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RESUMEN 

GARCIA TORRES MIGUEL Confirmac16n Química y Estudio 
Eplzootiol6gico de Fumonlsina Bl (FBl) en Malz de Oaxaca 

. Causante de Leucoencefalomalacia Equina (Bajo la asesoría 
de: MVZ. Ren~ Rosiles Martinez, MVZ. Juan Manuel Horta 
Ramirez y MVZ. Janitzio Ariel Bautista Ordoñez). 

La leucoencefalomalacia equina ha sido reportada en 
casi todo el mundo, en México no se habla hecho la 
asociaci6n de la fumonisina Bl (FBl) con la 
leucoencefalomalacia equina sin embargo en éste estudio se 
reporta por primera vez la confirmación de la FBt en malz 
del estado de Oaxaca, México, donde hubo un brote de 
leucoencefalomalacia y muerte de equinos y asnos con 
signo logia de tipo nerviosa y lesiones de 
leucoencefalomalacia en el Sistema Nervioso Central. 

Para la confirmación de la FBl se utilizó el método de 
cromatografía en capa fina, fase reversa y extracci6n 
metan6lica de esta toxina, que soporta el proceso del 
peletizado del alimento para caballos, en el caso de que se 
utilice para su fabricación maíz contaminado con ésta 
toxina. 

Las concentraciones de FBl que se encontraron en los 
análisis realizados, van desde 1-10 µg de FBt/g de muestra y 
se considera que estas concentraciones son causantes de la 
leucoencefalomalacia, ya que estos equinos murieron por esta 
enfermedad. 

En otros estudios que se han hecho sobre 1 a 
cuantificaci6n de esta toxina, se reporta un rango de 
detección que va desde 1-126 ppm de .FBl/g de muestra y se 
menciona que la d6sis letal para los equinos es de 10 µg de 
FBl/g de muestra. 

Esta toxina representa un serio problema ya que también 
se 1 e ha aso e i ado con un síndrome de edema pu 1 mona r en 
cerdos, cáncer de higado en ratas y el mé.s importante, 
cáncer esofágico en humanos, que ha sido reportado en 
Transkei, Sudafrica, ya que el maíz es uno de los alimentos 
básicos de muchas familias mexicanas. 
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INTRODUCCION 

Las fusariotoxinas son producidas por hongos del género 

Fusarium y en este grupo se encuentra la fumonisina Bl 

(FBl), sintetizada por Fusarium moniliforme¡ que es un 

deuteromicete septado u hongo imperfecto, ya que solo se 

conoce su reproducción asexua.1 1 su micelio es de color 

durazno, crema pálido, violeta p6rpura a liia. 

Es contaminante casi universal del maíz. Se distribuye 

en todo el mundo a lo largo de zonas tropicales y 

subtropicales y crece en sustratos de cereales 

pr ¡ne¡ pa tmen te. 4,6,7, 12,12 124 1 27 ,ll 

La especie Fusarium pral i feratum también es capaz de 

producir 1 a FB l. 11,21. 

Los mohos crecen en los alimentos almacenados sobre 

todo en los que contienen mucha humedad. Así es frecuente la 

intoxicación de los animales por et maíz enmohecido que 

consumen, ya que este grano contiene mucha humedad al 

momento del corte y resulta difícil de recolectar o 

almacenar en el momento adecuado de madurez y conte11ido de 

humedad. 

La frecuente aparición de crecimiento de hongos en los 

a 1 i men tos almacenados demuestra que las micotoxicosis 

ocurren con mayor frecuencia en animales confinados. 



El problema importante inmediato es prevenir la 

micotoxicosis. 

Los alimentos infestados 6 que se sospeche que lo están 

deben ser eliminados ó incluidos a un máximo de 10% con 

alimentos no daftados. 

Por otro lado también se menciona que la FBl resiste al 

proceso del peletizado del alimento para caballos, ya que se 

hizo un análisis para la determinación de esta toxina en 

pal 1 e ts que consumían cabal los clínicamente sanos 1 

encontrandose niveles bajos de FBI en estos anhlisis. 23 

El primer caso notificado de esta enfermedad en México 

fué en 1970 cuando Schunemann H. de A. identificó un 

problema nervioso en cabal los asociado con la presencia de 

Fusarium ~en el alimento y leucoencefalomalacia. 

Recientemente este mismo síndrome ha sido identificado 

en USA, Egipto, Brasi 1 y Europa al correlacionar el consumo 

del alimento confirmado con la enfermedad en el caballo. 

En Sudáfrica ha sido reproducida exp·erimentalmente por 

la administración intravenosa de la FBI. l.ll,11.21,H, 

A esta enfermedad tambiCn se le' conoce como: Tambaleo 

ciego, cerebritis, enfermedad del malz mohoso, 

leucoencefalitis, enfermedad del forraje y meningitis 

cerebroespinal 1 en los diferentes lugares donde ésta se 

presenta. 7,IO 
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Los signos clínicos son: ataxia, anorexia 1 paresia, 

apatía, hiperestesia, pérdida de la condici6n general del 

animal, disturbios locomotores, períodos alternos de 

exitaci6n y somnolencia, caminan en círculos y apoyan la 

cabeza en objetos duros, todo esto debido a la alteración 

funcional del sistema nervioso, 3,7,((,15,11 

A la FBI, se le considera como promotor del cáncer, 

actividad que a corto tiempo da inicio 6 lo promueve 10,10, 

además, la FB 1 ha si do aso e i ada con un s indrome de edema 

pulmonar porcino (Kriek et al., 1981) 1 cáncer esofágico en 

humanos (Marasas et al., 1988a). cáncer de hígado en ratas 

(Marasas et al., 1984a, Jaskiwicz et al., 1987). 

La toxicidad ocurre por In inhibición de la biosíntesis 

de esfingolipidos, en las células nerviosas. 

Por otro lado la literatura también menciona, que 

esta toxina bloquea la formación del enlace amida entre el 

ácido graso y la esfinganina, reacción catalizada por la 

enzima esfinga~ina N-acetiltransferasa, enzima reguladora de 

la biosíntesis e intercambio de esfingolipidos (fosfolipidos 

de membrana), ocasionando un aumento en la concentración de 

esf inganina y una disminución en la concentración de 

csfingocina. 

Una inhibición prolongada de la reacción catalizada por . 
la esfinganina N-acetiltransfernsa, disminuirá el contenido 

total de esfingol ípidos. l,ll,l?,ZS,Z6,!8,JI. (Figura No 1). 



El curso de esta enfermedad depende de la cantidad de 

FBI en el alimento. Si la fuente es el ma{z, dependerá de la 

cantidad de mafz usado en la ración y la cantidad de FBI en 

éste. 

Otros factores que hacen más evidente a la enfermedad, 

se relacionan a la tolerancia 6 a la susceptibilidad del 

caballo a la toxina. 4,6.7,U,16,22,24,27,30. 

Actualmente se esta prestando mucha atención a esta 

fase de la micotoxicolog{a (contaminación de los alimentos 

con toxinas de origen micótico que ingieren los animales y 

el hombre) debido a las caracter(sticas carcinógenas de 

algunas toxinas de origen micótico. 

La mayoría de los métodos de examen de los alimentos 

practicados para encontrar micotoxinas son del tipo del 

análisis cromatográfico. 4. 

El cual consiste en aplicar las muestras que van a ser 

analizadas, en una capa de sil ice (cromatograf(a de capa 

delgada), con un solvente revelador para que las 

moléculas sean arrastradas, resultando en su separación. 

El solvente o el liquido que es atrapado por el medio 

de sosten (silice) 1 se llama fase estacionarla y al solvente 

revelador se le llama fase móvil. 

La cromatografía de capa fina, fase reversa, puede 

separar compuestos que no son 
. 

separables 

cromatografía de capa fina, fase normal. 

por la 

La cromatografía por fase reversa involucra el uso de una 

fase no polar, fase estacionaria y una fase móvi 1 polar. 29 



HIPOTESIS 

La concentración de fumonisina Bl (FBI) en maíz 

consumido por los equinos de Oaxaca as tan alta para 

señalarse como causa de leucoencefalomalacia equina. 

OBJETIVOS 

1.- Establecer la técnica de identificación de la fumonisina 

Bl por cromatografía de capa fina fase reversa en el 

Laboratorio de Toxicología de la F.M.V.Z., U.N.A.M. 

2.- Conocer el n6mero de muestras de maiz contaminado, y la 

concentración de FBI como responsable de la inducción 

de leucoenccfalomalacia equina en ·un brote del estado 

de Oaxaca. 



MATERIAL Y METODO 

Se analizaron 14 muestras de maíz, que se recibieron 

en el Laboratorio de Toxicolog[a de la F.M.V.Z., U.N.A.M., 

utilizadas como alimento para caballos que al consumirlo 

desarrollaron leucoencefalomalacia, en varios municipios del 

estado de Oaxaca, México, para la identificación y 

cuantificación de la fumonisina 81 (FBl), donde se registró 

un elevado número de muertes de equinos y asnos ( 100 en 

promedio) con signología de tipo nerviosa y a la necropsia 

se observaron lesiones de leucoencefalomalacia, con un 

tiempo de duración de la enfermedad hasta de 48 horas. 

Las muestras que se anal izaron son procedentes de los 

municipios de: Tololote Pochutla, San Isidro Pochutla, San 

Isidro Apango, San Pedro Huarumbo (tres) El Salitre San 

Pedro, Santa Maria Huatulco (tres) Santiago Cuixtla, San 

Pedro Mixtepec, San Pedro Copala y Jamiltepec. 

Dichas mu~stras se secaron durante un dia ~ 60 C en una 

estufa, posteriormente se hizo el análisis para FBl de 

acuerdo a la metodología descrita por Pittet y col (1992) 

modificada en el Laboratorio de Toxicología, como se 

describe a continuación: A) se pesan 25 g de la muestra a 

anal izar. B) posteriormente se hace la extracción de la 

toxina con 50 mi de metanol/agua (3: 1, v:v) 1 a través de la 

molienda de esta, por 5 minutos. C) este extracto se hace 

pasar por papel filtro de poro grueso 1 para obtener el 

metanol/agua. 



D) Se ponen 4 ml de éste filtrado en un cartucho de 

intercambio ionico, strong anion exchange (SAX) 1 previa 

activación con 0.5 mi de metanol/agua (3:1 1 v:v) se pone a 

centrifugar por un minuto a 250 rpm y se desecha el 

filtrado. 

E) El cartucho se lava por centrifugación 2 veces con 

metanol/agua (3: 1, v:v). F) después se lava al igual que el 

paoo anterior 1 con 3 ml de metano! absoluto, desechando 

ambos filtrados. 

G) En seguida se lava el cartucho tres veces con una 

solución de ácido acético/metanol al 0.5% para extraer la 

toxina. Estas extracciones son colectadas para ser 

evaporadas a traves de una fuente de calor seco y gas 

nitrógeno. 

H) E 1 residuo se resuspende con 100 µ 1 de me tan o l 

absoluto, para que sean aplicados 20 µ1 de ésta resuspensión 

en Ja cromatoplaca de capa fina, fase reversa, previamente 

activada en una estufa a 120 C por 10 minutos. 

1) También se aplican 10 µl del estandard de FBl, que 

en éste caso tiene una concentración de 100 ppm. J) se pone 

a desarrollar la placa en una fase móvi 1 compuesta por 

metano! absoluto/agua desmineralizada (70:30, v:v) y se deja 

que desarrolle hasta un 90% del largo total de la placa. 



K} En seguida la placa es secada con una corriente de 

aire, Y es atomizada con una soluci6n de vainillina al 0.5% 

en ácido sulfúrico y etanol (971 de ácido sulfúrico/etanol, 

4: 1, v:v). 

L} Nuevamente se sec~ con corriente de aire y se pone 

la placa en una estufa por 3 minutos a 80 C para poner en 

evidencia a la FBI a través del desarrollo de color azul 

purpura por el efecto del calor. 

M} La cuantificación se hace por comparación visual del 

estandard con la muestra. 19 

Esta es la primera vez que en México se confirma la 

presencia de la FBl en el alimento para cabal los que 

murieron por leucoencefalomalacia. 

Algunos pasos en la técnica de extracción fueron 

modificados para poder adaptar la técnica a las condiciones 

de trabajo en el Laboratorio de Toxicologia, de la F.M.V.Z., 

U.N.A.M. 

Al poner la muestra en el cartucho de intercambio 

ionico, strong anion exchange (SAX}. éste es centrifugado 

con la finalidad de hacer pasar la muestra a una velocidad 

·mis rápida, en cambio en la técnica de Pittet y col 19 , esto 

se hace por medio de un sistema de vacio. 

Otro paso que se modificó es que la muestra se evaporó 

con una fuente de calor seco, en un ambiente de gas 

nitrógeno con la finalidad de agilizar la evaporación. 



Otro paso modificado fue utilizar una alicuota de 20 µ1 

de la muestra la cual se aplicó directamente en la 

cromatoplaca y por otro lado el estandar4 de FBl (10µ1) 1 en 

cambio en la técnica de Pittet 1 la alícuota de la muestra se 

derivatiza con o-phthaldialdeido COPA) para la separación en 

fase reversa en sistema HPLC (high performance liquid 

chromatography) 

f l uorescami na 19. 

completado con detección con 

El último paso modificado fue colocar la cromatoplaca 

en la estufa por 3 minutos a 80 C y en la técnica de Pittet, 

se pone por 10 minutos a 120 C. 

Para hacer evidente la visualización de el estandard de 

FB 1 y las bandas de 1 ó 1 os compuestos de 1 a muestra 1 es tas 

bandas se observan de un color azul-purpura. 

1 o 



RESULTADOS 

Fueron analizadas 14 muestras para determinación y 

cuantificación de fumonisina BI (FBl), asociadas con un 

brote de leucoencefalomalacia equina, en 10 municipios del 

estado de Oaxaca, México, de las cuales 11 resultaron 

positivas y 3 negativas. 

El estandard de FBl, tiene un viraje de color azul 

púrpura con la solución ácida de vaini 11 ina, al ponerla en 

la estufa a 80 C por tres minutos, presentando un Rf. de 20 

mm (distancia del centro del punto de inicio de á.pl icación 

de la mu .... stra/distancia al punto máximo de desarrollo del 

solvente) en la cromatoplaca de fase reversa. 

La muestra no. 1 no presentó bandas en la cromatoplaca 

de fase reversa, por lo cual en dicha muestra no se detecta 

FBI. 

La muestra no. 4 presentó 2 bandas con Rf superior a 20 

mm que es la distancia de desarrollo del estandard para FBl, 

por lo cual en dicha muestra tampoco se detecta FBI. 

La muestra no. 7 al igual que la muestra no. 4, mostró 

dos bandas con un Rf de JO y 26 mm respectivamente, por lo 

cual es considerada negativa ya que en ambas muestras estas 

bandas corresponden a otros compuestos, ya que no coinciden 

con el Rf del estandard para FBI (20 mm). 

11 
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Por lo que respecta las muestras 2,3,6,8,9,10, 

mostraron una sola banda de color azul purpura en la 

cromatoplaca, que coincide con el Rf del ~standard para FBI, 

teniendo una concentración de 8, 10,2,4,4, 1, 11g de FBl/g de 

muestra, respectivamente, por lo cual éstas muestras son 

positivas a FBI. 

Las muestras 5,11,12,13,14, también presentaron una 

banda color azul púrpura que coincide con el Rf de FBl, por 

lo tanto también son positivas, teniendo una concentración 

de 2,2,2,4,1, µg de FBl/g de muestra, respectivamente y 

presentaron bandas que están por arriba y por debajo del Rf 

del estandard para FB'l. (cuadro No 1, fotografía 1). 

Sin embargo todas las bandas que se derivan aqu{, son 

bandas que reaccionan positivamente la vainillina y que 

fueron arrastradas por la fase móvi 1 (fase reversa). 

Se considera con esto que todas estas bandas 

estructuralmente deben ser parecidas a la FBI. En cuanto a 

la concentración de FBl, se tiene que va desde 1-10 µg de 

FBl/g de muestra y las concentraciones que más predominan 

son las de 2 y 4 µg de FBl/g de muestra, llegando a la 

conclusión que estas concentraciones 

ocasionar la leucoencefalomalacia equina. 

son capaces de 



DISCUSION 

En éste estudio se encontraron concentraciones de FBl 

que van de 1-10 µg de FBl/g de muestra y las que más 

predominan son las de 2 y 4 µg de FBl/g de muestra. 

Ross y col 23 reportan un rango de detección de FBI 

que va de <l ppm a 126 ppm e indica que el alimento con más 

de 10 µg de FBl/g de muestra no es digno de confianza para 

alimentar a los cabal los, ya que concentracio1res mayores ó 

iguales a 10 µg de FBl/g de muestra son letales pa.ra los 

caballos. 22 . 

En otros estudios real izados por Sydenham y col 25, 

Alberts y col 2, al igual que Ross y col U, reportan limites 

de detección de FBl, de 10 µg de FBl/g de muestra 1 en casos 

asociados con leucoencefalomalacia. 

Sin embargo en este estudio todos los equinos y asnos 

(100 en promedio) que consumieron este maiz enmohecido, 

murieron por lcucoencefalomalacia, aún con concentraciones 

menores a 10 µg de FBl/g de muestra, esto nos sugiere que 

los equinos son muy susceptibles a la FBl, por lo cual el 

alimento que este contaminado con esta toxina no se debe dar 

a los equinos, ni aún incluido en baja concentración en su 

dieta. 

13 



Ya que con base a estos resultados, se sospecha que 

concentraciones aún menores a 10 µg de FBI, ocasionan la 

leucoencefalomalacia equina. 

14 
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De izquierda u do rocha, los carriles ?. y 5 corresponden a 10 
µ1 de ol ostandard do 100 ppm de Fumonisina Bl (FBlL 
presentando un Rf (distancia del contra del punto de inicio 
de aplicación de la muestra/distancia al punto máximo de 
desarrollo del solvento) de 20 m1n, los carriles 1,3,4,6 1 

corresponden a 20 111 de muestras que fueron anal izadas y 
tionon una conccntraci6n de Fill, de 8 1 no d1~tcctablc 1 , 2 1 10 
µg de FBl/g de muestra, respectivamente. 
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CUADRO 

LOCALIZACION (Rf mm) DE BANDAS REACTIVAS A LA VAINILLINA EN 
CROMATOPLACAS DE FASE REVERSA PARA EL ANALISIS DE FUMONISINA BI 

(FBI) EN MAIZ DE OAXACA, MEXICO 

lo de lo de ESTllDARD IBI U•20 11 11181/1 
OllG!H 

lue1tra B111d11 Rf DE LIS BUDAS 111utn 

1 Tololole Pochlla 1/b Ha dello. 

1 Sa f1idro Pochlh 1 2D 1 

3 S1 hidro !pngo 1 ID ID 

1 Sa Pedro Burubo 2 21 l7 Ho detec. 

5 il Salitre So Pedro 1 ll ID 21 21 2 

6 Sta 11 Bul1lco 1 2D 2 

1 S11 Pedro Burubo 2 10 21 Hodetec. 

1 SantiagoC'lliltla 1 20 1 

9 S11 Pedroli1tepec 1 20 1 

ID S11 Pedro Cop1f 1 1 20 1 

11 Sta la Bualalco 1 113 2D 27 2 

12 Sia la Huatulco J 17 20 2f 2 

ll Jui 1 tepe e ( 1517 20 25 ( 

" S11 Pedro B111rubo J 10 2D2l 1 



Figura 1 

INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DE ESFINGOLIPIDOS POR FUMONISINA BI (FBI) 

Palml to:yllCoA + Ser ina 

3-Ket~finganlna 

Esfinganina 
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FB ·~~acil-CoA (icido graso activado) 
N-acet 11 traiµ1ferasa 

H+ 

l!Bflnganlna~-. DlhToceraml:: 

Cera11ida ~ Esfingocina 

N-acetlltrauferaaa /'/ ~~ lo\ 

acll-CoA (icldo ~~o) ~~ H+ 

Esfingocina Esfingomielina 
Glicosfingolipidos 


	Portada
	Contenido
	Resumen
	Texto
	Literatura Citada



