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RESUMEN

En el presente trabajo se determind en pacientes de diferentes localidades
que acuden al Instituto Mexicano del Seguro Social No. 7 de Huatabampo Sonora,
el indice Sa/So, el consumo de maiz y su relaciéon con la exposiciéon a fumonisinas.
Se aplicé una encuesta de frecuencia de consumo de maiz y sus productos, para
estimar su consumo alto, medio o bajo. Asi mismo se determind cuantitativamente
los niveles de esfinganina (Sa) y esfingosina (So) en muestras de orina, utilizando
HPLC-Fluorescencia en base a la metodologia propuesta por Solfrizzio et al,,
1997. El analisis de los datos obtenidos muestran que no se encontraron
diferencias significativas, entre el indice Sa/So de los sujetos de estudio vs.
localidad, sexo y nivel de consumo de maiz y sus productos. Se encontré un alto
indice promedio de Sa/So de la poblacion estudiada (1.88+0.446), en relacion a
los ya reportados por otros autores en México y otros paises, sugiriendo que
probablemente se deba a la exposiciéon a fumonisinas, por lo que es recomendable
continuar este tipo de estudios para determinar con certeza la fuente de

exposicion y sus efectos en la salud
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OBJETIVOS

General

Determinar la exposicién a fumonisinas en pacientes del Instituto Mexicano del

Seguro Social N° 7 de Huatabampo Sonora, mediante el indice Sa/So en orina y
su relacién con el consumo de maiz.

Especificos

— Evaluar la frecuencia de consumo de maiz y sus productos a los sujetos de
estudio.

— Determinar el indice Sa/So de los sujetos de estudio mediante la

cuantificacién de esfinganina (Sa) y esfingosina (So) en orina por medio de
HPLC.

— Evaluar la correlacion entre los niveles de exposicidon a fumonisinas y el
consumo de maiz.
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HIPOTESIS

Los pacientes del Instituto Mexicano del Seguro Social N° 7 de
Huatabampo Sonora presentan valores elevados del indice Sa/So debido al alto

consumo de productos de maiz.
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JUSTIFICACION

La ciudad de Huatabampo, estd rodeada de campos agricolas donde se
cosechan y se consumen diversos tipos de granos. El maiz es uno de ellos,
mismo que se ve afectado por diferentes organismos. Las condiciones climaticas
de la regién favorecen el ataque de una gran variedad de hongos en el maiz.
Estudios realizados en el sur de Sonora, muestran una alta incidencia del hongo
Fusarium, mismo que produce micotoxinas llamadas fumonisinas, las cuales
pueden acumularse en los organismos y generar distintos trastornos fisiolégicos
en animales y humanos. Su toxicidad depende de la cantidad ingerida y del
tiempo de exposiciéon. Es por ello que en este trabajo se propone determinar el
indice de exposicion a fumonisinas, a través del indice Sa/So en personas, con

dicho estudio podremos ver el grado de exposicion a estas micotoxinas.



INTRODUCCION

El maiz es un producto basico en la canasta alimentaria de los
mexicanos. En nuestro pais, es uno de los cultivos mas importantes desde el
punto de vista alimentario, politico, social, econémico e industrial. El estado de
Sonora es un gran productor y consumidor de maiz, seglin la Secretaria de
Agricultura y Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA), y
Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). El municipio de
Huatabampo, dentro del distrito de riego de Navojoa, ocupé el segundo lugar

en produccién de maiz en el periodo otofio-invierno 2011 a nivel estatal

(SAGARPA/ SIAP, 2011).

Este grano se produce en dos ciclos productivos, primavera-verano y
otofio-invierno, bajo diversas condiciones agroclimaticas como lo son humedad,
temporal y riego. El maiz puede encontrar condiciones adversas que puede
afectar su calidad, como las malas condiciones climaticas, de cultivo, de
cosecha y de almacenaje ya que en las zonas suburbanas el maiz que
cosechan lo almacena en costales y tiende a tener mayor riesgo de exposicion
a al ataque de diferentes vectores como lo son: bacterigas, aves, roedores,

insectos y hongos (Fuentes et al., 2011).

En Sonora se han realizado estudios de la micobiota del maiz cultivado
en sus principales regiones agricolas, siendo los valles del Yaqui y Mayo, dos

de ellas. Estos estudios revelaron que el género Fusanium, es el mas



predominante, encontrandose sus especies, moniliforme y proliferatum, las
cuales son las principales productoras de Fumonisinas. Estas micotoxinas,
agrupadas en cuatro categorias de las cuales, las mas conocidas son la FB;,
FB2, FB3, como otras micotoxinas pueden contaminar al maiz (Visconti et al.,
1999). La FB; representa un 70% del total de la fumonisinas, ademas de ser la
mas toxica. Se ha demostrado que el consumo de la FB, afecta la salud en
animales, humanos y se le considera como un precursor de cancer (Torres-

Sanchez y Lépez-Carrillo, 2010; Carrillo, 2003).

Estudios realizados por diversos investigadores, han demostrado la
toxicidad de FB1 (Gelderblom et al., 1988, Merril et al., 1997, Colvin y Harrison,
1992), la cual afecta el metabolismo de esfingolipidos. Con la interrupcién en
este proceso puede generarse distintas patologias en animales y humanos. De
ahi la importancia del desarrollo de biomarcadores de exposicién como el indice

de Sa/So, el cual puede ser cuantificado en fluidos corporales de sujetos que se

han expuesto a fumonisinas (Bando et al., 2007).

Se han realizado estudios de exposicion a fumonisinas en personas
adultas y de areas urbanas, sin embargo poca atencién se le ha prestado a
sujetos en areas suburbanas (Torres-Sanchez y Lépez-Carrillo, 2010). En estas
regiones se tienen distintos habitos alimentarios influenciados por tradicion o
escasos recursos econdmicos de la poblacion. De tal manera que consumen

alimentos que ellos mismos cultivan y procesan, como es el caso del maiz.



Debido a esto la importancia de realizar este estudio es determinar si las
personas que habitan en areas suburbanas, como es el caso del Municipio de
Huatabampo estan expuestas a exposicién a Fumonisinas por consumo de

maiz contaminado.



ANTECEDENTES

Generalidades e importancia del maiz

La planta de maiz (Zea mays L), tiene la caracteristica de adaptarse
practicamente en todos los ecosistemas de México, bajo las diferentes
condiciones de suelo, clima, humedad y temperatura. Sus granos son usados
como alimentos en distintas etapas de su desarrollo como hortaliza, mazorca
verde o seca, etc. La mayoria de la produccion de maiz en el mundo va dirigido
a la alimentaciéon animal, pero en otros paises se emplea como alimento
humano en cantidades significativas, por lo cual se le considera dentro de los
alimentos basicos. El humano consume  aproximadamente 300 g/dia,
proporcionando el 56% de las calorias y el 47% de las proteinas a la poblacion
mexicana (Landero et al., 2005). Este cereal no solo es relevante en el area
alimenticia sino también en otras areas como politico, social, econémico e
industrial. Para la industria alimentaria, representa la materia prima basica para
la elaboracién de almidon, aceites, bebidas entre otros productos (Salazar-

Martinez et al., 2009).
Produccién

Segun la Organizacién de Alimentos y Agricultura de las Naciones
Unidas (FAOSTAST por sus siglas en inglés), México ocup6 en el 2010 el

cuarto lugar en produccién de maiz a nivel mundial. Este cereal es cultivado en



dos ciclos; primavera-verano y otofio-inverno, siendo las variedades mas
producidas el maiz blanco y maiz amarillo o forrajeo. El primero para consumo
humano y para consumo animal el segundo, ademas de utilizarse ambos para

procesamiento industrial (Galarza et al., 2012).

Sonora ocupa el décimo lugar en producciéon de maiz (Tabla 1), las
localidades de mayor produccion son el Valle del Yaqui, Valle del Mayo y
Guaymas. Siendo el Valle del Mayo el que ocupa un segundo lugar de
produccién a nivel estatal (Tabla 2). Los distritos pertenecientes al Valle del
Mayo son Etchojoa, Huatabampo y Navojoa (Tabla 3), segin SIAPA Y
SAGARPA en el 2011, Huatabampo fue el que mayor cantidad de maiz

produjo.

Usos y consumo

El maiz en sus distintas variedades, es usado para diferentes productos
finales (Tabla 4), donde cada variedad es utilizada para algun producto en
especifico en la industria son la materia prima para la elaboracién de almidones,
aceites, hojuelas de maiz, frituras, botanas y aguardiente para la fabricacién de

bebidas alcohdlicas no fermentadas (Galarza et al., 2012).

El proceso mas utilizado para la trasformacion del maiz en diferentes
alimentos es la nixtamalizacion, el cual es parte del proceso para la elaboracion
de tortillas, forma en que los mexicanos por tradicidon consumen mayormente

este cereal. México ocupa el primer lugar en consumo de tortillas de maiz,
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Tabla 4. Variedad y usos del maiz

Variedad Uso
Maiz cerero o ceroso Elaboracion de adhesivos y
gomas
Maiz cristalino Alimentos
Maiz dulce Alimento enlatados
Maiz dentado Alimento en la industria
Maiz palomero Alimentos
Maiz semidentado Alimento para

mejoramiento genético

Maiz truncado Mejoramiento genético del
maiz en general

Fuente: Galarza et al., 2012



(Cruz y Verdalet, 2007). Ademas de la elaboracién de tortillas, la
nixtamalizaciéon es un proceso previo para elaborar otros alimentos como,
tostadas, frituras, totopos, tamales y atoles. También es utilizado para la
elaboracion de platillos tipicos de la regién como lo son pozole, menudo, gallina
pinta, guacabaque y otros alimentos como pinole y elote cocido (Salazar-
Martinez et al., 2009). Debido a esto, los mexicanos somos considerados como

grandes consumidores de maiz y sus diferentes subproductos.

Problematica postcosecha

El maiz se ve afectado por factores bidticos y abiéticos, estos son
causales de grandes pérdidas durante la produccién y almacenamiento. México
es considerado como centro de origen y biodiversidad del maiz, es por ello que
se han implementado técnicas para combatir las anomalias producidas por los
factores abidticos, como la infertilidad del suelo, ataque de insectos, y pudricién
de la mazorca (Garcia-Lara et al., 2007). La pudricién de la mazorca se pude

dar por diferentes vectores entre ellos los hongos (Gallardo et al., 20086).

Micobiota del maiz

El maiz esta expuesto a diferentes factores: humedad, temperatura,
periodos de sequia, cantidad de precipitacion pluviai durante la cosecha y
precosecha y vectores como: aves, roedores, insectos, bacterias y hongos. El
ataque de hongos ha provocado una gran inquietud ya que producen tbxinas
que pueden ser malignas ocasionando trastornos metabdlicos que repercuten

en la salud humana y animal (Gallardo et al., 2006).
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Estudios realizados en cultivares del estados de Sonora demuestran que
los generos de hongos que afectan con mayor frecuencia al maiz desde que
esta en la planta, cultivo o almacenamiento son: Aspergillus, Alternaria, Mucor,
Penicilium y Fusarium (Cortez-Rocha et al., 2003), siendo este Gltimo el género

de interés para nuestro estudio.

Fusarium es un hongo filamentoso, presenta conidiéforos simples y
cortos, tabicados que terminan con varios macroconidioé, alargados vy
estrechos, curvados y con extremos afilados, cuenta con cinco a ocho septos
transversales y una pared fina y lisa. Es predominante en estudios
aerobioldgicos en casi todo el mundo, es contaminante de diferentes plantas y
estéd presente en diferentes tipos de suelos. Es de gran importancia porque es
un fitopatogeno del arroz, cafia de azlcar, sorgo y maiz, ademas también

puede afectar frutos como platanos, tomates y melones.

Esta especie de hongo, produce las rn.icotoxinas denominadas
fumonisinas FB4, FB;, FBj, Zearalenona (toxina F;), Desoxinivalenol
(vomitoxina), nivalenol y toxinas HT, y T,. A estas micotoxinas, se les relaciona
como agentes causales de diferentes enfermedades en humanos y animales.
Ade_més, estan relacionadas con diferentes alergias como: asma, enfermedad
bronco-alveolar alérgica y rinitis perenne, cuando estan presentes en el maiz

(Pontén et al., 2002).
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Micotoxinas

Son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
especificos y se consideran agentes contaminantes téxicos de productos y
subproductos agricolas, que al ingerirse, inhalarse, o absorberse por la piel,
tienen como resultado enfermedades graves o la muerte de animales y
humanos (FAO, 2003; Garcia, 2006). Las micotoxinas son un grupo numeroso
de compuestos bilégicos que varian en su estructura, propiedades quimicas y
un peso molecular por debajo de 700 Da. Son producidas por diferentes

géneros de hongos, los cuales pueden contaminar productos agricolas antes o

durante la cosecha (Sherif et al., 2009).

Efectos adversos.

Tienen impacto negativo, ya que al encontrarse en el mariz y sus
subproductos destinados a la alimentacion humana y/o animal, causan
trastornos metabdlicos al ser consumidos. Dependiendo de la cantidad y tiempo
de exposicion a las micotoxinas, generan toxicidad aguda o crénica en animales
o humano, pudiendo causar la muerte o consecuencias graves sobre: sistema
neryioso central, cardiovascular, respiratorio y aparato digestivo (FAO 2003).
Son catalogadas como posibles agentes, mutagénicos, teratogénicos,
inmunosupresores y carcinogenicos por la Agencia Internacionél de

Investigacion en Cancer (IARC por sus siglas en inglés) (FAO 2003).
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Tipos de micotoxinas.

Actualmente se conocen mas de 200 diferentes micotoxinas (Requena et
al., 2005), de las cuales alrededor de 100 pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillium 'y Fusarium (Sherif et al., 2009). Las micotoxinas que se producen en
la materia prima, como: el grano de maiz, trigo, cebada, arroz, semilla de
ajonjoli, mani, etc., prevalecen en sus subproductos como harinas, tortillas,
cereales, etc. Las micotoxinas que afectan a los derivados de maiz son:
aflatoxinas, ocratoxina A, zeralenona, tricoticenos y fumonisinas, siendo estas
ultimas la de interés para nuestro estudio. Las micotoxinas de importancia y el
hongo productor de las mismas se muestran en la Tabla 5 (Bolet y Socarras,

2005).

Fumonisinas

Las fumonisinas fueron aisladas e identificadas por primera vei en 1088
por Bezuidenhout. Son consideradas como un grupo de micotoxinas
producidas por hongo del género Fusarium; siendo F. verticillioides
(moniliforme) y F. proliferatum, las especies que mayoritariamente producen
fumonisinas. Estos hongos han causado pérdidas econémicas considerables al
encontrarse presente en importantes cultivos como arroz, mango, piﬁ_a, cafa de

azucar y principalmente en maiz (Cortez-Rocha et al., 2004).
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Tabla 5. Mohos y micotoxinas de importancia mundial.

Especie de moho
Aspergillus parasiticus
Aspergillus flavus
Fusarium sporotrichioides

Fusarium graminearum

Fusarium moniliforme (F. verticiloides)
Penicillium verrucosum

Aspergillums ochraceus

Micotoxinas producidas
Aflatoxinas B4, Bz, G1y G;
Aflatoxinas B1y B,

Toxina T-2

Desoxinivalenol ( o nivalenol)
Zearalenona

Fumonisina B4
Ocratoxina A

Ocratoxina A

Fuente: FAO 2003. Organizacién de las naciones unidas para la alimentacion y la

agricultura.
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Se conocen mas de 15 fumonisinas y se agrupan en cuatro categorias,
las mas conocidas son FB1, FB;, FB3, de las cuales FB1 se considera de mayor
importancia ya que destaca por su toxicidad y representa aproximadamente el
70% de la fumonisina total. Esta clase de micotoxinas se encuentran desde
1993 catalogadas en el grupo 2B, en el cual estan aquellas con posible efecto
carcindgeno en humanos. Clasificacion hecha por la Agencia Internacional de
Investigacién en Céancer (IARC por sus siglas en inglés) (Torres-Sanchez y

Lépez-Carrillo, 2010).

También se le ha relacionado con los cambios en el metabolismo de los
esfingolipidos y del folato, asociandolas con defectos del tubo neural (Missmer
et al., 2006). En animales, esta ampliamente investigado, que dependiendo del
tiempo de exposicion a fumonisina, ocasionan patologias como
leucoencefalomalacia en caballos; toxicidad hepatica y renal ratas y en cerdos

edema pulmonar (Cortez-Roc:ha et al., 2004).

Se tiene debidamente documentado que las fumonisinas contaminan al
maiz y sus productos, destinados a consumo humano y animal (Tabla 6). La
concentracion maxima establecida por la FDA, para alimentos de consumo
humano derivados del maiz es de 2-4 ppm (Torres-Sanchez y Lépez-Carrillo,

2010).
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Caracteristicas y estructura

Existen algunos factores que influyen en la produccién de fumonisinas,
tal es el caso de las condiciones ambientales como altas temperatura, humedad
y precipitacion pluvial, también se tiene que tomar en cuenta las condiciones en
las que el grano es almacenado. En la concentracién final de fumonisinas
influyen en gran medida la nixtamalizacion, en este proceso la concentracion de
FB1 se ve reducida hasta un 90% aproximadamente y el resto se hidroliza a
HFB4 (Torres-Sanchez y Lépez-Carrillo, 2010). Varios estudios indican que las
fumonisinas presentan gran estabilidad al momento de procesar los alimentos
gue se obtienen del maiz y durante la fermentacion del mismo. Las toxinas no
alcanzan a degradarse durante procesos como el enlatado, horneado,

pasteurizado, entre otros (Vizcarra, 2006).

Esta clase de toxinas se caracteriza por presentar gran solubilidad en
agua, acetonitrilo-agua y metanol, se consideran bolares; mientraé que en
solventes no poléres llegan a ser insolubles. Se caracterizan por no presentar
fluorescencia y absorber en infrarrojo (1632 a 3450 cm™). Se consideran como
un sélido amorfo y mediante la utilizacion de espectrometria de masas se ha
determinado que tiene un ion molecular protonado con un. peso molecular de
722 uma (De la Rosa et al., 2007). Como caract_eristica estructural presenta una
cadena lineal hidrocarbonada sustituida con una amina y uno o varios
alcoholes, son diésteres de acido propanol-1,2,3-tricarboxilo y cualquiera de 2-

(acetilamino)-6 2-amino-12-16-dimetil-3,5,10,14,15-idroicosano (Vizcarra, 2006).
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Su estructura quimica es muy similar al de a los precursores de
esfingolipidos tales como esfinganina y esfingosina (Figura 1), por lo cual tiene
la capacidad de inhibir a ceramida sintetasa, una enzima clave en la biosintesis
de esfingolipidos (Torres-Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010). La diferencia en la
estructura de las fumonisinas FB4 y FB, radica en la ausencia del grupo
hidroxilo en el C10, mientras que de la FB; con respecto de la FBy se puede
observar la ausencia del grupo hidroxilo en el C5; en tanto que la FB4 carece de
ambos grupos hidroxilos (Voss et al, 2007). Lo que difiere a cada tipo de
fumonisina es su grupo funcional presente en la cadena eicosana de su

estructura (De la Rosa et al., 2007).

Toxicidad y mecanismo de accioén

No existen estudios en humanos que hagan referencia al metabolismo y
cinética de las Fumonisinas. Sin embrago, en animales de experimentaciéon que
son expuestos a fumonisinas se tiene dqcumentado que cuando estas ingresan
al organismo, se absorben en el aparato gastrointestinal para ser eliminadas
rapidamente por sangre teniendo una vida media para su eliminacion de 3.15
horas en plasma. Mientras que en 6rganos como higado y rifién se ha reportado
en bajas concentraciones presentando una vida media de eliminacion 4.07 y
7.07 horas respectivamente (Voss et al., 2007; Torres-Sanchez y Lépez-Carrillo,

2010).
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Figura 1. Estructura quimica de las fumonisina y de los esfingolipidos

Fuente: Torres-Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010.
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Debido a que presentan una estructura similar a los precursores de
esfingolipidos, el efecto de las fumonisinas es en el metabolismo de lipidos , su
mecanismo de accién es intervenir en la perturbacion del metabolismo de
esfingolipidos inhibiendo la enzima ceramida sintetasa indispensable para dicho
metabolismo, asi como la modificacion de la proliferacion celular provocando
una serie de cambios en los reguladores que intervienen en el ciclo celular y

como consecuencia el aumento de la produccién de citocinas (De la Rosa et al.,

2007).

Los esfingolipidos se encuentran en membrana celular regulando los
procesos de crecimiento, diferenciacion, muerte celular y actuando también
como segundos mensajeros (Merrill et al., 1997). Las Fumonisinas han sido
relacionadas en la alteracién del metabolismo del folato (Figura 2), al producir
disminucién de esfingomielina, disminuye la incorporacién de folato a la célula

produciendo deficiencia de folato (Torres-Sanchez y Lépez-Carrillo, 2010).

En el metabolismo de los esfingolipidos se da la sintesis de Novo de
ceramida, la cual empieza con la condensaciéon de serina palmitoil-CoA,
catalizada por la enzima serina palmitoil transferasa (STP), produciendo 3-
cetoesfinganina, la cual es reducida a esfinganina y convertida después a
hidroceramida por la enzima dihidroceramida sintasa (también Ilamada
ceramida sintasa), provocando con ello la desaturacién de dicha enzima para
producir ceramida, convirtiéndose asi en precursor de esfingomielina y de otros

esfingolipidos complejos como cerebrésidos y gangliésidos.
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La ceramida también puede ser formada por la accién de ceramida
sintetasa (Figura 3), directamente de esfinganina (Riley et al., 2001; Sanchez y
Diaz-Laviada, 2006). La degradacion de ceramida se realiza por las
ceramidasas, regulandose con esto los niveles relativos de ceramida vy
esfingosina, esto ocurre fundamentalmente para regular el destino celular. Por
ultimo la esfingosina es convertida a esfingosina-1-fosfato (bioactivo mas
importante), por la intervencion de la enzima esfingosina cinasa (Sphk) (Torres-

Sanchez y Lopez-Carrillo, 2010; Sanchez y Diaz-Laviada, 2006).

La inhibicién enzimatica de ceramida sintasa provoca la acumulacion de
esfinganina in vivo y una reduccién de esfingolipidos complejos como ceramida,
esfingosina, esfingomielina y glicoesfingolipidos (Marasas et al., 2004). Debido
a que los esfingolipidos intervienen en, el ciclo celular, la perturbacién de su
metabolismo provoca la mayoria de los efectos toxicos y carcinogénicos de las

fumonisinas (Marasas et al., 2004; De la Rosa et al., 2007).

Efectos de las fumonisinas

Las altas incidencias de cancer esofagico en partes de Sudafrica y China
se han relacionado con el consumo de maiz contaminadq con fumonisina
(Marasas, 2001). Otros investigadores afirman que pudieran posiblemente estar
relacionadas con el desarrollo de cancer del higado o con defectos del tubo

neural del recién nacido (DTN) (De la Rosa et al., 2007).
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En China se llevé a cabo un estudio para determinar el nivel de
contaminacion por FB; tomando muestras de alimentos en zonas consideradas
de elevada frecuencia de cancer de eséfago y de higado. Los resultados
mostraron que en las zonas de elevada frecuencia de cancer de eséfago e
higado es donde hay concentraciones mas elevadas de FB4, por lo cual se
concluyd que posiblemente contribuye en la carcinogénesis esofagica vy
hepatica en humanos (Codex Alimentarius, 2009). En base a un estudio
toxicologico de las fumonisinas en animales de laboratorio y estudios
epidemiologicos en humanos se reportdé que dichas toxinas, son posibles
factores de riesgo de defectos del tubo neural (DTN), anomalias cranofaciales y
otros defectos del recién nacido (Marasas et al., 2004). Esto fue confirmado
posteriormente mediante un estudio realizado en mujeres de la frontera de
México con Texas, encontrandose una asociacion entre el indice creciente de la
relacion esfinganina/esfingosina (Sa/So) en suero materno, con un mayor riesgo

de presentar DTN en el recién nacido (Missmer et al., 2006).

El indice Sa/So como biomarcador de exposicion a fumonisinas

Los biomarcadores o indicadores biolégicos tienen como objetivo
monitorear cambios en los distintos sistemas, mediante la utilizacién de fluidos
bioloégicos. Estos cambios pueden ser causados por contaminantes presentes

en el medio ambiente dafinos para la salud humana o animal y pueden verse
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reflejados en la alteracion de los productos biolégicos de dichos sistemas

(Bando et al., 2007).

La fumonisina, como ya se mencioné anteriormente, inhibe la actividad
enzimatica de ceramida sintetasa, provocando un incremento rapido de las
concentraciones intracelulares de Sa y en menor grado de So. Este incremento
trae como consecuencia un cambio, que se ve reflejado en la relacion Sa/So
intracelular, el cual puede detectarse en sangre y orina, debido a que Sa puede
difundirse libremente a través de la membrana plasmatica (Qiu y Liu, 2001).
Estudios en animales de experimentacion expuestos a fumonisinas; utilizando la
relacién Sa/So como biomarcador confirman que de dicha relacién en orina se
eleva cuando los animales son expuestos a ciertos niveles de fumonisinas
como respuesta a la modificacion que sufre el metabolismo de esfingolipidos

(De la Rosa et al., 2007).

Aun cuando diferentes estudios muestran controversias entre si, |1a
exposiciéon a fumonisinas en humanos se puede determinar con el uso la
relacion esfinganina/esfingosina (Sa/So) como biomarcador en muestras
biolégicas, una vez que estas micotoxinas alteran el metabolismo de
esfingolipidos al igual que en animales (Lino et al., 2007). Solfrizzo et al.,
(1997), determinaron la relacién Sa/So en humanos y animales; concluyendo
que con este método se pueden obtener resultados precisos y exactos. Ademas
en base a sus resultados sugieren que la orina pudiera ser considerada como el

fluido biolégico matriz para la determinacién de Sa/So .en humanos. Sin
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embargo un estudio similar en hombres y mujeres de dos regiones, una rural y
otra urbana, de Portugal se encontré que los indices fueron mas altos para
mujeres y en conjunto en las dos poblaciones no se encontraron diferencias
significativas. Concluyéndose que el indice de exposicion a fumonisinas, tiene

que ser muy alto para poder ser detectado (Silva et al., 2009).

En un estudio en el cual se hicieron determinaciones de Sa, So, indice
Sa/So y fumonisina FB; libre en orina de fluidos corporales (orina y suero
sanguineo) a sujetos pobladores con alto riesgo de padecer cancer en Huaian
(esofagico) y Fusui (hepatico), en China (Xu et al., 2010). Se encontré que no
habia diferencia significativa para FB4 libre en orina. Sin embargo entre las
poblaciones se encontraron diferencias significativas en los niveles en suero de
Sa teniendo como resultado que en Fusui fue significativamente mayor que
Huaian, So significativamente mayor para Huaian y en el indice de Sa/So fue
mayor para Fusui. Los niveles en orina para Sa fueron significativamente mayor
para Fusui, para So fue significativamente mayor para Huaian y el indice Sa/So
significativamente mayor para Fusui. Por lo cual proponen como un

biomarcador potencial en humanos la determinacion de FBy libre en orina.

Solffrizzo et al., (2011), realizaron un estudio donde ‘utilizaron el método
moderno de cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masa en
tandem (LC/MS/MS), como biomarcador-mditiple para detectar varios tipos de

micotoxinas, incluidas las fumonisinas, en el cual determinaron FB; libre en
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orina, sugieren que para mayor seguridad y confiabilidad de este método la

fumonisina debe ser evaluada también a través de la dieta.

De la literatura revisada en torno a este tema se puede decir que ain no
se cuenta con un método, al cual haya sido completamente validado, como
biomarcador de exposicién a fumonisinas. Actualmente se tiene propuesto, y
esta bajo estudio, otros metabolitos como esfinganina 1- fosfato, esfingosina 1-
fosfato y la determinacion de FB1 libre en orina. Aun cuando algunos
investigadores rechazan la utilidad del indice Sa/So, se sigue considerando

como un buen método para evaluar la exposicion a fumonisinas.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos de estudio

Se seleccionaron pacientes de ambos sexos y mayores de 25 afios, que
acudieron al Instituto Mexicano del Seguro Social N° 7 de Huatabampo, Sonora.
Se muestrearon 100 personas de diferentes localidades de Huatabampo (59%)
y sus alrededores (Tabla 7), las cuales manifestaron por escrito participar en el

estudio y su autorizacion para utilizar su muestra de orina, para los analisis

correspondientes.

Encuesta de frecuencia de consumo de maiz

Se aplicd una encuesta a los sujetos de estudio (Tabla 8), para conocer
la frecuencia de consumo de maiz y sus productos, con el fin de determinar si

su consumo es bajo, medio o alto.

Transporte y almacenaje de las muestras

Las muestras de orina fueron transportadas en hieleras al Laboratorio de
Bioquimica y Toxicologia del Departamento de Ciencias Quimico Biolégicas y
Agropecuarias de la Universidad de Sonora (URS). Las muestras se

almacenaron a una temperatura de -20°C para su posterior andlisis.
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Tabla 7. Procedencia de personas participantes en
este estudio y numero total de muestras
analizadas.

Poblacion No. de Pacientes

Huatabampo
Ejido la unién
Etchojoa
Jupare
Moroncarit
Etchoropo
Citavaro
Tabare
Sabila
Campo 19
El caro
Escalera
Milpas

San Antonio
Yavaros
Yavaritos
Wiweres

Sh X N ek ek o NN NG B S G0 60 6

TOTAL 100




Tabla 8. Encuesta para clasificar el nivel de consumo de productos de

maiz.

UNIVERSIDAD DE SONORA
Unidad Regional Sur
Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas y Agropecuarias
T e Laboratorio de Biogquimica y Toxicologia.

Lugar. Comisaria Rosales. Navojoa. Sonora.

Fecha:

Mencione cuales son los tipos de productos de maiz que consume, que cantidad y frecuencia
aproximadamente:

PRODUCTO Frecuencia Cantidad

Tortillas

Tostadas

Fnturas

Elote o Coctel

Maiz en Caldo:

¢ Menudo

» Pozole

¢ Gallina pinta

¢ Otros

Tamales:

s+ Elote

o Came

Atole de maseca / nixtamal

Pinole

Cereal {maizoro)

Palomitas

Ponteduro

Otros:

Por medio de la presente doy mi autorizacion para que mi muestra de orina sea utilizada con
fines de investigacion en el desarrollo del proyecto “Deteccion de Fumonisinas Mediante la
Determinacion del Biomarcador esfinganina/ esfingosina (SA/SQO} en Fluidos corporales de
Humanos del sur del estado de Sonora”

Mombre: . Edad: : anos.

Firma
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Extraccion y determinacion de esfingolipidos libres en orina

Se emple6 la metodologia propuesta por Solfrizzo et al., 1997. El método
se basa en el uso de mini columnas de silica para limpieza de la orina, donde
se obtiene un extracto cloroférmico alcalinizado. El extracto final es derivatizado
con o-ftaldehido (OPA) para determinar la concentracién de Sa y So por
cromatografia liquida de alta presion en fase reversa y detector de

fluorescencia.

Curva de calibracion

La cuantificacion de los esfingolipidos en la muestra se realizé mediante
la comparacion del area bajo las curva de los picos de Sa y So en los
cromatogramas obtenidos de soluciones de concentracién conocida de
estandares. Estos Ultimos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (D-sphingosine
synthetic y D-erythro-Dihydrosphingosine), se disolvieron en 1 mL de metanol-
agua (9:1) y diluidos para obtener las siguientes concentraciones de 0.06,

0.125, 0.25,0.3,0.6 y 1.25 pg/mL.

Extraccién
A 2 mL de orina se agregd 2 mL de metanol, 1.2 mL de NH4OH (0.35N)

y 4 mL de CHCI; anhidro. La mezcla obtenida se centrifugo a 2800 rpm por 10
min. La fase superior, incluyendo a la interfase fue removida y se lavd el

extracto cloroférmico con 2 mL de agua alcalina (pH 10).
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Limpieza

Se prepararon mini columnas de limpieza con una capa de superior de 5
g de Na,S0, anhidrido y una capa inferior de 0.2 g de silica gel 50. A traves de
ella se pasaron 3 mL de CHCI; para activar la columna, posteriormente se le
agregaron 3 mL de extracto cloroférmico con la muestra, se le agrego 1 mL de
CHCI; para recolectar el extracto después haber pasado 3 mL de la mezcla de
CHCl3:Metanol:NH4OH (50:50:2), se secé bajo flujo de N, a 60°C y se redisolvid

en 250 pL de metanol: agua (9:1).

Derivatizacion

Previo a la deteccién y cuantificacion por HPCL se llevé a cabo la
derivatizacion de las muestras, a la cual se le agrego a 250 pL de extracto, 50
pL de reactivo OPA (5 mg de o-ftaldehido disueltos en 100 pL de metanol, 5 pL
de 2-mercaptoetanol y 10 mL de buffer de borato (acido boérico al 3%, en agua

pH=10.5, con KOH), y dejandolo reposar durante una hora a temperatura

ambiente y en la oscuridad.

Determinacion y cuantificacion por HPLC
Para el analisis por medio de HPLC se empled la columna RP Supelcosil

LC-ABZ plus (5 um diametro de particula, 150 mm de longitud por 4.6 mm de
diametro de columna). La fase movil fue metanol:agua (9:1) durante los
primeros 13 min., y metanol puro durante en los siguientes 5 min. Se. utilizé una
longitud de onda de excitacién y emision de 335nm y 440 nm respectivamente.

El volumen de inyeccién de la muestra fue de 50 pL (Solfrizzo et al., 1997).
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Analisis estadistico

Se llevo a cabo el analisis de comparacion de medidas de los datos para
establecer las diferencias significativas entre las diferentes localidades, géneros
de individuos (femenino y masculino) y frecuencia de consumo de maiz (alto,
medio y bajo). Se utilizd el paquete estadistico Origin 8.0 (OriginLab,

Northampton, MA) para graficar los resultados y realizar el analisis estadistico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

indice Sa/So vs localidad

Comparando los resultados obtenidos de cada una de las localidades de
procedencia de las muestras (Figura 4), el valor mas alto que se obtuvo fue de
la poblacion de Yavaritos con un indice de 2.34, cabe sefalar que este
resultado es de un solo sujeto de estudio. El valor promedio mas bajo del indice
Sa/So que se obtuvo fue de la muestra procedente de El Caro (0.30), también
con solo una muestra de esta poblacion. El valor promedio general del indice
Sa/So que se obtuvo, del total de sujetos muestreados (n=100) procedentes de
las diferentes localidades, fue de 1.88+0.446. También se puede apreciar que el
Ejido la Unién (Figura 4), es en donde se presenta la desviacion estandar mas
alta de todas las localidades en el estudio (0.6921); ocho individuos fueron los
que provinieron de esta localidad. La menor desviacion se observa en la
poblacion de La Sabila con dos sujetos participantes (0.0105). Este amplio
rango de desviacion estandar obtenido, debido a la variabilidad del indice Sa/So
encontrando en los sujetos de estudio, afecto de tal manera que no resultaron

diferencias significativas entre localidades (P<0.05).

Los valores promedio del indice de Sa/So en orina de humanos
provenientes de estudios realizados por varios autores se muestran en la Tabla

9. Se puede apreciar que los resultados obtenidos por Van der Westhuizen et
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Tabla 9. Comparacién de indices Sa/So en orina de humanos de
diferentes paises reportados por varios autores.

Autor (Afo)

Region

indice de Sa/So en Orina

Almada y Figueroa
Van der Westhuizen
et al, 2010.

Xu et al., 2010.

Silva et al., 2009.

Nikiema et al., 2008.

Rosas-Burgos et al.,
2007.

Landeros et al., 2005.

Solfrizzo et al., 2004.

Sonora, Norte de
México

Bizana Sudafrica
Centane Sudafrica

Fusui China
Huaian China

Portugal:
Poblacidn rural
Poblacién urbana

Burkina Faso, Oeste de
Africa

Sonora, Norte de
México

México:

Consumo regular de tortilla -
Sin consumo de tortilla (2
semanas)

Retorno de consumo de
tortillas(1 semana después)

Norte de Argentina,
Sur de Brasil,

Centro de Argentina y
Sur de ltalia

1.88 + 0.446
0.21+ 0.08
0.20+ 0.12
0.57

0.31

0.43+0.22
0.42+ 0.17

0.44 (0.01-7.18)

1.08

119+ 02
0.78+ 0.2

1.08+0.2
0.69%0.12

1.57 £ 0.49
0.36 £ 0.02
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al., (2010) en pobladores de Sudafrica, son notoriamente muy bajos (0.21 y
0.20) en comparacién al obtenido en este trabajo. Los valores mas altos
reportados son los de Solfrizzo et al., (2004) los cuales reportan un indice de
1.57 en una poblacién del sur de Brasil, seguido por Landeros et al., (2005) en
su estudio realizado también en México, los cuales reporten un indice de 1.19
(para un consumo regular de tortillas de maiz). En esta tabla también se
muestran valores del indice mayores a los reportados por Van der Westhuizen
et al., (2010) pero menores a los reportados por Landeros et al., (2005) y
Solfrizzo et al., (2004) (Xu et al., 2010, Silva et al., 2009 y Nikiema et al., 2008).
Todos los indices anteriormente mencionados, incluyendo el realizado en

México, son bajos en comparacion con los obtenidos en el presente estudio.

Los rangos normales de estas bases en orina y suero de humanos atn
no esta bien definido. Se sugiere que el rango de valores normales puede ser
relativamente grande y que los niveles pueden variar con el tiempo en un

mismo individuo. Asi mismo, se ha encontrado evidencia de que los niveles de
las bases esfingoides correlacionan con varios factores como: tocoferoles,

carotenoides, colesterol, selenio, etc. y que se incrementa con la edad (Shepard

et al., 2007)

Nikiema et al., (2008), mencionan que el indice Sa/So debe ser usado
Unicamente para clasificar la exposicién a fumonisinas de individuos dentro de
un mismo estudio y que quizéd no sea apropiado utilizarlo para comparar niveles

de exposicion de diferentes regiones geograficas. Asi. mismo, que las
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diferencias encontradas pueden deberse a variaciones en la fisiologia celular
normal, la cual esta influenciada por cuestiones genéticas o variaciones en el

tipo de alimentos consumidos.

Concentracidn de Sa, So y el indice Sa/So vs sexo

Los sujetos de estudio se clasificaron por sexo, donde la mayoria de la
poblacion fueron mujeres (68 %) y un 32 % fueron hombres (Figura 5). Las
concentraciones de Sa, So y el indice Sa/So obtenidos del presente estudio, en
funcién de respuesta por sexo se muestran en la figura 6. Tanto los valores de
Sa, como los de So y el indice, no presentan diferencias significativas por sexo
(P< 0.05). Los valores de concentracion de Sa encontrados fueron los
siguientes: hombres 0.83 + 0.066 pg/mL y mujeres 0.83 + 0.077 pg/mL. La
concentracion de So en hombres fue de 0.61+1.091 pg/mL y en mujeres de
0.48 + 0.294 pg/mL. El indice Sa/So para hombres fue 1.96 + 0.425 y en

mujeres 1.91 + 0.397.

En base a lo reportado por Van der Westhuizen et al., (2009), tampoco
encontraron diferencias significativas del indice Sa/So por sexo, en su estudio
realizado en dos poblaciones en Africa. Los sujetos de estﬁdio eran hombres y
mujeres a los cuales se les midié el indice de Sa/So en orina, obteniendo los
siguientes resultados: en Transkei, Sudafrica en mujeres 0.43 + 074, hombres

0.40 £0.71. En Bomet, Kenia en mujeres 0.34 £ 0.21, y en hombres 0.34 +
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Figura 5. Clasificacion por sexo de la poblacion en estudio.
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0.11. Estos indices son muy bajos en comparacién con los obtenidos en el

presente estudio.

Silva et al., (2009) midieron el indice de Sa/So en orina de individuos de
dos poblaciones portuguesas, una urbana y otra rural, incluyendo sujetos de
ambos sexos. En la poblacién urbana encontraron para mujeres un indice 0.44
+ 0.18 y en hombres 0.29 (un solo sujeto). En la poblacién rural encontraron
para mujeres un indice de 0.48 + 0.22 y en hombres 0.30 + 0.16. Ellos reportan
gue no encontraron diferencias significativas entre poblaciones, lo cual coincide
con lo encontrado en este estudio. Ademas, encontraron que el indice fue mas
alto en mujeres que en hombres, no siendo asi en el presente estudio como se
menciond anteriormente. Estos mismos autores mencionan, que Qui y Liu
(2001), sugirieron que el metabolismo de esfingolipidos puede ser afectado por
la ingesta de FB4 (siendo mas sensibles hombres que mujeres), y que el indice

Sa/So en orina, puede ser Util para determinar la exposicion de esta fumonisina

cuando la contaminacion es alta.

Van der Westhuizen et al., (2010), midieron el indice Sa/So en orina en
las poblaciones de Bizana y Centane al sur de Africa, no encontrando
diferrencias significativas por género, obteniéndose los siguientes indices:
Bizana, indice para hombres 0.17 + 0.09, mujeres 0.22 + 0.08; Centane, indice
para hombres 0.17 + 0.10, mujeres 0.21 + 0.13. Al igual que en este estudio, no

se encontraron diferencias significativas por sexo. Como se puede observar no
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existen evidencias determinantes sobre el efecto del sexo en la respuesta al

indice.

indice Sa/So vs nivel de consumo de maiz

En la figura 7 se pueden apreciar los porcentajes de hombres y mujeres
participantes en el estudio, clasificados de acuerdo a su nivel de consumo de
productos de maiz, como resultado de las encuestas aplicadas. En el nivel de
alto consumo para hombres se obtuvo un porcentaje de 40.63, en el nivel medio
37.50 y en el nivel bajo de 21.88. Para mujeres en el nivel alto se obtuvo un

porcentaje de 29.41, nivel medio 45.59 y nivel bajo de 25%.

Los valores promedio del indice Sa/So en orina de la muestra poblacional
total y su relacién con el nivel de consumo de productos de maiz se muestran
en la figura 8. Se puede observar que no se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre los diferentes niveles (bajo, medio y alto) de
consumo de los sujetos de estudio. Los valores variaron en un rango de

1.81+£0.423 - 1.98+0.387.

En la tabla 10 se muestran los valores promedio del indice Sa/"So para
hombres y mujeres con respecto al nivel de consumo de productos de maiz
(bajo, medio y alto), no encontrandose diferencias significativas (P<'0.05). Los
valores variaron en un rango de 1.995+0.379 — 2.040+0.244 para hombres y

1.740+0.428 — 2.026+0.245 para mujeres.
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Figura 7. Nivel de consumo de productos de maiz vs. Porcentaje por sexo.
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Tabla 10. indice de Sa/So medido en orina, con respecto al nivel de consumo
de productos de maiz por los sujetos de estudio, agrupados por sexo.

Sexo Nivel de N°. de indice
consumo sujetos de Sa/So
estudio

Hombre Bajo 7 1.9953+0.3789
Medio 13 1.9974+0.2706
Alto 12 2.0408+0.2439
Mujer Bajo 17 1.7403+0.4279
Medio 31 1.9944+0.3169
Alto 20 2.0263+0.2445
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Landeros et al, (2005), reportan no haber encontrado diferencias
significativas entre el indice Sa/So y el nivel de consumo diario de tortilla de
maiz (alto, medio y bajo). Su estudio fue realizado en una poblacién mexicana,
en el cual midieron el consumo diario de fumonisina, obteniendo los siguientes
indices: alto 1.14 + 0.34, medio 1.18 + 0.22, bajo 1.23 + 0.31. Nikiema et al.,
2008 respaldan lo reportado anteriormente en su investigacion realizada en
Africa Occidental, los cuales reportan no haber encontrado asociacion entre en

el nivel de consumo de fumonisinas y el indice Sa/So en orina.

Estudios llevados a cabo por Silva et al., (2009), en dos poblaciones
portuguésas una rural y otra urbana, reportan los mismos resultados obtenidos
en este trabajo, con respecto al indice Sa/So y el consumo, al igual que Xu et
al., (2010) y Van der Westhuizen et al., (2010). En ninguno de estos estudios se
encontraron diferencias significativas entre el indice Sa/So y el nivel de

consumo de alimentos contaminados con fumonisinas.

Silva et al., (2009), sugieren que el indice Sa/So sea utilizado, cuando el
nivel de exposicion a fumonisinas es cuantificado y que pudiera ser (util
unicamente en estudios con poblaciones que han sido expuestas a niveles de
F81 altas, cercanas o por encima de la ingesta diaria tolerable de fumonisina (2
ug/Kg de peso corporal). En el presente estudio no se cuantifico el nivel de

fumonisina ingerido.
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El indice Sa/So refleja la exposicion a fumonisinas de los sujetos de
estudio, a un mayor indice corresponderia una mayor exposicion, si se tuviera
una correlacion positiva de la ingesta. Sin embargo no todos los estudios
realizados encuentran significativa esta relacion, como es el caso de los

mencionados previamente y en el presente estudio.

Rosas-Burgos et al., (2007) midio el indice Sa/So en orina y suero de 40
pobladores (hombres y mujeres) de la ciudad de Navojoa, Sonora,
relacionandolo con el nivel de consumo de productos de maiz. No encontré
diferencias significativas por sexo, pero si entre alto y bajo consumo de
productos de maiz para hombres. Ademas reporta una media de Sa/So en orina
de 1.08, el cual es baja en comparacion con la media general obtenida en el
presente estudio que fue de 1.88+0.446. Esto sugiere que aun siendo
poblaciones dentro de un mismo estado o region, la ingesta de maiz varia, tanto

en el tipo de producto, cantidad y presencia de fumonisinas.

Ademas de la presencia de fumonisinas y cantidad ingerida en los
productos de maiz, Nikiema et al.,, (2008) menciona que se ha sugerido por
otros autores que la co-exposiciéon con alfatoxinas puede modificar la respuesta
SalSo y por lo tanto confundir la aplicacion potencial de este biomarcador.
Investigaciones realizadas en Sonora revelan evidencias de que el maiz y sus
productos contienen tanto fumonisinas como aflatoxinas (Cortez-Rocha Iet al.,
2003 y 2005), por lo que la respuesta de Sa/So en las diferentes localidades en

el presente estudio pudo haber variado.
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La literatura sugiere que se necesita desarrollar y validar biomarcadores
alternativos, para poder estudiar la relaciéon de la exposicion a fumonisinas y la
salud humana. Dentro de estos posibles biomarcadores esta medir en suero el
metabolito esfingosina-1-fosfato o la cuantificacién directa de FB1 en muestras
biologicas (Shephard et al., 2007; Nikiema et al., 2008; Van der Westhuizen et

al., 2010; Xu et al., 2010; Van der Westhuizen et al., 2011).
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CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias significativas, entre el indice Sa/So de los
sujetos de estudio vs localidad, sexo y nivel de consumo de maiz y sus
productos. Se encontré un alto indice promedio de Sa/So de la poblacion
estudiada (1.88+0.4486), en relacién a los ya reportados por otros autores en
otros paises, sugiriendo que probablemente se deba a la exposicion a
fumonisinas, por lo que es recomendable continuar este tipo de estudios para

determinar con certeza la fuente de exposicion y sus efectos en la salud.

De la literatura revisada en torno a este tema se puede decir que aun no
se cuenta con un método, el cual haya sido completamente validado, como
biomarcador de exposicion a fumonisinas. Actualmente se tienen propuestos, y
estan bajo estudio, otros metabolitos como esfinganina 1- fosfato, esfingosina 1-
fosfato y la determinacién de FB; libre en orina. Aun y cuando algunos
investigadores rechazan la utilidad del indice Sa/So, se sigue considerando

como un buen método para evaluar la exposicion a fumonisinas.
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RECOMENDACIONES

Cuantificar el consumo de fumonisina diaria

Realizar un estudio donde los sujetos:
1. Tengan un mismo rango de edad en un rango de edad
2. Sea el mismo nimero de sujetos de cada género

3. Que su area geograficas sea la misma
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