. Correo
electronico: vrobinsonf@hotmail.com. Tel. fijo: (443) 3120014 y Ext. 235.

- Domicilio: Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”: Av. Dr.
Rafael Carrillo Esquina Dr. Salvador Gonzalez Herrejon S/N. Bosque Cuauhtémoc.
Colonia Centro. CP: 58020. Morelia, Michoacan.

7.- CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Yo, he leido y
comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden
ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en patrticipar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta carta de consentimiento.

Firma del participante Fecha

Testigo 1 (Nombre y firma) Fecha

Esta parte debe ser completada por el investigador (0 su representante)

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propésitos de la investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a
ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

Lic. Nut. Sara Alejandra Diaz Tena
Cédula Profesional: 5913994
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ANEXO 3. CUESTIONARIO DE ANTECEDENTES MEDICOS
Todas las respuestas son estrictamente confidenciales
1. Informacion general

Nombre: No. Registro:
Inicie con
1. apellido paterno
2. materno 3.nombre
Lugar de origen Edad:
1. Pais
2. Estado del pais
3. Ciudad o comunidad
Domicilio en Morelia:
Calle y Colonia Peso: Kg
Talla: m IMC: Kg/m?

2. Antecedentes Patologicos Personales

Medicamentos (incluso suplementos naturales) Alergias
Indigue Sl o NO, si padece o ha padecido alguna de las afecciones que se mencionan
Afeccion SI/NO Especificar Afeccion SI/NO Especificar
Accidente Enfermedad
cerebrovascular gastrointestinal
Artritis Osteoporosis
Asma Enfermedad de la piel
Céancer Hipertension
Cardiopatias Hipertiroidismo
Colesterol elevado Hipotiroidismo
Depresion Infecciones renales
Diabetes Mellitus Enfermedad hepatica
Enfermedad Enfermedades épticas
Autoinmune
Enfermedad de Cirugias
transmision sexual
Enfermedad renal Trastornos del suefio
Enfermedad vias Otra(s)
respiratorias
3. Antecedentes heredo-familiares (padres, hermanos, abuelos, tios, primos etc.)
Relacion familiar Antecedente médico Relacion Familiar Antecedente médico
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ANEXO 4. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

Instituto Nacional de Salud Publica
Centro de Salud en Investigacién Poblacional

Cuestionario de Frecuencia de Consumo

Nombre del Pacients

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre(s)

Mombre del Entrevistador

Mombre del Revisor

Mo. de identificacion del Paciente

Fecha I I Y I

Edad del Paciente (en afios cumplidos)

Durante el afio previo a este dia ; Con qué frecuencia consumit usted productos |acteos?

Por favor indique con una cruz, en la columna de frecuencia, |a opcidn que considers mas cercana
a su realidad.

Encuestador: Por favor llene el circulo (no lo tache) y en la columna de la derecha el numers comespondiente
a la frecuencia de consumo reporiada.

FRECUENCIA DE CONSUMO

ALIMENTO men | vec VECES ALA VECES AL
PRODUCTOS LACTEOS os | Es SEMANA DIA
DE AL
UNA | MES
VEZ
MNUNCAY AL 1 24 56 1 23 4-5 6
(0} MES (2) 3 () (5) {6) ] (8) )]
()]
UM VASO DE LECHE
1 | enrera OlOO]101010|10]101010| HHU
UNA REBANADA DE
2 Jawesorrescoox () O OO O O[O OO (O] Ll
3 [ tsomaa |O1O10|10|10 (0101000 oL
i [esneesse (O OO OO O OO OO (L
5 |k = OO 0101010101010 10]
UMNA TAZA DE
5 | osurrio Q1O 1O10101010101010] Ly
1 |itsoteieae. OO 1O10]10 1010101010 L
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FRECUENCIA DE CONSUMO
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FRECUENCIA DE CONSUMO
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FRECUENCIA DE CONSUMO
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FRECUENCIA DE CONSUMO

AL-JEF:LEEID wen | Ve | vecesae VECESAL
v e 05 ES SEMANA DA
DE AL
UNA | MES
VEZ
NUNCA] AL 1 1 2L £ 1 23 | 45 ]
ol lololwlele|lolele

90 | ACEITE DE MAIZ

Q1O (O] L
O[O0 L
Q1O (O] LIl

51 | ACEMEDE S0YA

®] * [©

32 | ACEITE DE GIRASOL

93 | ACEITE DE CARTAMO

@] ® go] ® [®
o) © jo) @ (@
o
& RO) O e

O
Sle FleEl *
o

a4 | aceme o ouva ( Q10100 ULl
Slwesaa 100010 (0010100 [0] LU
% las - |Q(O1O10]0]0|0 (0[O0 (Ll
leea o O1O1O01O010 (OO0 101010 'L
Al (010210210 1[0 1[0 JI0 210 2IONIO AN [
8 e (O (O[O (O101010 101010 L
o . |Q|O (OO0 [O]O0 0[O0 L

L.N. Sara Alejandra Diaz Tena 90



“Exposicion a Ocratoxina A en una poblacion de pacientes ambulatorios del Hospital de la Mujer” 2017

FRECUENCIA DE CONSUMO
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¢ Cuantas cucharaditas de azicar le agrega usted a sus alimentos, a lo largo del dia? Tome en
cuenta lo que le pone al café, licuado, etc.
cucharaditas.

¢ Le agrega usted sal a sus alimentos antes de probarlos?
Si No

i 5e come usted el pellejo del pollo?
Si No

i Se come usted el gordito de la carme?
Si No

¢ Cuantos meses del afio pasado consumio usted vitaminas?

0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 | 11-12

¢Cual o cuales?
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¢ Cuantos meses del afio pasado consumio usted suplemento de calcio?

0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

¢Cual o cuales?

¢ Considera usted que su alimentacion ha cambiado durante el altimo afio?

Si Mo (Si, si ha cambiado, preguntar:)

¢ Parqué?

Observaciones
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