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“Aflatoxina B1 en sueros sanguineos por espectrometria de
masas MALDI-TOF”

RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos toxicos, producidos principalmente por hongos
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, durante
reacciones bioquimicas al interrumpirse la reduccion de grupos cetonicos en la
ruta de acidos grasos utilizados por los hongos como fuente de energia. Se
caracterizan por ausencia de inmunogenicidad, amplio espectro de toxicidad y
termoestabilidad; son contaminantes naturales de los alimentos y materias primas,

como: maiz, soya, sorgo, arroz, trigo, entre otros.

El término micotoxinas, proviene de raices griegas "mukes" refiriéndose a los
hongos o mohos del fango y toxina del latin “toxicum”; haciendo referencia a un
veneno utilizado en las flechas. Se han identificado mas de 300 micotoxinas, las
mas frecuentes son: aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona; entre otras. Los
metabolitos toxicos son cancerigenos, teratogénicos e inmunosupresores;
producen toxicidad hepatica, afectando al igual a otros 6rganos y sistemas, los
mecanismos propuestos por los que producen dafio es el estrés oxidativo y la

genotoxicidad.

En 1912 se describen a las aflatoxinas; estas micotoxinas fueron llamadas asi;
debido a que son producidas por hongos del grupo Aspergillus flavus; en 1960 en
Escocia, cobraron importancia a partir de la muerte repentina de cien mil pavos
que fueron alimentados con mani infectado con este metabolito fungico, el cual

provenia del Brasil.

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras, se han identificado al menos
20 tipos de aflatoxinas. Las mas importantes por su toxicidad son: B1, B2, M1, M2,
G1 y G2; sus efectos se producen al encontrarse con el complejo enzimatico del

citocromo P450' para su siguiente activacion.

——
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La exposicion a la aflatoxina B1 (AFB1), ocurre principalmente a través de la via
enteral y via aérea. El Instituto Internacional de Investigacion en Cancer, ha
clasificado a la AFB1 como un carcinégeno Clase 1, toda vez que en este grupo
estan considerados los agentes carcinogénicos para los humanos. La medicidén de
AFB1, permite evaluar su exposicion cronica, las tecnologias utilizadas para ésta
medicidon incluyen inmunoensayos, cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) y recientemente espectrometria.

La espectrometria de masas es una tecnologia analitica esencial, debido a su alta
capacidad de analisis, sensibilidad analitica y precision en la determinacién de las

masas moleculares, asi como los espectros de fragmentacion que proporcionan.

La espectrometria de masas de desorcidn / ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI), se utiliza con éxito en el genoma, proteoma, metaboloma, y en la
investigacién de diagnostico clinico. Nuevas pruebas han mostrado que no solo
son utiles en los analisis cualitativos y cuantitativos de proteinas, sino también de

otros tipos de biomoléculas, tales como ADN, glicanos, y metabolitos.

Objetivo: Identificar la presencia de AFB1 en suero sanguineo humano, de la
coleccién de estudio en la Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia
del Centro Médico Nacional La Raza. (Ulll CMN La Raza).

Estudio: Transversal, prolectivo, analitico, se llevo a cabo en la Ulll CMN La Raza
y en el Instituto de Quimica de la UNAM, en la Ciudad de México, durante los
meses de Enero a Mayo de 2016.

Se incluyeron 25 muestras del Banco de sueros sanguineos, ubicado en Ulll CMN
Raza, colectados durante 2015.

Método: De los sueros sanguineos almacenados a menos 70°C; se tomaron al
descongelarse 100um. Se dispuso de una solucion patron de AFB1, a una
concentracion de 1mg/500uL, de ésta, se obtuvieron 6 alicuotas para obtener las
soluciones de trabajo de 0.16mg/83.33uL. Las soluciones preparadas se
mantuvieron congeladas a menos 80°C. La metodologia empleada para el proceso

de extraccion de aflatoxinas es la propuesta por la A.O.A.C. Para la deteccion de
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AFB1 se empled espectrometro de masas MALDI TOF Bruker Daltonics,
constituido por un laser de nitrogeno, operando a 337 nm con una salida maxima
de 500 mW. Todas las muestras fueron preparadas usando una solucion de 5uL
de a- ciano-4 acido hidroxicinamico (CHCA) como matriz y 1 ym de la muestra.
Los 6 um fueron colocados en una placa de acero inoxidable, hasta su secado,
para su identificacion por espectrometria de masas.

RESULTADOS.

Se logré una deteccion eficiente del estandar de aflatoxina B1 realizado por
MALDI TOF , los espectros de masa/ carga (m/z) de interés fueron obtenidos. Se
observé pico molecular de AFB1 con PM de: 312.8808 asi como su aducto con
sodio, potasio y el dimero mas un Na+. Con respecto a las muestras bioldgicas, la
AFB1 fue detectada en 5 muestras de un total de 24, 3 de estas 5 muestras
mostraron ademas en cada uno de sus espectros picos moleculares adicionales
para la que presumiblemente seria AFG1 o AFM1 y AFG2 o AFM2. Mientras que 4
muestras mas, aunque no mostraron la presencia de AFB1 si revelaron picos

moleculares para los que posiblemente serian AFG1, AFM1, AFG2 y AFM2.
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“Aflatoxina B1 en sueros sanguineos por espectrometria de
masas MALDI-TOF”

MARCO TEORICO

Los antecedentes de la existencia de las micotoxinas y sus efectos son conocidos
por el hombre desde la edad media, al presentarse epidemias que causaron la
muerte a miles de personas sin causa explicada. Las micotoxinas son metabolitos
toéxicos, producidos principalmente por hongos pertenecientes a los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium, durante reacciones bioquimicas al
interrumpirse la reduccién de grupos cetonicos en la ruta de acidos grasos
utilizados por los hongos como fuente de energia. Se caracterizan por: ausencia
de inmunogenicidad, amplio espectro de toxicidad y termoestabilidad; son
contaminantes naturales de los alimentos y materias primas, como: maiz, soya,

sorgo, arroz, trigo, entre otros [1].

El término micotoxinas, proviene de la raiz griega "mukes" refiriéndose a los
hongos o mohos del fango y toxina del latin “toxicum”; haciendo referencia a un
veneno utilizado en las flechas. las micotoxinas han ganado reputacion por ser
potencialmente perjudiciales para la salud y el bienestar de un organismo que las
consume, ya sea animal o humano. Desafortunadamente, las micotoxinas son un

factor omnipresente en el ciclo de vida natural [2].

Las micotoxinas se forman al final de la fase exponencial o al principio de la fase
estacionaria del crecimiento del hongo; se han identificado mas de 300
micotoxinas, las que se encuentran con mayor frecuencia como contaminantes de
alimentos son: aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, fumomisinas, tricotecenas,

citrinina, patulina, alcaloides del cornezuelo del centeno, rubratoxinas A y B entre

10
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otras. Todas ellas en mayor o menor grado provocan cuadros clinicos patologicos,

con efectos toxicos agudos o cronicos en seres humanos y en animales.

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren en sus propiedades
quimicas, bioldgicas y toxicologicas. Los primeros casos de micotoxicosis
conocidos en la Edad Media fueron debidos a la contaminacion del centeno con
Claviceps purpurea. La formacion de las micotoxinas refleja que los hongos tienen
diferenciacién bioquimica, fisiolégica y morfolégica. Los metabolitos tdéxicos son
cancerigenos, teratogénicos e inmunosupresores; producen toxicidad a nivel
hepatico, renal, pulmonar y médula dsea; asi como en sistema nervioso central y
sistema enddcrino, los mecanismos propuestos para estas manifestaciones son el

estrés oxidativo y la genotoxicidad inducida por micotoxinas [3].

En 1912 Quevedo, en Argentina, describid la accion de los metabolitos toxicos de
Aspergillus spp del maiz sobre varias especies animales, lo que constituye la
primera observacion cientifica de las micotoxicosis en Sudamérica. Aspergillus es
un género de hongos filamentosos, hialinos, saprofitos, ubicuos, pertenecientes al
phylum Ascomicota. Este hongo estd formado por hifas hialinas y tienen
reproduccion sexual, con formacion de ascosporas en el interior de las ascas vy
reproduccion asexual, con formacion de conidios. ElI hongo es un contaminante
habitual de alimentos almacenados como granos y cereales, las condiciones
Optimas para la produccion de micotoxinas son a temperatura de 25 °C con
humedad relativa del 95 %. Los micelios de éste hongo, productores de
aflatoxinas, son capaces de colonizar semillas de mani, girasol, algodén, soya,

avellanas, almendras, cereales y sus derivados.

Las aflatoxinas al ser producidas por especies de Aspergillus flavus; en 1960
cobran importancia en Escocia, a partir de la muerte repentina de cien mil pavos
que fueron alimentados con mani infectado con este metabolito fungico, el cual
provenia del Brasil. Fue entones que a principio de la década de 1960

comenzaron aparecer publicaciones en las que se ponia de manifiesto la

11
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presencia de una sustancia téxica, en la harina de cacahuate procedente de

Africa, Brasil y otras zonas.

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras; son estables en los alimentos
y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccidon normales, es dificil
eliminarlas una vez que se producen. Las aflatoxinas, tienen como estructura
basica un anillo dihidrofurano o tetrahidrofurano unido a una cumarina con un
anillo de cinco o seis atomos, se han identificado al menos 20 tipos de aflatoxinas,
pertenecientes a la familia de las difurano-cumarinas, las cuales se clasifican en
dos grandes grupos en relacién a su estructura quimica; la serie 1 difuro-cumaro-
ciclo-pentanonas (AFB1, AFB2, AFB2A, AFM1, AFM2, AFM2A vy aflatoxicol) y la
serie 2 difuro-cumaro-lactonas (AFG1, AFG2) (Tabla 1). Son dos las principales
especies de Aspergillus que producen aflatoxinas son: A. flavus que origina
unicamente aflatoxinas B1 y B2 y A. parasiticus podria producir aflatoxinas B y G.
Sin embargo, las mas importantes por su toxicidad son: B1, B2, G1 y G2,
distinguidas por su color fluorescente bajo la luz ultravioleta (B: “blue”, azul y G:
“‘green”, verde). Las aflatoxinas M1 y M2 son respectivamente productos
hidroxilados del metabolismo oxidativo de las aflatoxinas B1 y B2 estos
metabolitos pueden eliminarse en la leche (tanto de humanos como de animales).
Las aflatoxinas B2, G1 y G2 son menos frecuentes y casi nulas en ausencia de
AFB1 [4].

——
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las principales aflatoxinas [1].

Tipo Férmula Peso Punto Absorciéon Emisién de
Aflatoxin Estructura Molecula Fusién Ultravioleta (g) fluorescenc
a | r (g/mol) °C ia

(nm)

265nm  360-362 nm

B1 C_H O 312 268-269 12,400 21,800 425
17 12 6
B2 C_H O 314 286-289 12,100 24,000 425
17 14 6
G1 C _H O 328 244-246 9,600 17,100 450
17 12 6
G2 C _H O_ 330 237-240 8,200 21,250 (357 450
17 14 7
nm)
M1 C _H O_ 328 299 14,150 22,900 (357 425
17 12 7
nm)
M 2 C _H O_ 330 293 12,100(264 15,400 (362 ---------—--
17 14 7
nm) nm)

Como metabolito téxico secundario la AFB1, es un potente mutageno, teratégeno
y cancerigeno, causa afeccidén inmunoldgica y nutricional; ademas participa en la
modulacién de enfermedades infecciosas. Su efecto se produce al activarse en
presencia del citocromo P450, como una molécula inestable 8,9 epdxido AFB1,
que se liga al N7 de la guanina, y se transforma en cancerigenos activos o
aductos AFB1-Gua y finalmente, en los aductos AFB1-FAPY [5]. EI mecanismo
toxicolégico de AFB1, guarda relacion con su radical epéxido, el cual interactua
con proteinas de conjugacion, generando toxicidad, inhibicion en la sintesis de
proteinas e inmunosupresion y ademas es capaz de producir genotoxicidad e
inducir procesos cancerigenos, debido a la mutacion del gen P53, donde se

produce la transversion de una guanina a tiamina en el codon 249 [3].

13
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La exposicidon en la poblacién humana y animales a la AFB1 ocurre principalmente
a través de la via enteral; en ambitos ocupacionales a la inhalacién de polvo de
grano contaminado [6]. EI principal sitio de absorcion de AFB1 es a través de
difusion pasiva hacia el enterocito; la fase inicial del metabolismo de AFB1 ocurre
en el epitelio intestinal y en el respiratorio; las aflatoxinas al incorporarse a la
circulacion sanguinea son transportadas al higado, que es el principal érgano del

metabolismo, siendo también detectadas en tejidos extrahepaticos [7,8].

Las aflatoxinas y su mecanismo de patogenicidad fueron estudiados en modelos
animales; el metabolismo y la toxicidad de AFB1 han sido investigados en
sistemas celulares humanos en estudios de higado [9]. Debido al conocimiento
actual sobre la patogenicidad de las micotoxinas, se inquieren intervenciones
preventivas que enfaticen la necesidad de desarrollar regulaciones y respetar los
estandares sustentados en la minima concentracién, almacenamiento vy
conservacion adecuada del maiz y otros cereales a fin de evitar la contaminacién
[10]

La intoxicacion aguda a aflatoxinas en la dieta, llamada aflatoxicosis aguda puede
causar falla hepatica aguda; con respecto a la exposicién cronica en la dieta con
niveles bajos de aflatoxinas, ésta se ha asociado con trastornos en la digestion, la
absorcién y/o el metabolismo de los nutrientes, con cirrosis y con el desarrollo de
carcinoma hepatocelular [11]. El Instituto Internacional de Investigacion en Cancer,
ha clasificado a la AFB1 como un carcinégeno Clase 1, ya que en este grupo

estan considerados los agentes carcinogénicos para los humanos [12].

En un estudio realizado en pacientes mexicanos, se identificaron mutaciones en el
codon 249 del gen p53 en células de carcinomas hepaticos humanos; en tres de
16 casos se encontrd la mutacion en el gen p53 y la concentracion de aductos
AFB1-lisina en los 16 pacientes fue de 0.54 a 4.64 pmol AFB1-lisina/mg de

albumina. Los antigenos para virus de la hepatitis B y/o C fueron positivos en 12

——
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de 20 casos. Los autores concluyeron que la poblacion mexicana esta expuesta a
la aflatoxina y que debido al alto consumo de maiz en la dieta, aun a
concentraciones relativamente bajas de AFB1, pueden resultar en una situacion
de alto riesgo, debido a la exposicion diaria; datos obtenidos han sefalado la
necesidad de destacar las implicaciones en la seguridad alimentaria en paises
donde los cereales son el principal substrato de la alimentacién [13]. The Cancer
Journal for Clinicians a través de su reporte estadistico del afio 2015 estimo6 que
1,658,370 nuevos casos de cancer pueden ser diagnosticados de todos los sitios

anatomicos en nifios y adolescentes de los Estados Unidos de América [14].

En paises como Africa, Asia y Latinoamérica cuya alimentaciéon es a base de
cereales se identifican tasas altas de cancer de boca, eséfago, laringe, estobmago,
higado, ceérvix y colon [15]; en México los tumores de 6rganos digestivos en 2006
sumaron 10,998 casos [16]. La medicion de AFB1 permite evaluar su exposicion
cronica, las tecnologias utilizadas para ésta medicion incluyen inmunoensayos,
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y recientemente espectrometria
[17].

Los métodos de analisis para las aflatoxinas han evolucionado desde la década de
1960; por ello, los requerimientos se han establecido en el ambito nacional e
internacional a través, del Comité Europeo de Normalizacion (CEN) o la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos Internacional (A.O.A.C International).
Recientes avances en quimica analitica como la disponibilidad de columnas de
inmunoafinidad para las aflatoxinas y las nuevas técnicas de derivacion post-
columna de HPLC mejoran significativamente los resultados analiticos [18]. Otros
meétodos de deteccion han permitido identificar elementos fungicos y metabolitos

susceptibles de ser estudiados por espectrometria de masas [19].

La espectrometria de masas es una tecnologia de alta capacidad de analisis,
sensibilidad analitica y de precision en la determinacion de las masas moleculares,
asi como los espectros de fragmentacion que proporcionan informacion de

secuencia [20,21].

——
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Un tipo de espectrometria de masas es el de desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz (MALDI), empleada por primera vez en 1985. Desde entonces, esta
tecnologia ha evolucionado y se utilizan con éxito en la identificacion del genoma,
proteoma, metaboloma, y la investigacion de diagnostico clinico. Estas tecnologias
son de alto rendimiento y sensibles; nuevas pruebas ha demostrado que no sélo
son utiles en los analisis cualitativos y cuantitativos de proteinas, sino también de

otros tipos de biomoléculas, tales como ADN, glicanos, y metabolitos [22].

MALDI-TOF es una metodologia de ionizacion suave utilizada en espectrometria
de masas que representa una técnica analitica instrumental de alta sensibilidad
capaz de identificar cuali y cuantitativamente cualquier tipo de mezclas de
sustancias. Asimismo, esta técnica también permite determinar la masa molecular
de un compuesto, y la de los diversos fragmentos que resultan de la ruptura del
mismo, proporcionando una informacion muy valiosa sobre la estructura de la

molécula.

La denominacion "MALDI" deriva de las siglas de las palabras en inglés Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacién laser asistida por
matriz) y "TOF" alude al detector de iones que se acopla al MALDI, que es del tipo

de tiempo de vuelo (Time of Flight).

Su desarrollo se remonta a finales de la década de los 80, cuando se observo que
utilizando una fuente de laser ultravioleta y embebiendo la muestra en una matriz
formada por moléculas aromaticas se conseguia una ionizacion blanda,
proporcionando la fragmentacién adecuada para la identificacion de moléculas
labiles como proteinas, péptidos, azucares y oligonucledtidos. MALDI-TOF es una
técnica muy utilizada en protedmica para la identificacion de microorganismos

mediante el método de la huella peptidica.

La espectrometria de masas, es una técnica analitica que permite identificar y
cuantificar la masa molecular de iones libres, por lo que requiere trabajar en
condiciones de alto vacio. Los espectrometros de masas estan formados por tres

elementos basicos. En primer lugar la "fuente de iones", donde a partir de la
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muestra se forma un haz de iones en estado gaseoso. En segundo término el
"separador de masas" o "tubo de vuelo", que separa los iones formados en funcién
de su relaciéon "masa/carga" (m/z) y en tercera instancia el "detector" de los iones

previamente separados.

La informacion final que nos proporciona esta técnica es la relacion m/z de los

distintos iones formados y en qué cantidad relativa estan presentes.

Principio de ionizacion MALDI. Para conseguir una ionizacién, la muestra
previamente depositada sobre la placa metalica que contiene los biopolimeros a
identificar, se colocan en disolucion con una sustancia matriz que debe contener
en su estructura anillos aromaticos. Después se evapora el disolvente a
temperatura ambiente produciéndose la co-cristalizacion de la muestra y matriz de
tal forma que, las moléculas de la muestra quedan incorporadas dentro de la
estructura de los cristales de la matriz. Esta etapa del procedimiento resulta

esencial para conseguir una posterior desorcion/ionizacién eficiente.

A continuacién, la placa se introduce en la camara de alto vacio, donde la
superficie cristalina de la muestra es expuesta a disparos de radiacion laser de
longitud de onda del espectro ultravioleta, con lo que las moléculas organicas
aromaticas de la matriz absorben una gran cantidad de energia por excitacién de
los electrones de dobles y triples enlaces, produciéndose la sublimacién del analito

y matriz depositado sobre la placa.

Ya en fase gaseosa, la estabilizacion de estas moléculas aromaticas tiene lugar
por adicion de protones que, en parte son captados por los analitos de la muestra.
Posteriormente, mediante un electrodo situado a unos pocos milimetros en frente
de la placa se aplica un campo eléctrico que acelera los iones formados desde las
proximidades de la muestra hacia el analizador de masas, donde los iones
formados se separaran en funcion de su relacion masa/carga (m/z). Para que se
produzca una ionizacion eficiente de la muestra los pulsos del laser deben ser de

energia entre 106 y 107 W/cm cuadrados, y de una duracién de 1 a 5 ns.
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Andlisis de las masas de los iones con el analizador de tiempo de vuelo. El
analizador de tiempo de vuelo es basicamente un tubo (de 1 a 4 metros) donde
entran los iones generados por el laser siguiendo una trayectoria lineal. En estas
condiciones todos los iones que entran en el tubo tienen la misma energia

cinética.

Donde la relacién m/z es proporcional al cuadrado del tiempo de vuelo, por tanto al
ser menor la relacién m/z de los iones, menor es el tiempo necesario para recorrer
el tubo de longitud L, es decir, los iones de menor m/z "vuelan" mas rapido. En la
practica estos tiempos varian desde unos pocos microsegundos a 100

microsegundos.

Poder de resolucién. Una cualidad del analizador de masas es el poder de
resolucidon. Representa la capacidad del espectrometro para distinguir entre iones
de distinta masa/carga proxima. Si m1 es la m/z del pico que nos interesa
cuantificar, y m2 la del pico mas préximo que podemos diferenciar de m1,

matematicamente la resolucién se define como:

De este modo, un espectrometro con un poder de resolucién de 20000 (que es el
que tiene poseen los MALDIs incorporados a la red asistencial de diagndstico) nos
permite diferenciar entre dos picos de masas de 200,000 y 200,010 Da, pero no

entre picos mas proximos.

En los analizadores de tiempo de vuelo la resolucion se calcula con la misma
férmula pero a partir de un solo pico considerando que el incremento de m de los

dos picos (m2-m1) es la anchura del pico a la mitad de la altura.

Detector de iones. El detector de iones consiste basicamente en una superficie de
materiales semiconductores sobre la que impactan los iones positivos
(procedentes de los analitos) que salen separados del tubo analizador. Como
consecuencia de cada impacto contra la superficie semiconductora se emiten
electrones, que por la geometria del detector, se proyectan contra otros puntos de

la superficie del detector provocando la emisibn de un mayor numero de
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electrones secundarios (los electrones primarios son los que resultan del impacto
de los iones positivos, mientras que los electrones secundarios son los que se
generan por el impacto de los electrones primarios). Por este motivo estos
detectores se conocen con el nombre de "Sistemas Multiplicadores de Electrones

Secundarios".

De esta forma se genera un "output de electrones" o pulso de electrones, cuya
carga (es decir numero de electrones) depende del numero de iones con la misma

masa que impactan en un mismo instante contra la superficie detectora.

Como los iones salen del tubo analizador separados en el tiempo por orden
creciente de su m/z para cada disparo laser tendremos una serie de output de
carga en funcion del tiempo que tarde en llegar al detector que, aplicando la
férmula el tiempo se transforma en la relacion m/z de los distintos

iones formados.

La carga de cada "output", que es proporcional al numero de iones que en un
mismo instante impactan contra el detector, se designa como "intensidad". La
representacion de la intensidad frente a la relacién m/z es lo que se conoce como
espectro de masas. Si z=1, como es habitual en la ionizacién blanda de la técnica

MALDI, en el espectro de masas se representa la intensidad frente a la masa.

En el espectro de masas, el pico de mayor intensidad recibe el nombre de "pico
base", y el de mayor masa se llama "pico molecular", ya que suele representar la
molécula sin fragmentar. Normalmente las intensidades se expresan en términos
relativos como porcentaje del pico base, por ello la escala de intensidades va de
cero a 100. Dependiendo de como esté calibrado el equipo, los valores de las

masas de los iones formados en la técnica MALDI va de 2000 a 20000 Da.

Debido a que con un disparo obtenemos un espectro de masas, podemos asumir
que con los disparos realizados sobre la misma muestra se obtienen espectros.
Para conseguir un unico espectro, se representan todos los picos obtenidos en un

solo espectro de masas sumando las intensidades de los picos idénticos [23].
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Con respecto a la técnica la conocida como espectrometria de masas MALDI-
TOF, es preciso decir que responde al hallazgo, relativamente reciente, de que si
los fragmentos de las moléculas analizadas se mezclan con una matriz de
naturaleza organica, la luz del laser resulta absorbida de forma mas eficiente y los

espectros tienen mayor intensidad en su fragmentacion [24].

El hecho de que la ionizacion por MALDI permita detectar moléculas termolabiles,
como las proteinas de forma intacta, la incluye dentro de los métodos de
ionizacion suave. El analisis de los iones que se producen mediante este
fendmeno proporciona una informacién estructural de la molécula original muy util,
si bien se hace necesario separar estos fragmentos [25]. De esta forma ha sido
descrita la tecnologia MALDI- TOF y estudiadas las aflatoxinas con respecto a su
mecanismo de accion y actividad, sin embargo aun existen interrogantes sobre su
accion, localizacién y que otros métodos podrian ser de utilidad para su deteccion
y cuantificacién. En un futuro, se propone un biomarcador para la identificacion a
través de microRNA [26] .

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aflatoxinas, son las micotoxinas mas estudiadas ya que constituyen una
importante preocupacion en la salud humana debido a que son reconocidas

principalmente como carcinégenos.

La AFB1, es una de las principales aflatoxinas producidas en la naturaleza, es la
mas abundante, potente y toxica. Encontrandose en alimentos, por lo que, la
exposicion del hombre a ella es continuo, esta en cereales (maiz, arroz, trigo,
sorgo, cebada, avena, milo, centeno y sus productos derivados como tortillas,
cereales, harinas, pastas, etc.), en semillas oleaginosas (cacahuate, nueces,
avellanas, pistaches, pifiones, semillas de girasol, de algoddn, ajonjoli vy
almendras), en especias (chiles, condimentos, paprika, comino, mostaza, etc.),
higos y frutas secas. Las aflatoxinas son las micotoxinas mas toéxicas y dafian a
todos los animales (ganado bovino, aviar, equino, porcino, peces, ratas y

mascotas como perros y gatos, etc.); contamina los productos derivados como
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huevos, lacteos (leche, yogurt, quesos y crema), también derivados carnicos como
salami, jamon, pechugas de pollo, patés, embutidos y cervezas, en alimentos
balanceados para animales y humanos, sé6lo hay trazas en vinos. La
contaminacion por aflatoxinas en alimentos se produce durante su

almacenamiento, aunque especialmente si la cosecha esta humeda [1].

La falta de adecuadas técnicas y métodos para su deteccidén asi como laboratorios
equipados, recursos humanos y econdmicos puede ser una de las causas de la
limitada informacion sobre la presencia de aflatoxinas en suero de humanos. Otro
factor importante es la carencia de regulaciones, la ausencia de vigilancia y control
por parte de los organismos que deberian realizar estas labores. Hoy en dia,
algunos paises desarrollados tienen una legislacion clara en cuanto a las
concentraciones de AFB1 permitidas en sus alimentos, la cual no puede superar
las 20 partes por billén (ppb). Adicionalmente, algunos expertos coinciden en que
es fundamental trabajar en estrategias preventivas para evitar la exposicidén a esta
toxina, siendo la mas importante la tecnificacion del sector agricola y evitar asi la
contaminacion de los cereales con hongos productores de micotoxinas. Por tal
razon se plantea la necesidad de identificar la presencia en suero sanguineo de
AFB1, por medio de espectrometria de masas: MALDI TOF, al ser una tecnologia
de alto rendimiento y sensible, util en el analisis cualitativo y cuantitativo de

biomoléculas.

JUSTIFICACION

Métodos actuales como la espectrometria de masas en la tipificacion de
microorganismos Yy la identificacion de metabolitos de bajo peso molecular como
son las aflatoxinas; lo apunta como una herramienta de apoyo en el ejercicio del
diagnostico meédico, principalmente en la micologia médica, basado en el
conocimiento de estructuras especificas y otros metabolitos fungicos, pudiéndose

encontrar in vitro o in vivo.

——
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Las aflatoxinas representan un grupo de metabolitos secundarios, actualmente se

ha reconocido su importancia como un marcador clinico [27] .

Al considerar el riesgo que las aflatoxinas representan para los seres humanos por
su capacidad de carcinogénesis, teratogénesis, inmunosupresion y cuadros
clinicos de neurotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, mielotoxicidad,
toxicidad pulmonar y endocrina, los resultados analiticos de los diversos estudios
han identificado la presencia de aductos Aflatoxinas B1 en orina, y en tejidos,
desconocemos si estan presentes en forma libre sin formar aductos, de ahi que
buscamos identificarlas en suero sanguineo, se ha mencionado que la exposicion
a AFB1 puede estar asociada con la progresion de varias enfermedades, los
resultados de este estudio podrian orientar a su identificacion utilizando MALDI

TOF y contribuir a diagndsticos.
OBJETIVO GENERAL.:

Identificar la presencia de AFB1 en suero sanguineo humano de la
coleccién de estudio en la Unidad de Investigacion en Inmunologia e
Infectologia de CMN La Raza; utilizando espectrometria de masas: MALDI
TOF.

OBJETIVO ESPECIFICO

Cuantificar la presencia de AFB1 en suero sanguineo humano de la
coleccion de estudio en la Unidad de Investigacion en Inmunologia e
Infectologia de CMN La Raza; utilizando espectrometria de masas: MALDI
TOF.

TIPO DE ESTUDIO :

Por incluir un grupo de sueros sanguineos analitico; comparativo con un estandar
de AFB1. Por la finalidad del estudio, evidenciar presencia de aflatoxinas,
observacional. Por el numero de mediciones, transversal. Por el control de la

asignacion de los factores de estudio y la captura de datos: prolectivo. Por el inicio
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del estudio en relacion a la cronologia de los hechos: retrospectivo. Tipo de

muestreo. Muestreo no probabilistico consecutivo.

UNIVERSO Y POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo en la Unidad de Investigacidn en Inmunologia e
Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza (Ulll CMN “La Raza”) , en la
Ciudad de Meéxico, durante los meses de Enero a Mayo de 2016. Banco de
sueros, colectados en el 2015, almacenados a menos 80°C, en oscuridad en la
Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia del Centro Médico Nacional

“La Raza”.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion

e Sueros sanguineos de la coleccion ubicada en la Unidad de Investigacion en
Inmunologia e Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”.

e Conservadas en congelacion a menos 80 ° C.

e Seres humanos adultos mayores a 18 afios.

e Sin importar el género, raza o condicion social.

¢ Que se tenga fisicamente el suero de la coleccién.

e Cuente con consentimiento informado para estudio del mismo.

Criterios de Exclusion. Partiendo del punto en que la Ulll se desempefia con altos

estandares de calidad, por lo que los criterios abajo mencionados son unicamente

por fines académicos del alumno.

e Cuya preservacion no sea adecuada.

e Muestra que no posea la cantidad de micro litros necesarios para la técnica de
espectrofotometria de masas.

e Aquel que no cuente con consentimiento informado para estudio del mismo.
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VARIABLES

Variable 1 de interés : Aflatoxina B1

Definicién conceptual: Cristal sélido de color que va del blanco al amarillo, sin olor,
sin sabor e incoloro, es insolubles en agua y soluble en solventes organicos
(metanol, cloroformo, acetona, acetonitrilo y dimetilsulféxido), en cloroformo o
benceno es estable por afios en refrigeracion y oscuridad. La aflatoxina en
solucion es sensible a la luz, se descompone en el aire, oxigeno, soluciones
alcalinas o de acidos suaves y se nombra segun el color de la fluorescencia que
emana con luz UV de onda larga, en color azul B ( blue), con anillo de
ciclopentano, lo que permite detectarla en trazas de 0.5 ng o menos, en
cromatografia de capa fina. El numero 1 que le sigue a su abreviacion, indica la
movilidad que tiene en la cromatografia de capa fina segun su peso molecular, de
312. Dentro de sus propiedades fisicoquimicas presenta maximos picos de
absorbancia de luz UV de 265 nm a 362 nm, resiste altas temperaturas; se
descompone de 237 °C a 306 °C, segun el tiempo de calentamiento, la humedad
del alimento y el pH. Asi, la AFB1 no se rompe con la ultrapasteurizacion, coccion,
freido o hervido, nixtamalizacién, ni fermentacion, pero se puede destruir si se
calienta en autoclave con amonio o hipoclorito de sodio. Actuan en trazas de

millonésimas de gramo (microgramos por kilogramo = ug kg-1) o menos [1].

Definicibn operacional: Toxina detectada a partir de una desproteinizacion del
suero con acetonitrilo, enseguida de su extraccion con cloroformo en particiones y
deteccion por espectrometria de masas con tecnologia de MALDI-TOF

Tipo de variable: Cualitativa.

Variable 2 de interés : Suero sanguineo (muestra biolédgica).

Definicibn conceptual: Porcién liquida de la sangre , con ausencia de
anticoagulantes, de color amarillo translucido, compuesto 90% de agua, 10%

restante contiene minerales, hormonas, electrolitos, residuos y nutrientes.
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Definicion operacional: Suero obtenido de la centrifugacién de sangre total a 3500
rpm.

Tipo de variable: Cualitativa

DISENO DEL ESTUDIO.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Los sueros sanguineos que se encuentren en el banco de la Unidad de
Investigacion en Inmunologia e Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”.

Disponibles para estudio y no mayor de 50 muestras.

MATERIAL Y METODO

EQUIPOS

La identificacion de AFB1 se llevd a cabo por medio de un espectrometro de
masas Microflex Bruker Daltonics. Se utilizé centrifuga para eppendorff Modelo
PVC-2400, marca Boekel, una estufa General Purpuse Incubator modelo 150
marca Thermo Scientific ademas de agitador Vortex y pipetas de diversos

volumenes.

REACTIVOS

Estandar A6636 Sigma Aflatoxin B1 Sigma, los disolventes Cloroformo Sigma-
Aldrich grado HPLC, Acetonitrilo Sigma-Aldrich grado HPLC , Agua filtrada con
sistema Mili-Q, Benceno Sigma-Aldrich grado HPLC, a- ciano-4 acido
hidroxicinamico MBT Galaxy HCCA Matrix GPR, Hipoclorito de Sodio y agua

destilada se adquirieron de forma comercial .

PREPARACION DE ESTANDAR.

Para la preparacion del estandar de AFB1: A6636 Sigma Aflatoxin B1 de
Aspergillus flavus, nivel de calidad Premium, 98% de pureza, con un peso
molecular 312.27, el cual fue reconstituido con benceno: acetonitrilo 9:1, en un
volumen de 500 ulL. Se dispuso de una solucion patrén de AFB1, a una

concentracion de 1mg/500uL, de ésta, se obtuvieron 6 alicuotas para obtener las

——
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soluciones de trabajo de 0.16mg/83.33uL. Las soluciones preparadas se

conservaron en congelacién a -80°C.

EXTRACCION DE AFLATOXINA

La metodologia empleada para el proceso de extraccion de aflatoxina es la
propuesta por la A.O.A.C. [28]. Se tomd 100 uL de las muestras de suero, se le
adiciond 1.5 ml de acetonitrilo, el cual permitié eliminar las proteinas contenidas
en la muestra, posteriormente fue centrifugada durante 5 min a 3500 rpm vy el
sobrenadante fue separado, para la extraccién de aflatoxinas.

Las aflatoxinas en el sobrenadante se extrajeron en 3 particiones, con cloroformo
(2, 1 y 1 mL), agitandose durante un minuto, cada porcién, para posteriormente
centrifugarse y unir los extractos cloroférmicos en un vial de vidrio, protegido de la
luz con papel aluminio. EIl extracto cloroférmico fue llevado a desecacion
empleando una estufa a 40 ° C, debido a la estabilidad y no volatilidad de estas
toxinas a esta temperatura. El extracto seco se disolvié con 100uL de acetonitrilo.
Para garantizar una adecuada y correcta extraccion, intencionalmente se
contamin6 una muestra con estandar de aflatoxina, verificando asi que durante el
procedimiento se conservara la AFB1 y al final del proceso de extraccion, se

lograra identificar.

PURIFICACION

El acetonitrilo siendo un disolvente polar, que no da ni aceptan protones, se utiliza
como disolvente de polaridad media que es miscible con agua, con dipolo de 3.84
Da, el acetonitrilo disuelve una amplia gama de compuestos iGnicos y no polares,

ayudando a la purificacion de la muestra.

DETECCION

Para la deteccion de AFB1, se empled espectrometria de masas con tecnologia de
MALDI-TOF. La fuente MALDI TOF esta constituida por un laser de nitrégeno,
operando a 337 nm con una salida maxima de 500 mW dirigido a la muestra a una

frecuencia de 17.75 Hz a 71 pulsos. Todas las muestras fueron preparadas
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usando una solucion de SulL de a- ciano-4 acido hidroxicinamico como matriz y 1
uL de la muestra. Los 6 pL fueron colocados en una placa de acero inoxidable,
hasta su secado; produciéndose la cristalizacion de la muestra y matriz de tal
forma que, las moléculas quedan incorporadas dentro de la estructura de los
cristales de la matriz. Esta etapa del procedimiento fue esencial para conseguir

una eficiente desorcidon/ionizacion.

ASPECTOS ETICOS

El trabajo de investigacion no interfiri6 con la atencidn del paciente, los
procedimientos estuvieron de acuerdo con las normas del IMSS y éticas del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud,
De acuerdo al articulo 17, donde se considera investigacion sin riesgo para el
paciente; y con base en la reforma del articulo 79 de la LGS, todos los
participantes para el ejercicio del proyecto de investigacion se encuentran
calificados, con diplomas emitidos por Instituciéon y Universidad. En relacion a la
declaracion de Helsinki, adoptada en la 642 Asamblea General, realizada en
Fortaleza, Brasil en octubre de 2013, dirigida principalmente a médicos, con
instancia a involucrados en la investigacion en seres humanos, con respecto a
conservar la confidencialidad de los datos, asi como lo relacionado a contar con

Consentimiento informado para el estudio.

CONSIDERACIONES BIOETICAS

El estudio fue factible desde el punto de vista bioético ya que solo se trabajoé con
sueros sanguineos de la unidad de investigacion de inmunologia e Infectologia del
Centro Médico Nacional “La Raza” y ya se contaba con el consentimiento
informado. No se incluyeron muestras nuevas para esta investigacion. Con motivo
de organizacion de la informacion para mantener la confidencialidad y discrecion,
no se capturd el nombre y numero de afiliacion de cada paciente en la hoja de
recoleccion de datos, no se tomd registro de ningun otro dato personal como
direccion o teléfono. Los datos de los pacientes fueron guardados en una carpeta

encriptada en la computadora del investigador principal que se mantuvo siempre

27

——
| —



Aflatoxina B1 en sueros sanguineos por espectrometria de masas MALDI-TOF

bajo resguardo del investigador principal por lo que nadie excepto €l tendra acceso

a los datos

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

Las muestras se manipularon con base en el conocimiento y uso de las normas de
manejo de biologicos-infecciosos y de laboratorio clinico: NORMA Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico infecciosos - Clasificacion y especificaciones de
manejo, quien establece la clasificacion de los residuos peligrosos biologico-
infecciosos asi como las especificaciones para su manejo y con base en los
lineamientos generales recomendados para la utilizacion de sustancias quimicas
peligrosas y toxicas e Isétopos radiactivos, emitido por la Coordinacion de
Investigacion en Salud y la comisién de Bioseguridad.

Asi como por la NORMA Oficial Mexicana NOM-166-SSA1-1997, Para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos, quien establece los
requisitos que deben satisfacerse para la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios clinicos.

Con base en la NOM-005-STPS-1998 y su modificacion relativa a las condiciones
de seguridad e higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y
almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas, que queddé como PROY-
NOM-005-STPS-2004. De igual forma y con base en NOM-047-SSA1-2011, con
respecto a la Salud ambiental-indices bioldgicos de exposicién para el personal
ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas, publicado en el DOF en Junio
6 de 2012.

La agencia internacional de investigacion en cancer considera a las aflatoxinas
como carcinégeno humano, subgrupo A (alto grado de evidencia) por lo cual para
el manejo de esta clase de compuestos se requiere experiencia y ser manipulados
de acuerdo a procedimientos y medidas de seguridad de la A.O.A.C [28].

Se realiza la preparacion de la solucion estandar mediante dilucion. Por lo que
recomiendan como minima proteccién uso de campana de extraccion, lentes de

seguridad, cubre boca, bata de laboratorio, guantes de latex y hule.
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FACTIBILIDAD Y RECURSOS.

El Instituto de Quimica de la UNAM cuenta con los recursos materiales y humanos
para llevar a cabo el estudio, se cuenta con la infraestructura necesaria y personal
altamente calificado y la coleccion de sueros sanguineos de la unidad de
investigaciéon en inmunologia e Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”
de donde se obtuvieron los sueros sanguineos, permitieron el pleno desarrollo de
esta investigacion. No hubo financiamiento para la realizaciéon del trabajo. Se

sometera a concurso para obtenerlo.
ANALISIS ESTADISTICO
Debido a la naturaleza de las variables cualitativas, se utilizaron: frecuencias vy

porcentajes. Con base a los datos obtenidos de las muestras, y para responder al

objetivo planteado, para la parte descriptiva de la informacion (Tabla 2).

Tabla 2. Cuadro de frecuencia y porcentajes

CATEGORIA FRECUENCIA PORCENTAJE
Presencia de AFB1 5 20.8%
No presencia de AFB1 19 79.2%
TOTAL 24 100 %
RESULTADOS

Se logré una deteccion eficiente del estandar de aflatoxina B1 realizado por
MALDI TOF la adicion de NaCl mejoré la sensibilidad analitica a través de
cationizacion con Na+, usando como matriz a-ciano -4 -hidroxicinamico (CHCA ).

La éptima detecciéon del estandar AFB1 sigma , por MALDI-TOF fue exitosa, se
observo pico molecular de AFB1 con PM de: 312.8808 Da , los principales iones

detectados en el espectro corresponden al Na* y K* resultado de la cationizacion
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de la matriz con el estandar de AFB1; es decir, los aductos de m/z 335 para [B1 +

Na*]; aducto de Na*, m/z 350 para [B1 + K*]; aducto de potasio y m/z 647 para [B1

+B1+ Na’]; el dimero mas el Na+ (Grafica 1).

Grafica 1.
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No obstante, aun cuando el estandar fue con calidad Premium, con 98% de

pureza en el espectro del mismo, se observé otro pico molecular de m/z 314.8585

qgue posiblemente corresponderia a la AFB2. (Grafica 2)
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Grafica 2.

Con respecto a las muestras bioldgicas, la aflatoxina de mayor frecuencia fue la
AFB1, lo cual coincide con la mayoria de estudios reportados a nivel internacional.
La AFB1 fue detectada en 5 muestras de un total de 24. De estas 5 muestras con
presencia de AFB1; 3 de ellas mostraban en cada uno de sus espectros picos
moleculares adicionales; m/z 328 para la que presumiblemente seria AFG1 o
AFM1 , y m/z 330 para AFG2 o AFM2. Mientras que 4 muestras, aunque no
demostraron la presencia de AFB1 si mostraron picos moleculares para los que
posiblemente serian AFG1, AFM1, AFG2 y AFM2. Deducimos lo anterior solo con
probabilidades ya que no contamos con los estandares de cada aflatoxina. Grafica
3 y tabla 3.

Para un segundo control de calidad a la muestra niumero 25*, se le adiciond
intencionadamente estandar AFB1 sigma, el cual evaluo el sistema de extraccion

de la aflatoxina en las muestras bioldégicas, confirmando la adecuada y correcta
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meétodo de extraccion. La técnica toma poco tiempo, requirié poca preparacion de

la muestra y no derivatizacion o separacion cromatografica.

Grafica 3.

Especimenes con deteccidn positiva a Aflatoxinas .
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mAFM10AFG1 (PBE) mAFB2 m AFB1 mAFM2 o AFG2(PBE)

Tabla 3. Descripcion de los picos con representacion de Aflatoxinas

No de SUERO AFLATOXINA PRESENTE
2 AFB1
3 AFB1
5 AFB1, AFB2, AFM10G1Y
AFM2 o G2
AFB1, AFB2 y AFM1 o G1
AFB1
14 AFM2 O G2
16 AFB2
19 AFM1 O G1
25 AFM1 O G1
(=)
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Analisis cuantitativo de AFB1.

El espectro del analisis cuantitativo de AFB1 en suero sanguineo, es medido
relativamente en comparacion con el estandar de AFB1.

Las concentraciones de analito en este caso se obtienen directamente a partir de
las alturas de los picos de los espectros de masas, que permiten el analisis
cuantitativo gracias a la existencia de picos unicos para cada componente y cada
valor de m/z. A una intensidad relativa una concentracion relativa con base a la
altura del pico del espectro de masas. El estandar de AFB1 a una concentracion
de 1mg en 500 pl, se dividi6é en 6 viales de 83.33 uL cada uno con 166.66 ug de
estandar AFB1, con una concentracion conocida del estandar 416.65 ng a una
intensidad relativa de 782 a.i.,, se calculdo la concentracion de los sueros

sanguineos de la intensidad relativa conocida por el espectro de masas. Tabla 2.

Tabla 2 . Concentracion relativa de AFB1 en sueros sanguineos
Estandar Intensidad Relativa (a.i.) Concentracién
AFB1 (A) 782 416.65ug
Suero Intensidad Relativa (a.i.) Concentracion calculada

2 1 0.532ug
3 .99 0.526ug
5 3 1.569ug
6 10 5.321ug
9 .97 0.516ug

Intensidad relativa: La intensidad relativa de un pico representa su intensidad en comparacion con el pico base. Por
beneficio, este dato se indica en la izquierda del espectro de masas.

Pico base: Es el pico mas intenso en el espectro de masas. Es usado como base para normalizar las intensidades de los
otros picos. Al pico base se le asigna una intensidad relativa de 100%

Relacion masalcarga: Esta expresion, abreviada m/z, es la relacion del nimero de masa (m) de una particula conocida
entre el nimero (z) de unidades cargadas electrostaticamente (e) que posee la particula. Asi, m/z es una relacién
adimensional que es el parametro medido por el analizador de masas. La masa de una particula dada es igual a la suma de
sus masas atémicas (en Daltons) de todos los elementos que componen la particula. El simbolo para las unidad de masa es

u, y corresponde a 1/12 de la masa del 12C, al que se la ha asignado un valor de 12.000000 por convencion.
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DISCUSION

El analisis de aflatoxinas es relevante en términos de Salud Publica, las
micotoxinas han sido estudiadas en las recientes décadas debido a sus efectos
toéxicos en los seres humanos y en animales en relacion con: citotoxicidad,

carcinogenicidad, mutagenicidad , hepatotoxicidad y neurotoxicidad [29,30,31].

La aflatoxina B1 es la mas importante en aspectos de toxicologia y por estudios
epidemiologicos de cancer de higado debido su representacion como biomarcador
[32,33]. Las aflatoxinas ingeridas con los alimentos se absorben por la mucosa
intestinal, con posterior distribucidon hematoégena al higado, logrando llegar a otros

organos.

La AFB1 activada se liga a proteinas formando conjugados o aductos que se
pueden detectar en sangre, orina y tejidos del organismo. La albumina es una
proteina sintetizada en los hepatocitos, sitio donde muchos cancerigenos se
metabolizan a sus formas reactivas [1]. La confirmacién de éste marcador
mutagénico y cancerigeno, descrito generalmente en su origen concerniente con
la contaminacién de alimentos y semillas, y por otro lado la identificacion de
aductos de aflatoxinas en hepatocarcinomas de poblacion mexicana [13], orientd
la realizacion de este trabajo; para identificar la presencia de AFB1 en suero
sanguineo, aprovechando que se cuenta con una coleccion de estos

especimenes, los cuales se han utilizado como control para otros estudios.

Los autores lograron observar en principio que la Aflatoxina B1 es termoestable,
estuvo congelada a -80 °C durante un afo; caracteristica también informada en su

trabajo por Scholl y colaboradores. [17].

En este estudio, los autores detectaron la AFB1 en 5 muestras de un total de 24
especimenes. Se ha propuesto que la diferencia en la potencia del efecto de las
aflatoxinas entre las especies puede ser parcialmente atribuida a las diferencias

en el metabolismo, asi como el tipo y cantidad de la ingesta [10,34].

También se encontré que 3 de los 5 especimenes mostraron en cada uno de sus

espectros picos moleculares adicionales; m/z 328 para la que presumiblemente

34

——
| —



Aflatoxina B1 en sueros sanguineos por espectrometria de masas MALDI-TOF

seria AFG1 o AFM1, y m/z 330 para AFG2 o AFM2; sin que pudiese confirmarse

por no contar con el estandar al respecto.

Con relacion al analisis cuantitativo de la Aflatoxina B1 en suero sanguineo, se
identificdé que debido a que se conoce el espectro de masas de la aflatoxina se
pudo confirmar su presencia y calcular la cantidad relativa presente en la muestra,
debido a la existencia de picos unicos para cada componente y cada valor de m/z;
ya que a una intensidad relativa una concentracion relativa, interpretado por la
altura del pico del espectro de masas. Las concentraciones relativas menor y
mayor fueron de 0.516ug y 5.321ug respectivamente. El nivel maximo tolerado de
Aflatoxina B1 en alimentos es de 1 a 20 ug/kg, este limite es aplicado en paises
regulados por la Union Europea, también en paises de Latinoamérica en particular
los que conforman el Mercado comun del Sur (Mercosur) [35]. Estos datos son
iniciales, se requiere contar con mayor numero de ellos para establecer otras
propuestas de estudio, si bien los autores consideran que estos hallazgos ofrecen
racional y eficiente apoyo en la deteccion de la Aflatoxina B1 a través de la
espectrometria de masas MALDI-TOF.

Al respecto, se han utilizado varios meétodos analiticos desarrollados para la
deteccion y cuantificacion de micotoxinas en semillas y alimentos, con el fin de
controlar los contenidos residuales de éstas, entre ellos se ha usado ampliamente
la cromatografia [1,36] y en recientes afios el uso de la desorcidén/ionizacion
asistida por matriz (MALDI) junto con el analizador de tiempo de vuelo (TOF) [37].
Esta técnica ha emergido como una rapida, precisa y sensible herramienta para la
identificacion de aflatoxinas, requiere poco tiempo y no necesita derivatizacion o
extraccion liquida, lo que lo hace un método reproducible en investigacion
diagnodstica clinica. Esta tecnologia tiene alto y sensible rendimiento, util en el
analisis cuantitativo y cualitativo de proteinas, asi como de otras biomoléculas
como DNA, glicanos y metabolitos para el descubrimiento y cuantificacion de
biomarcadores en especimenes biolégicos, especialmente aquellos como
plasma/suero, la real aplicacion de tecnologias sustentadas en MALDI para el

diagndstico clinico de hongos esta proximo [38].
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Existe la necesidad de eficiente y efectivo muestreo y métodos analiticos que
puedan ser usados para la deteccidn y analisis de micotoxinas en paises con
economia en transicién o donde la dieta esta sustentada en el maiz como ocurre
con México [10,36].

La toxicidad de la micotoxina varia considerablemente, la especie animal expuesta
a ésta, el tiempo de exposicion, edad y estado nutricional. La mayoria de los
efectos toxicos de las micotoxinas son limitadas a 6rganos especificos, aunque
varias toxinas afectan varios érganos. Las micotoxinas son compuestos altamente
estables, el hongo que las produce es ubicuo y la contaminacién de los alimentos

o semillas ocurre antes y después de la cosecha.

En este caso estamos ofreciendo resultados iniciales, ya que tenemos
considerado llevar a cabo el estudio con 50 muestras de suero sanguineo; lo que
en este caso puede identificarse como una debilidad del estudio el tamafio de

muestra.
CONCLUSION

Las micotoxinas siguen siendo un problema real que afecta silenciosamente la
salud publica en paises en via de desarrollo. La investigacién en este tema es
fundamental para mitigar su impacto, dado los efectos mutagénicos vy

carcinogénicos causados por estas sustancias toxicas.

Los hallazgos de este estudio ofrecen racional y eficiente apoyo en la deteccion de
la Aflatoxina B1 a través de espectrometria de masas MALDI-TOF.
Se requiere contar con mayor numero de especimenes estudiados para establecer

otras propuestas relacionadas con la presencia de la AFB1 en suero.
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