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Introduccion

Las fumonisinas son micotoxinas producidas por algunas especies del
géenero Fusarium,  de las cuales, F. moniliforme y F. proliferatum son las més
importantes ya que frecuentemente infectan maiz en todo el mundo. La FB; es el
compuesto mds abundante dentro de esta familia, ademés se encuentra como uno
de los principales contaminantes de maiz de forma natural junto con la FB2 y FBa.
Las fumonisinas Bi y B2 desde su aislamiento y caracterizacion, en Sudafrica en
1988 han captado la atencién de muchos investigadores, debido a los efectos
tbxicos que presentan en algunas especies animales como caballos y cerdos. El
efecto de las fumonisinas en humanos ha sido dificil de establecer, pero los
estudios epidemioclégicos han correlacionado su presencia en alimentos de maiz en
ciertas 4reas de Sudéfrica y China con altos indices de cincer esofgico, el cual es
40 veces mayor que en el resto del mundo.

Debido a la ubicuidad de las dos especies productoras de fumonisinas y su
comin presencia en mafz, se han encontrado estas toxinas en productos agricolas y
productos derivados, principalmente en mafz. En México, la infeccion de maiz por
Fusarium spp. es frecuente y se han aislado F. moniliforme, F. proliferatum y F.
subglutinans de semillas de maifz. El procesamiento del mafz constituye un factor
importante en la concentracién de fumonisinas, ya que se ha observado que
muchos de los procesos la reducen considerablemente, pero atin son detectables.
De especial interés, es el hecho de que en la harina nixtamalizada y en tortillas de
mafz, se detectan fumonisinas en niveles considerables (de 12 a 1800 ng/g). El
tratamiento alcalino con hidréxido de calcio y la aplicacién de calor himedo
reducen los niveles de fumonisinas, pero se producen la formas hidrolizadas de la
toxina, origindndose un producto que no pierde la toxicidad de la molécula

original.




En este trabajo de actualizacién monogrifica se revisa la biologia del hongo
F. moniliforme, fitopatogeno de maiz y principal productor de fumonisinas en este
cereal. Enseguida se hace una descripcién de la estructura quimica y condiciones de
produccién de la toxina, tanto en el campo como en el laboratorio, asi como la
actividad biolégica que presenta en animales y plantas, Se presenta también una
revision de los reportes de incidencia de estas toxinas en maiz y productos
derivados de éste en todo el mundo a partir de reportes originales y revisiones. Se
presentan los métodos de andlisis que se emplean para la deteccion y cuantificacion
de las toxinas en productos agricolas, principalmente mafz, y sus productos
derivados. Finalmente, se presenta una revisiéon de los estudios hechos para
determinar el efecto del procesamiento de alimentos sobre la estabilidad de las
fumonisinas, asi como los limites establecidos en algunos paises para regular los
niveles de fumonisinas en alimentos para consumo humano y animal.

Como parte del proyecto “Bisqueda de marcadores moleculares y
fisiolégicos para detectar resistencia natural a la infeccién por Fusarium montliforme
en maiz” apoyado por CONACYT se ha realizado esta revision monografica de
actualizacion. El objetive principal de dicho proyecto es detectar un posible
mecanismo de resistencia natural en maiz al patégeno, asi como conocer la

incidencia de las toxinas en maiz en México.




L- Biologia de Fusarium monilifornne

A. Clasificacion taxonémica

La mayoria de los hongos patoégenos para el hombre, animales y/o plantas
estin comprendidos en la sudivision Deuteronycoting (Lopez et al,, 1995). Esta
) subdivisién la conforman alrededor de 15,000 especies, las cuales se encuentran en
un sélo grupo ya que aparentemente carecen de un estado sexual y por lo tanto no
es adecuadoe colocarlos con el resto de los hongos en el sistema de clasificacién,
basado principalmente en el modo de reproduccién sexual (Moore-Landecker,
1990). Los estudios recientes de filogenia, ontogenia conidial y de los componentes
quimicos de los hongos han motivado algunas reclasificaciones taxonémicas;
asimismo, muchos de los géneros y especies de hongos imperfectos en los que se
descubre una reproduccién sexual adquieren una doble nomenclatura taxonémica,
ya que también se ubican, de acuerdo con el tipo de esporas sexuales, en alguna de
las cuatro divisiones de hongos perfectos.
Fusarium spp. es uno de los principales grupos de hongos que producen
micotoxinas dentro de la subdivisién Deuteromycotina. La clasificacion taxonémica

de éste género es la siguiente:

4 Divisién: Eumycota
¢ Subdivision: Deuteromycoting
+Clase: Hyphomycetes
4 Orden: Moniliales

¢ Familia:  Tuberculareacea

La compleja taxonomfa de Fusarium spp. obligé a dividir este género en 12
secciones de acuerdo a Wollenweber & Reinking: Eupionnotes, Spicarioides,
Arachnites, Sporotrichiella, Rosewm, Arthrosporiells, Gibbosum, Discolor, Lateritium,
Liseola, Elegans, Marticlla-Ventricosum (Nelson ef al., 1983). Los criterios usados para

formar é&stas secciones fueron; a) la presencia o ausencia de microconidios, b) la




forma de los microconidios, ¢) la presencia o ausencia de clamidosporas, d) la
localizacion de las clamidosporas, €) la forma del macroconidio, y f) la forma de la
célula basal en los macroconidios. Las principales especies caracterizadas por ser
patbgenos y toxigénicas en animales, plantas o humanos se concentran en cuatro de
las secciones (Bulierman, 1997). Estas secciones son: Sporotrichiella (F. sporotrichioides
y F. poae), Gibbosum (F. equiseti), Discolor (F. graminearum y F. culmorun) y Liseola (F.
moniliforme, F. proliferatum, F. subglutinans).

La seccién Liseoln es utilizada para separar especies de un género amplio en
unidades mds pequefias con caracteristicas similares. La morfologia de los
macroconidios se mantiene como la caracteristica principal para definir varias
especies de Fusarium. Sin embargo, ésto no es un criterio confiable para separar las
especies en la seccion Liseola ya que hay que considerar que coinciden en la
morfologia de los macroconidios entre especies. Por lo tanto, estas especies se
distinguéil por la morfologia y modo de formacién de los microconidios. Una
caracteristica particular de las especies en la seccién Liseola es que no forman
clamidosporas. En esta seccibn ambos macroconidios y microconidios son
endoconidios formados en el interior de la hifa o coniditforo. El conidio es
formado en monofialides ¢ polifialides. Una monofialide es una célula que
desarrolla en un extremo abierto mientras la polifialide es una célula que desarrolla.
dos o méds extremos abiertos a partir de una sucesi6bn basipetal de conidias
desarrolladas (Nelson, 1992 a).

La especie representativa y mds importante dentro de la seccién Liseola es
Fusarium moniliforme cuyas caracteristicas microscopicas y macroscopicas se
describen a continuacién:

Caracteristicas microscépicas

 Conidios. Los microconidios son abundantes y son por lo general células

solas, ovales o hasta con forma de baston. (Fig. 1). Los macroconidios son
escasos y forman cadenas largas y falsas cabezas. Su apariencia varia de un

poco curvo hasta casi rectos con una superficie dorsal vy ventral casi




paralelos, y poseen una pared delgada y fina. La célula basal tiene la forma
de un pie (Fig. 2).
+» Conidi6foros. Se presentan solo monofialides.
< Clamidosporas. Son ausentes.
Las descripciones de conidios y conidi6foros estan basadas en cultivos de 10 a
14 dias en placas de agar en cuya superficie se coloca una hoja de clavel
esterilizada y donde forma el hongo las estructuras caracteristicas (Nelson et af.,
1983).
Caracteristicas macroscopicas
Las caracteristicas coloniales del hongo se observan en agar papa-dextrosa (en
cultivos de 10 a 14 dias en agar inclinado) donde crece rdpidamente
presentando un micelio blanco y con frecuencia puede presentar una coloracién
purpura. El esporodoquio puede estar presente o ausente y cuando estd
presente puede ser de color marrén-amarillo a naranja. La esclerotia también
puede desarrollarse y es usualmente de color azul oscuro, puede ser tan
abundante y dar esta coloracion por la parte superior e inferior de la superficie
de la colonia. El reverso de la colonia (Fig. 3) varfa de incoloro a parpura oscuro

(Nelson et al., 1983).

B.- Distribucion

E. moniliforme. es un hongo cosmopolita distribuido ampliamente en todo el
mundo y se ha aislado de una gran variedad de plantas hospederas como sorgo,
cafia de azicar, trigo, arroz, cebada e higo (Visconti, 1994; Tseng ef al., 1995; Leslie,
1995, 1996). Ademds es uno de los hongos predominantemente asociados a maiz
(Zea mays L.) en dreas de produccién de este cereal en el mundo, aislandose con
frecuencia de semillas y de productos de consumo bdsico para el hombre y
animales, derivados de este cereal, (Marasas ef al., 1984). Su incidencia es mayor en

climas tropicales y subtropicales (Pascale et al., 1997).




La presencia de este hongo se asocié a enfermedades de etiologia alimentaria en
el hombre y animales desde que fue descrito originalmente en 1904 (Nelson, 1992
a). A principios del siglo XX se relacioné con la incidencia de enfermedades de
animales que ingirieron maiz enmohecido en los Estados Unidos, donde se
reportaron casos en los cuales las pesufas del ganado vacuno y los cascos de los
caballos se desprendian, los cerdos perdian pelo, los poilos perdian sus plumas, y
algunos animales desarrollaban convulsiones, y en general, un porcentaje alto de
los animales afectados morian. F. moniliforme fue el hongo comGnmente asociado al
maiz que los animales habfan ingerido implicandose como el agente etiolégico de

estas toxicosis alimentarias (Nelson et al., 1993).
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Fig.1. Microconidios de Fusaritm moniliforme producidos

en el micelio aéreo (X1000) (Nelson et al., 1983).




Fig.3. Morfologia colonial de Fusarium moniliforme en agar papa
dextrosa. En el anverso de la colonia se observa la formacién de micelio

aéreo blanco, y en el reverso una coloracién piirpura {Nelson et al, 1983).
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C.- GENETICA
1.-  Reproduccién sexual

La reproduccion sexual o perfecta, caracteristica de los hongos teleomorfos
se da por la uni6n de células haploides (N), en tanto que la asexuada o imperfecta
(hongos anamorfos), se da a partir de un micelio aéreo, sin fusién de los nicleos. La
reproduccién sexuada, como en otros organismos, involucra tres etapas clave;
fusion celular (plasmogamia} que ocurre en dos células haploides, tipicamente
uninucleada y a partir de organismos separados, fusién nuclear (cariogamia) que
da lugar a una célula con un solo nicleo diploide y finalmente la meiosis, la cual
establece el estado haploide, transformando una célula diploide en cuatro células

haploides (Carlile y Watkinson, 1994).

a.-  Especies biologicas en Gibberella fujikuori

El estado perfecto o sexual de F. moniliforme es Gibberella fujikuroi, el cual
también se ha reconocido como el teleomorfo de otras especies de Fusarium de la
seccion Liseola. Dentro de la especie G. fujikuroi hay entidades biolGgicas con alta
similitud morfolégica por lo que se han definido las poblaciones de apareamiento.
Estas agrupan a todos los miembros de una poblacién que son capaces de cruzarse
para producir una progenie fértil. En la Tabla 1 se muuestra una recopilacién de las
poblaciones de apareamiento y los anamorfos con los cuales han sido asociados
{Nelson et al., 1983; Leslie, 1995, 1996).

Las tres primeras poblaciones de apareamiento, denominadas A, B, y C
fueron descritas por Hsieh en 1977, y 1a cuarta, D, por Kathariou en 1981. Kuhtman
en 1982 describié las cuatro poblaciones de apareamiento como variedades con
caracteristicas similares. Durante la pasada década se ha reunido una coleccién de
aproximadamente 5000 cepas aisladas de éste grupo y se identificaron dos
poblaciones adicionales de apareamiento, la E y la F, una de las cuales, la F, fue

descrita como E. moniliforme pero ahora se le conoce como F. thapsinum (Klittich ef



al., 1997). Una séptima poblacién de apareamiento, la G ha sido adicionada, y de la
cual el anamorfo es Fusarium nygamai, pero atin no ha sido descrita formalmente en
detalle (Leslie, 1995, 1996).

La designacién de los anamorfos correspondientes a cada poblacion de
apareamiento ha causado confusion en la literatura, ya que, por ejemplo, en el caso
de F. moniliforme, hay desacuerdo sobre el nombre adecuado de esta especie, ya que
en un principio se le conocia como F. verticillioides. Ademés en muchos de los casos
la mejor caracteristica morfologica es insuficiente para distinguir especies
biolégicas muy similares, tal es el caso de especies hermanas, como lo son las
poblaciones de apareamiento A y F, las cuales comparten el anamorfo F.

moniliforme, ahora reclasificado como F. thapsinum (Leslie, 1995, 1996).

b.-  Diferencias asexuales entre poblaciones de G. fujikuroi

La; poblaciones de apareamiento de G. fujikuroi se pueden distinguir unas de
otras usando criterios diferentes a las cruzas sexuales. Algunos de estos criterios
son suficientes para resolver todas las poblaciones de apareamiento, pero otros
criterios las dividen en menos de seis grupos. Estos criterios se describen a
continuacion,

Produccion de fumonisinas. La produccién de fumonisinas es la
caracteristica mas importante que se conoce para distinguir a la poblacién de
apareamiento A ya que estas cepas son generalmente capaces de sintetizar estos
compuestos en altas cantidades. Los miembros de la poblacién de apareamiento D
son también conocidos por producir cantidades significativas de fumonisinas,
mientras que, los miembros de la poblacién de apareamiento F los producen en
menor cantidad (Moretti ef al., 1995). Los miembros de las poblaciones B y E son
conocidos por no producir fumonisinas. En contraste, las pocas cepas de la
poblacién de apareamiento C que han sido estudiadas, no producen fumonisinas,
pero su relacion con la poblacién D sugiere que algunas cepas pueden ser capaces

de sintetizar fumonisinas, Tabla 1 (Leslie, 1996).




Preferencia por hospederos. La planta hospedera de donde fue aislada cierta
cepa es una caracteristica que puede ser usada para distinguir algunas de las
poblaciones de apareamiento. La poblacién A es muy coman en maiz donde
constituye mds dej 90% de las cepas aisladas de las semillas. Los miembros de la
peoblacién de apareamiento D y E también pueden aislarse con frecuencia de maiz,
especialmente del tallo, mientras que los miembros de la poblacién B y F son
encontrados con baja frecuencia en este hospedero. En sorgo, la poblacién F
predompina, pero las poblaciones D y B son recuperadas con significativa frecuencia
en algunas situaciones. En higo, la poblacién A predomina mientras que la
poblacién D es méas comin en esparrago; y la poblacién C se caracteriza por la
produccién de altos niveles de dcido giberélico y por ser el agente etiologico de la
enfermedad de bakanae en arroz (Leslie, 1995, 1996; Desjardins et al., 1997; Logrieco
et al., 1998; Desjardins et al., 2000).

Isoenzimas. Dentro de las poblaciones de apareamiento de G. fujikuroi nueve
isoenzimas examinadas han resultado monomérficas, y s6lo hay polimorfismo en la
poblacién de apareamiento F para la isocitrato deshidrogenasa. En el contexto de la
produccién de fumonisinas, los miembros de la poblacién A tienen una distincién
en una banda de la triosafosfatoisomerasa y esto es atil cuando se evaluan cuitivos
de cepas recuperadas de mafz o de productos contaminados con fumonisinas
(Leslie, 1995, 1996).

Las ofras dos caracteristicas que se han propuesto para dividir a las
poblaciones de apareamiento son la resistencia a antibi6ticos, especialmente a Ia
higromicina y al benomyl, y la secuencia espaciadora entre los genes de RNA
ribosomales. Sin embargo ninguna de éstas se ha estudiado en un nimero
suficientemente grande de ce];.)as para permitir una clara identificacién como grupo

(Leslie, 1995, 1996).



c-  Diferencias sexuales entre las especies biol6gicas de G. fujikuroi

Para distinguir las pobfaciones de apareamiento se realizan cruzas en agar-

zanahoria, ya que es el medio adecuado para inducir la produccién de esporas
sexuales. Estas cruzas toman aproximadamente cinco semanas para completarse y
son definitivas cuando se observa la formacién de ascosporas localizadas en
peritecios (Leslie, 1995, 1996).
Dentro de una poblacién de apareamiento, el intercambio genético entre diferentes
individuos puede ocurrir por recombinacién sexual o asexual. La recombinacién
genética sexual es gobermada principalmente por los genes del tipo de
apareamiento y por los genes responsables de la fertilidad, tanto masculino como
femenino.

Co{_\ frecuencia los gametos masculine y femenino no se puede identificar y
para ello se designan dos tipos de micelio, denominados tipos de apareamiento,
con la notacién (+), (-), e indican que (+) puede fertilizar a () (Griffin, 1994). Las
poblaciones conocidas de G. fufikuroi son todas heterotdlicas, es decir son especies
que requieren la interaccién de dos cepas de diferente tipo de apareamiento.

Cuando no se conoce la poblacion de apareamiento a la que pertenece cierta
cepa, entonces ésta es usada como donadora en cruzas con cepas de prueba de cada
una de las poblaciones de apareamiento. Una cruza exitosa identifica a la poblacion
de apareamiento a la cual pertenece la cepa que es fértil como donadora. Hay cepas
que pueden funcionar tanto como donadoras como receptoras y se les llama
hermafroditas (Leslie, 1995, 1996).

En el caso de la recombinacién genética asexual se requiere de la formacién
de un heterocarion. La formacién de tal heterocarion requiere la capacidad de las
hifas de diferentes cepas para fusionarse y que el heterocarion resultante sea
suficientemente estable para que de esta manera la cariogamia, recombinacion
parasexual y la segregaci6n tengan suficiente tiempo para ocurrir (Leslie, 1995,

1996).




d.-  Poblaciones genéticas de F. moniliforme

Hay algunos estudios que se han enfocado sobre el loci de la
incompatibilidad vegetativa (vic), el cual es responsable del fenotipo del grupo de
compatibilidad vegetativa (VCG). Este loci gobierna la estabilidad del heterocarion
que tiene que ser formado, pero no afecta directamente la capacidad que tienen dos
cepas para fusionarse fisicamente una con otra. Las cepas que son idénticas en
todos los loci vic son capaces para formar un heterocarion estable y se dice entonces
que son compatibles vegetativamente y pertenecen al mismo grupo de
compatibilidad vegetativa (VCG). Las cepas que son incapaces de fusionarse
apropiadamente han sido identificadas como heterocarion auto-incompatible

(Leslie, 1995, 1996).

D.- Colonizacion de maiz por F. moniliforme en el campo

F. moniliforme es capaz de colonizar mafz en todos los estados de desarrollo y en
distintos 6rganos, tales como raiz, tallo, mazorca y granos. En muchos casos,
aunque estd presente no es conspicuo al no causar dafo visible. La infeccién
asintomdtica puede existir en toda la planta, y ser transmitida por las semillas
desarrollando una infeccion sistémica (Munkvold y Desjardins, 1997). Mientras que
muchas plantas son asintomaticas, el dafio en tallo y mazorcas es algunas veces
dramaético (Fig.4-5).

E] ciclo de infeccién de F. monilifornme en maiz (Fig. 6) es complejo y las vias
de infeccion son diversas. Debido a que F. monilifornie  es un saproéfito, puede
sobrevivir en restos de cultivos de maiz infectados, de esta manera, en suelo puede
infectar la rajz y tallo de plantas de maiz. En general, su entrada es favorecida por
dafio mecéanico o por insectos. En algunas ocasiones la infeccién en tallo puede ser

sistémica en la planta, dafiando de esta forma otros 6rganos de la planta.




Tabla 1. Relacion de las poblaciones de aparcamiento de Gibberella fujikurol con sus correspondientos

anamorfos de Fusarium y sus caracteristicas principales.

Poblacién de

aparcamiento de

Especie de Fusarium

Produccién de

Planta hospedera donde se ha

G. fujikuroi Anamorfo Fumonisinas aislado
A F. moniliforme +++ Maiz, sorgo, arroz, cana de
F. verticillioides +H++ azvcar, trigo, cebada higo
B F. subglutinans - Sorgo, maiz
F. sacchari NR
F. neoceras NR
C F. fitjikuroi -+ Arroz, sorgo, maiz, trigo
F. profiferatum -
D F. proliferatum ++it Espdrrago, sorgo, maiz, arroz
E F. subglutinans - Sorgo, maiz
F. sacchari var. NR
subglutinans
F F, thapsinum + Sorgo, maiz
G F. nygamat +++ Sorpob
Desconocida F. anthophilum +++ Orquidea
F. annutatune - Arroz
F. beomiforme - Se encuentra solamente en
F. digmini + suelo
E. napiforme ++ Sorgo y mijo
F. proliferatum var. minus NR
F. sacchari var. elongatum
F. succisae® NR

(++++) produccién abundante

(+++) produccién moderada

NR-no hay reporte de su produccién

(+) produccién escasa

(-) no hay produccion

s especies poco comunes, b también se aisla de suelo
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Las vias mds comunes de infecciéon son mazorcas y granos, donde también
causa pudricion del tejido (Munkvold y Desjardins, 1997). En las mazorcas la
infeccién por otroshongos, el dafo mecanico o dafio causado por insectos, pueden
predisponer la entrada de F. moniliforme. La infeccién en el tejide dafiado a menudo
ocurre debido a la transmisién del hongo por aire o lluvia (Munkvold y Desjardins,
1997).

En los granos hay varios caminos por los cuales F, moniliforme puede infectar.
Algunos de estos son: a} Durante la floracion, donde las mazorcas de maiz son maés
susceptibles a la infeccién por F. moniliforme, el hongo parece entrar por el pistilo,
crecer sobre el pericarpo y por tanto en el grano. Las hifas entonces pueden crecer
en el espacio entre el pedicelo y la capa final, y ser encontradas ocasionalmente en
el embrion y en el endospermo; b) Las hifas del hongo pueden penetrar a través de
fisuras en la superficie del pericarpo y crecer asf en el interior del grano (Fig. 7); c)
La hifa también puede entrar por el grano en puntos donde emerge Ia plantula y asi
el micelio puede crecer por este camino y tener acceso directo al tejido del embri6én

(Nelson, 1992 a).

E.- Colonizacién en granos de maiz durante el almacenamiento

En semillas infectadas que son almacenadas bajo ciertas condiciones puede
continuar el crecimiento del hongo. La temperatura y la disponibilidad de agua son
dos factores importantes en la colonizacion por hongos durante el almacenamiento
de granos. Marin ef af. (1995 a,b) han determinado el efecto de la disponibilidad de
agua (aw, 0.90-0.994), temperatura (4-45°C) y pH (3.6, 5.5, 7.0) en la interaccion con
" el crecimiento de F. moniliforme (cepas 25N) y F. proliferatum (cepas 73N, 131N} en
maiz. En donde las condiciones éptimas de crecimiento para F. moniliforme fueron
en aw 0.98-0.994 y 25-30°C, y para F. proliferatum fueron en aw 0.994 y 25-30°C. El
rango minimo de crecimiento se encontré en a.w 0.89-0.90 en la temperatura 6ptima.

No se observé crecimiento en 40 0 45°C. El valor 6ptimo de pH y temperatura para
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el crecimiento fue a pH 5.5 y 25°C para ambas cepas (73N, 131N) de F. proliferatiun,
y pH de 7.0 y 30°C para la cepa (25N) de F. moniliforme.

En estudios posteriores Marin et al. (1996) y Velluti ef al. (2000) encontraron
las mismas condiciones 6ptimas de crecimiente para F. moniliforme y F. profiferatim,
pero Marin et al. (1996) encontraron que en estas condiciones también ocurre la
germinacion de microconidios, obteniendo una pequeiia variacién en el rango de
temperatura para F. moniliforme de 25 a 37 °C.

También se ha estudiado el efecto de diferentes disponibilidades de agua
{actividad de agua, a., 0.93, 0.95, 0.98) y el tiempo (15 dfas) en la produccién de
siete enzimas hidroliticas (a-D-galactosidasa, p-D-glucosidasa, N-acetil-B-D-
glucosaminidasa, B-D-fucosidasa, a-D-manosidasa, B-D-xilosidasa y N-acetil-a-D-
glucosaminidasa) por F. moniliforme y F. proliferatum durante la colonizacién
temprana,de granos de maiz tratados, con rayos gamma. En este estudio se mostré
que F. mo'ni!{forme y F. proliferatum son capaces de colonizar granos de maiz viables
en amplios rangos de aw y producen varias enzimas hidroliticas.

Tres de éstas enzimas, a- D-galactosidasa, P-D-glucosidasa, N-acetil-§-D-
glucosaminidasa, se produjeron durante los primeros 3 a 9 dias, ademas de ser las
enzimas que predominan. Las cuatro enzimas restantes, p-D-fucosidasa, o-D-
manosidasa, B-D-xilosidasa y N-acetil-a-D-glucosaminidasa, fueren producidas en
muy bajas cantidades. Hubo un incremento significativo en la produccién total de
las tres principales enzimas entre los 3 y 15 dfas de colonizacién, y entre los 3 y 6
dfas en términos de actividad especifica. Este estudio sugiere que la produccién y
cuantificacion de a- D-galactosidasa, -D- galactosidasa, B-D-glucosidasa, N-acetil-
B-D-glucosaminidasa, pueden ser indicadores importantes de la colonizacion de F.
moniliforme y F. proliferafum en maiz ya que aumentan durante ésta (Marin et al,

1998a).




Fig. 4 Pudricién de la base del tallo de una planta de maiz causada
por F. monififorme (Munkvold y Desjardins, 1997).

Fig. 5 Infeccién de una mazorca de maiz por F. moniliforme, donde puede observarse el

micelio blanco producido por el hongo (Munkvold y Desjardins, 1997).
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Fig.6 Ciclo de infeccion de Fusarium moniliforme en maiz, Varias
vias de infeccién son ilustradas, pero la mas comdn es la que

ocurre en granos a traves del pistilo o de dafio por insectos.
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Fig.7 A Localizacion de Fusariwm moniliforme (flechas) dentro de

una seccién longitudinal de un grano de mafz vistc en una
micrografia electrénica. B Cadena de microconidias de F. moniliforme
del grano de maiz incubado en el medio agar papa dextrosa (Bacony

Williamson, 1992).




F. moniliforme y F. proliferatum son dos importantes colonizadores de maiz
que se han aislado tanto antes como después de la cosecha, asi como duranie el
almacenamiento. Para su establecimiento, estos hongos necesitan competir
efectivamente con otros colonizadores como son algunas especies del género
Aspergillus (A. flavus, A, niger y A. ochraceus) y Penicillium (P. implicatumn). Debido a
la incidencia de estos hongos en granos almacenados se han realizado estudios para
determinar la influencia de diversos factores ambientales en el crecimiento y
competencia de estos hongos en el almacenamiento.

Dos factores de particular importancia son la temperatura y la
disponibilidad de agua (aw) en la competencia entre algunos grupos de hongos en
granos de maiz. En aw de 0.93 y 0.95 a 15°C se ha mostrado que hay una inhibicién
mutua por parte de ambas especies de Fusarium cuando se encuentran co-
colonizando con A, niger, A. ochraceus, A. flavus y P. implicatum, lo cual se refleja en
una disminucién del porcentaje de infeccién por ambas especies de Fusarium. En a.,
de 0.98 y 25°C, tanto F. moniliforme como F. proliferatum inhiben el crecimiento de A.
ockraceus y P. implicatum, en cambio, son dominados en las mismas condiciones por
A. flavus y A. niger, observandose una reduccién tanto del crecimiento como del
porcentaje de infeccién en granos de maifz, alcanzando en este Gltimo una
disminucién del 45 y 30%, respectivamente, después de 2 semanas, y de casi un
80%, después de 4 semanas en ambas especies (Marin ef al., 1998 b,c).

En presencia de F. graminearum, otro colonizador de maiz, el crecimiento de
F. moniliforme y F. proliferatum solo se ve disminuido en un 17 y 5-11%,
respectivamente, en un amplio rango de aw de 0.93 a 0.98 y tanto a 15 como a 25°C.
En cambio, la co-inoculacion de F. moniliforme y F. proliferatum tiene un limitado

efecto inhibitorio en el crecimiento de F. graminearum (Velluti et al., 2000).



F.-  PRODUCCION DE TOXINAS

Las cepas de F. moniliforme producen varias toxinas y compuestos con accién
fitohormonal, entre las cuales se encuentran el 4cido fusdrico, fusarinas (fusarina
(), giberelinas, moniliformina, zearalenona, tricotecenos y fumonisinas (Nelson,

1992 a; Bacon y Williamson, 1992; Tay, 1995; Sweeney y Dobson, 1998).

Acido fusérico. El 4cido fusarico (icido5-n-butilpiridina-2-carboxilico) y el
acido dehidrofusdrico son producidos en grandes cantidades y han sido aislados a
partir de tejidos de plantas infectadas. La aplicacién del écido fusérico en plantas
induce un incremento en la pérdida de agua y el paso de solutos ya que hay dafo
en las membranas celulares, Esta toxina tiene actividad de quelante de metales
pesados, particularmente hierro, resultando en una inhibicién de enzimas tal como
la porﬁri;\a oxidasa. El resultado final es la reduccion de la respiracién en la planta.
También el cobre, cobalto, niquel, zinc y manganeso, son quelados por el acido
fusérico (Bacon y Williamson, 1992).

Para probar el modo de accién del dcido fusérico sobre la respiracién de la
planta y su influencia en la germinacién de semillas se probaron nueve variedades
de maiz germinando en presencia de &cido fuséarico en cinco concentraciones
(5.6X102, 5.6X103, 5.6X10+4, 5.6X10° y 5.6X105M). La germinacion de todas las
variedades fue completamente inhibida por las dos concentraciones mais altas,
mientras que concentraciones menores a 10-°M no afectaron la germinacion en
ninguna de ellas. Los efectos del 4cido fusirico en plantulas de maiz ocurren en
concentraciones similares. Estos efectos en hojas de plantulas de maiz son reflejo
del daiio sobre la membrana celular en concentraciones entre 10 y 10+ M, pero en
bajas concentraciones 10—5 y 104 M, solamente las membranas de la mitocondria y

cloroplastos son dafadas (Bacon y Williamson, 1992).
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Fusarinas. En pruebas de mutagenicidad de extractos provenientes de cepas
de F. moniliforme crecidas en maiz mostraron que 21 de las 33 cepas produjeron
algin mutdgeno activo en la cepa TA100 de Salmonella typhimurium. En 1983 se
mostré que las cepas de F. moniliforme aisladas a partir de mafz de la provincia
Transkei en Sudafrica, producen compuestos que son mutagénicos en el ensayo de
Salmonella. E! principal compuesto mutagénico purificado a partir de la cepa MRC

826 de F. moniliforme fue identificado como fusarina C (Nelson et al., 1993).

Giberelinas. Las giberelinas fueron originalmente caracterizadas como
promotores de crecimiento en plantas a partir de cultivos de Gibberella fujikuroi de
arroz. En este cereal el hongo causa una elongacién rapida de tallo/espiga el cual
puede conseguirse por aplicacion tépica de las giberelinas. Cuando las plantas de
avena infectadas con cepas de F. moniliforme son productoras de giberelinas hay
mayor produccién de hifas dentro del tejido hospedero que en la infeccién por
cepas no productoras de giberelinas. Estos datos sugieren que la giberelina puede
incrementar el crecimiento de F. moniliforme, el cual podria indirectamente influir
en la patogenicidad. Se ha propuesto que este regulador de crecimiento puede
controlar la produccién de toxinas al incrementar la biomasa fangica (Bacon y

Williamson, 1992).

Moniliformina. La moniliformina (1-hidroxiciclobut-leno-3,4-diona) es
producida solamente un pequefio porcentaje de cepas o no producida por cepas de
E. moniliforme. Dentro de la seccién Liseola la moniliformina es producida por F.
proliferatum, F. subglutinans y F. anthophilum (Bacon y Williamson, 1992; Nelson,
1992; Desjardins et al., 1997).

La moniliformina es un compuesto altamente téxico que causa una muerte
rdpida y lesiones patolégicas que incluyen degeneracién del miocardio y necrosis

en animales experimentales.
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Zearalenona (Toxina F-2) es una lactona del 4cido fenilico resorcilico,
producida por cepas de F. moniliforme, F. graminearum y F. equiseti. Se encuentra
principalmente en maiz y trigo, aunque en algunas ocasiones es posible encontrarla
en cebada y piensos. El maiz contaminado con zearalenona al ser incorporado a
alimentos que son ingeridos por cerdos, causa un sindrome estrogénico; las
hembras desarrellan glindulas mamarias edematosas y tumefaccion de la vulva,
fallas en la reproduccion por atrofia ovéarica y los machos, con testiculos
disminuidos, se vuelven estériles. La zearalenona interfiere en el metabolismo de
los amnoécidos libres, al promover la sintesis de proteinas uterinas, en lugar de
s6lo producir las necesarias para el desarrollo del animal; y en el sistema hormonal,
por sus propiedades estrogénicas, compite con las hormonas sexuales, en los
receptores celulares del estradiol. La actividad hiperestrogénica produce un falso
celo, infertilidad y cuando hay camadas éstas son escasas. La zearalenona reduce la
produccif;n de huevos en pavas y en gallinas. En bovinos baja la fecundidad

también pero no son tan susceptibles como los porcinas (Tay, 1995).

Tricolecenos. Los tricotecenos son un grupo de micotoxinas producidas por
una amplia variedad de diferentes especies de Fusarium entre las que destacan F.
equiseti, F. graminearum, F. moniliforme y F. sporotrichioides. Sin embargo hongos de
otros géneros como Cephalosporium, Cylindrocarpon, Mycothecium, Trichothecium,
Trichoderma, Stachybolrys, Verticimonosporium también los producen (Sweeney vy
Dobson, 1998). Los tricotecenos son las micotoxinas con mayor diversidad
estructural. Estos son sesquiterpenos triciclicos con un sistema de anillo basico
12,13-epoxi-tricotec-9-eno. Estas micotoxinas pueden ser designadas en 4 subclases:
Tipo A que Hene otro grupo funcional diferente a la cetona en la posicién C-8; Tipo
B que tiene una cetona en la posicién C-8; Tipo C que posee un segundo grupo
epoxi en la posicion C-7, 8 0 C-9, 10 y Tipo D contiene un anillo macrociclico entre
C-4 y C-5 con dos ésteres de unién. Desde el punto de vista toxicolégico, el hecho

de que un gran nimero de tricotecenos son producidos en mezclas por Fusarium
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spp., incluso bajo condiciones de cultivo puro, tiene como consecuencia una dificil
identificacion de la toxina que causa el efecto. Estas toxinas son inmunotdxicas y
potentes inhibidores de la sintesis de proteinas, lo cual predispone a los animales a
otras enfermedades, y enmascara toxicosis anteriores. La exposicién a alimentos
contaminados con tricotecenos puede permitir un incremento en la susceptibilidad
a infecciones de tipo microbiano (Listeria, Smimonella, Mycobacterium) e infecciones
por Candida y Criptococcus (Doyle et al, 1997). Los porcinos y otros animales
monogastricos, incluyendo el hombre presentan una mayor susceptibilidad a éstas
toxinas (Sweeney v Dobson, 1998; Doyle et al., 1997). El deoxinivalenol (DON) es
un tricoteceno producido tanto por F. moniliforme como por otras especies de
Fusarium, como F. graminearum. A ésta toxina se le nombra vomitoxina, por los
efectos de rechaze al alimento contaminado y vOmito que se induce. En Japén
puede afectar el 30% de la produccién anual de cereales en forma esporédica y se
asocia a brotes de micotoxicosis en humanos, caracterizado por anorexia, nidusea,
vOmitos, cefalea, dolor abdominal, diarrea, escalofrios y convulsiones. Estos
sintomas pueden ser producidos por varias toxinas de las especies de Fusarium de
manera conjunta, aunque se han encontrado en los alimentos principalmente DON

y nivalenol (Tay, 1995).

Fumonisinas. Las fumonisinas fueron reportadas y caracterizadas por
primera vez por un grupo de investigadores en Sudéfrica en 1983, y de manera
independiente fue aislada y caracterizada por un grupo de investigadores en
Nueva Caledonia (Nelson, 1992 a). La estructura de este grupo de micotoxinas es
descrita con detalle en el Capitulo IL
La fumonisina mas abundante fue designada como fumonisina B; (FB;) siendo
producida de forma natural y en cultives de maiz. Aunque esta toxina fue
identificada como una nueva micotoxina, su estructura es muy similar a la toxina
AAL, la cual es un monoéster de dcido propano-1,2,3-tricarboxilico y 2,4,5,13,14-
penta-hidroxi-heptadecano (Nelson ef al, 1993). Esta toxina es producida por
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Alternaria alternata f. sp. lycopersici que es patogeno foliar del tomate (Bacon y
Williamson, 1992).

Las fumonisinas Bi, Bz y Bs han sido detectadas en maiz, y cuyo consumo se
ha asociado con un alto por ciento de los casos de cancer esofagico en Sudéfrica,
China, Italia y los Estados Unidos, y donde, solamente la fumonisina By ha sido

implicada como un agente promotor de cancer (Nelson, 1993).
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IL-  Estructura quimica de las fumonisinas

Aunque la fumonisina By es el compuesto més abundante que producen las
cepas de F. moniliforme, se han aislado hasta la fecha més de 10 compuestos con una

estructura quimica relacionada.

La estructura quimica basica de las fumonisinas consiste en una alquilamina-
de 20 carbonos con uno o dos grupos hidroxilo y un uno o mas grupos metilo y
acido tricarbalilico esterificado. En las fumonisinas de la serie A y P, el grupo
amino se encuentra esterificado. Las fumonisinas de la serie B fueron las primeras
en describirse y su presencia como contaminante de maiz ha sido confirmada por
multiples autores {Capitulo V). La fumonisina C; se ha encontrado en muesiras de
maiz, pero constituyendo dnicamente el 1% de la cantidad de fumonisinas.
Asimismo las fumonisinas A y As se encuentran también en bajas concentraciones
en relacién a las fumonisinas de la serie B (Nelson et al., 1993;5weeney y Dobson,

1998).

En la Figura 8 se muestran 14 de las fumonisinas descritas hasta la fecha,

donde se presentan los sustituyentes y su peso molecular,

Musser y Plattner (1997) hicieron un estudio sobre el tipo de fumonisinas
producidas en cultivo s6lido de maiz empleando ocho cepas de tres especies
productoras de fumonisinas, F, moniliforme, F. proliferatum y F, nygami, debido a
que la mayoria de las fumonisinas que se han identificado en cultivo no ocurren de
forma natural. En este estudio se confirmo la presencia de FBy (PM=693) como una
trihidroxifumonisina. Ademds de FBs4, se describieron dos nuevas fumonisinas en

los extractos del cultive, la primera un compuesto de la serie B designado FBs
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(PM=737) el cual tiene una cadena hexahidroxialquil y la segunda, designada FBK,
(PM=562) es una forma deacetilada de FAK:.

Las fumonisinas son compuestos polares, solubles en metanol, agua y
acetonitrilo. En relacion a su estabilidad las fumonisinas son termoestables, pero
que cuando son sometidas a temperaturas mayoeres a 175°C, en pH 4cidos o
alcalinos, por 60 min estas loxinas se descomponen. Como productos de
descomposicion se obtienen dos tipos, tanto para FB; y FBz un producto
parcialmente hidrolizado(PHFB; y PHFBy), en pH acidos; y otro completamente
hidrolizado (HFB, y HFBg), en pH alcalinos (Jackson et al., 1996 a,b).
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Figura 8. Estructuras quimicas y pesos moleculares (PM) de las fumonisinas.

R, Ry, OH
Fg
CH, . ]
° [s] OHO
A
Acido tricarbalilico (TCA)
HO

3-hidroxipiridina (3HF)

Fumonisina Ry R2 R; R4 Rs R¢ PM
FA, TCA | TCA | OH | OH | NHCOCH: | CHs 763
FA; TCA [ TCA H OH | NHCOCH; | CHs 747
FAs TCA | TCA | OH H NHCOCH; | CHa 747
FAK, =0 | TCA | OH | OH | NHCOCH: | CHi 603
FB, TCA | TCA | OH | OH NH: CHs 721
FB» TCA | TCA H OH NH: CHs 705
FB, TCA | TCA | OH H NH; CHs 705
FB, TCA | TCA H H NH, CHs 689
FC; TCA | TCA | OH | OH NH; H 707
P, TCA | TCA | OH | OH 3HP CH» 800
FP, TCA | TCA H CH 3HP CHs 784 |
FP, TCA | TCA | OH H 3HP CHa 784
PH1a TCA | OH | OH | OH NH: CHs 563

PH1b OH | TCA | OH | OH NH: CHs 563

TCA=4cido tricarbalilico 3HP= 3-hidroxipiridina
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IIL.- Biosintesis y condiciones de produccién de las fumonisinas
A.-  Ruta biosintética

Debido a la similitud estructural de las fumonisinas con la esfingosina se ha
sugerido que la biosintesis de estas toxinas es similar a la de los esfingolipidos,
cuyo primer paso es la condensacion de serina con palmitoil-CoA, catalizado por la
serina palmitoiltransferasa. Estudios previos han mostrado que fa alanina es
incoporada directamente en el carbono C-1 y C-2 en la cadena prinicipal de las
fumonisinas, por la condensacién con un acil-CoA de 18 carbonos (Fig. 9). Por lo
tanto si las fumonisinas son sintetizadas de modo similar, la serina seria
remplazada por la alanina, y el palmitoil-CoA por el acil-CoA (Branham y Plattner,
1993; Blackwell et al, 1996; Desjardins et al., 1996). Los grupos metilo son
adicionados a la cadena principal de las fumonisinas en C-12 y C-16 (ambos
derivados de metionina) por una S-adenosil metionina transferasa. Los pasos
subsecuentes en la via biosintética involucran la oxigenacién y subsecuente
esterificacion, pero el orden y niimero de éstos no se conoce. Se ha propuesto que
los homélogos menos oxigenados, FBy, FBs, y FB2 son posibles precursores del
homol6go mas oxigenado, FB, pero aiin no es claro si la oxigenacién y metilacion

ccurren antes o después de la condensacién con alanina (Sweeney y Dobson, 1998).

B.-  Especies productoras del género Fusarium

Debido a la importancia toxicolégica de las fumonisinas, se han realizado
estudios sobre las especies productoras de estas toxinas en cultivos de maiz en
donde se han probado 25 especies de 9 de las 12 secciones en que se dividen el
género Fusarium (Spicarioides, Sporotrichiella, Roscum, Arirosporiella, Gibbosum,
Discolor, Lateritium, Liseola, Elegans); incluyendo a las especies F. mygamai y F,
napiforme las cuales no se encuentran clasificadas todavia en ninguna de las
secciones descritas. Solamente se ha encontrado que los miembros de la secci6n

Liseola producen fumonisinas y dentro de ésta, F. mounilifsrme y F, proliferatum
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producen tanto FB; como FB, en cambio F. anthophilum produce solo FB;. También
ofras especies que no pertenecen a la seccién Liseols como lo son F. dlamini, F.
napiforme y F. nygamai, producen fumonisinas, siendo las dos primeras productoras

solamente de FB,.
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Fig.9 Modelo propuesto para la biosintesis de las fumonisinas basado en

datos genéticos (Sweeney y Dobson, 1998).

E. maniliforme y F, proliferatum son las dos especies productoras de
fumonisinas mas importantes, debido a los altos niveles que producen de estas
toxinas (mayores a 500 pg/g) en maiz. F. nygamai es considerada una especie
productora de niveles intermedios (50-500 ng/g) a  altos de fumonisinas, y su
principal asociacion es en granos de mijo y sorgo. F. anthophilum y F. dlamini son
especies de menor importancia en la produccién de FB1, ademds de que su
incidencia en granos de cereales es escasa (Nelson et al., 1991, 1992; Thiel et al., 1991

a, Visconti y Doko, 1994).
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C.-  Relacidn genética de la produccién de fumonisinas

La variabilidad en la produccién de fumonisinas también ha sido estudiada
en el teleomorfo de G. fujikurol. Leslie et al. (1992) analizaron la produccién de
fumonisina Bi en 25 de cepas G. fujikurot, poblacion de apareamiento A, aisladas de
maiz asociado a degeneracion leucoencefalica equina. Las 25 cepas se identificaron
morfolégicamente como F. mondiforme, en su estado asexual y todas producen
fumonisina Bi en cultivos de maiz en un rango de 422 a 5206 ng/g.

En general, las cepas pertenecientes a la poblacién de apareamiento A
producen altos niveles de fumonisina B1 en cultivos de maiz (170 a 4100 ug/g) adn
cuando no se les ha asociado con alguna micotoxicosis, y es una caracteristica que
las distingue de la poblaci6én de aparecamiento F las cuales producen un méaximo de
3 ug/g de FBy.

La’ alta frecuencia de la contaminacién de fumonisinas en maiz y los altos
niveles en que se encuentran, asi como la amplia capacidad de produccién por
parte de la mayoria de las cepas de G. fujtkuroi poblacién de apareamiento A en
mafz, sugiri¢ que estas toxinas tenfan un papel en la virulencia del hongo. Por
analisis genético se identificé en la poblacién de apareamiento A un locus
designado funr 1, o un conjunto de loci estrechamente ligados, que determinan si las
cepas son productoras de fumonisinas (Desjardins et al., 1992). Para probar la
relacién entre la produccion de fumonisinas y la virulencia del hongo en plantulas
de mafz, se hicieron cruzas entre cepas fum 1* que tienen un alto grado de
virulencia con cepas fum 1 con un bajo grado de virulencia. Tanto cepas
productoras de fumonisinas y no productoras de fumonisinas son capaces de
colonizar tejido de hoja de las pldntulas y causar inhibicién tanto de la emergencia
de estas como lo de la elongacion de brotes, Los andlisis genéticos mostraron que
solamente los descendientes de las cepas fum 1* (productoras de fumonisinas)

presentan mayor virulencia que las cepas fum 1- (no productoras de fumonisinas),
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lo que indica que las fumenisinas contribuyen a la virulencia (Desjardins ef al.,

1995).

Tabla 2. Especies de Fusarium productoras de fumonisina By y Bz.

F—Especie de No.de | Produccién del Fumonisinas| Sustrato | Referencia
Fusarium cepas FBi (npg/ ) FB2{ug/g) donde se
estudiadas aislo la cepa
(s
F. moniliforme 7/7 85-7,100 10-3,000 Matiz Thiel ef al.,
1991a
F. proliferatum 1/1 20 160 Sorgo Thiel et al.,
8/15 587-2,936 65-450 Mafz 1991a
4/5 576-1,389 - Trigo Nelson ¢f al.,
1992
Nelsonet al.,
1992
F. anthophilum 3/17 58-613 - Suelo Nelson ef al.,
1992
F. dlamini 5/9 42-82 - Suelo Nelson et al.,
1992
F. napiforme 2/6 271-479 - Suelo Nelson et al.,
/1 16 - Sorgo 1992
F. nygamai 5/12 274-7,162 530 Suelo Thiel et al.,
11/15 16-63 - Mijo 1991a
1/1 3,148 - Sorgo Nelsonef al..,
1 1992 ]

(-)No hay reportes de su produccién
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Algunas cepas de G. fujikuroi poblacién de apareamiento A no producen FBy,
pero si producen FB: o FBs, lo que sugiere que carecen de fa capacidad de
hidroxilar las posiciones C-10 y C-5 respectivamente (Fig. 9). El analisis genético de
estas cepas muestra cambios en el locus fum 1, el cual regula la produccion de
fumonisinas. Al hacer cruzas entre cepas productoras de FB; y cepas que tienen
bloqueada la produccién de esta fumonisina se identificaron tres loci, funr 1, fum 2y
Sfum 3 (Desjardins et al, 1996). El locus fum 1 parece estar involucrado en la
regulacion de la produccién de las fumonisinas (Sweeny y Dobson, 1998), mientras
que fum 2 podria codificar para una hidroxilasa que actia en C-10 convirtiendo FBs
en FBs y también FBa en FBi (Desjardins, 1996; Sweeney y Dobson, 1998). Por su
parte fum 3 codifica para una hidroxilasa que actia en C-5 y controla la conversién
de FBsa FBz y FBs a FBy, Fig. 11 (Desjardins, 1996; Sweeney y Dobson, 1998). Por lo
tanto parece ser que un conjunto de genes ligados son los involucrados en la
producci(;n de fumonisinas y que se encuentran localizados en el cromosoma 1 (Xu

y Leslie, 1996).

D.- Condiciones de produccion
1.-  Condiciones de produccién en el campo

La produccién de fumonisinas por cepas de F. moniliforme se ha estudiado en
plantas. En dichos estudios se ha evaluado la infeccion de diferentes especies de
Fusarium de la seccion Liseola (F. moniliforme, F. profiferatum y F. subglutinans) y su
produccion de fumonisinas en mazorcas de maiz en diferentes periodos de
recoleccion {(a los 45 dias, primera recoleccion, tiempo en que ocurre la floracion; a
los 60 dias, segunda recoleccion; a les 75 dias, tercera recoleccién; a los 90 dias,
cuarta recoleccién; y a los 105 dfas, quinta recoleccién). Donde se encontré que F.
subglutinans fue la especie prevalente durante los 60 dias después de la floracion,
mientras que F. moniliforme fue la principal especie en los periodos de recoleccion
posteriores a los 90 dias. F. proliferatum fue encontrado con mayor frecuencia en

periodos intermedios (75-90 dias después de la floracién). Los niveles altos de
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fumonisinas en los periodos tardios de recoleccion fueron relacionados con la
ocurrencia de F. mouififorme y F. proliferabum, ambos buenos productores de
fumonisinas. Por otra parte, en el primer periodo de recoleccién, después de la
floracién se detecté una baja produccién de fumonisinas, la cual se asocio a la
predominancia de F. subglutinans, una especie no productora de fumonisinas. Las
muestras del tercer periodo de recoleccién mostré que las cepas de F. monififorme y
F. proliferatum produjeron altos niveles de fumonisinas (1.5 a 4.0 mg/g), en dende
las fumonisinas predominantes fueron FB, y FB; (Chulze et al., 1996).

En un estudio se determing si hay una relacién que dependa del estado de
desarrollo entre granos de maiz y la preduccion de fumonisinas por F. moniliforme
cuando el hongo es cultivado in vifro en granos de maiz recolectados en los estados
de desarrollo: blister (prelechoso) , milk (lechoso), dough (harinoso) y dent
(dentado) (Warfield y Gilchrist, 1999). Cuando f. moniliforme fue cultivado en
granos de maiz del estadio blister, la cantidad de fumonisina B, producida por el
hongo se incrementé con el estadio de desarrollo de los granos de maiz. Los
mayores niveles de la toxina fueron producidas en el estadio dent, y los menores
fueron producidos en el estadio blister. También se demostré que la biosintesis de
la toxina en granos de maiz estd influenciada por factores que varian con el estado
de desarrollo del tejido. De esta manera los cambios en la composicion de los
granos de maiz son la acumulacién de aziicar durante el desarrollo temprano del
grano alrededor de los primeros 15 dfas después de la fertilizacién (blister), y
enseguida la concentracion de azdcar declina conforme se acelera la deposicion de
almidén. Al mismo tiempo que la cantidad de almidén comienza a incrementarse
riapidamente, ia sintesis de proteinas es iniciada. Cuando los niveles de nitrégeno,
aminodcidos y nucléotidos alcanzan su maximo alrededor del dfa 28 se encuentran
los granos en el estadic dough, y ocurre la produccién de proteinas. Por los dfas 30
a 46 (dent), una considerable cantidad de almidon ha sido sintetizada. El riesgo de
contaminacion de fumenisinas puede por lo tanto comenzar en estados tempranoes

del desarrollo de la mazorca e incrementarse con la madurez fisiol6gica del grano.
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Los estudios in vifro se han realizado tanto en medios liquidos de
composicién quimica definida como en sustratos organicos sélidos. Estos estudios
se han realizado con el prop6sito de definir las condiciones 6ptimas de produccién
de estas toxinas para su aislamiento y purificacion, asf como para realizar estudios

de su biosintesis.

2.- Producci6n de fumonisinas en medio liquido
La produccién de fumonisinas en cultivo liquido ha sido reportada por
Jackson y Bennett (1990), los cuales utilizaron la cepa NRRL 13616 de Fusarium

moniliforme. y un medio de cultivo con la siguiente composicion:

¢ Glucosa 90¢g/L
+ Sulfato de amonio 35¢/L
* ’ Fosfato monobasico 20g/L
¢ Sulfato de magnesio heptahidratado 03¢g/L
¢ Cloruro de calcio dihidratado 04¢g/L

+ Sulfato de manganeso monchidratado 16 mg/L

+ Tiamina, riboflavina, niacina 500ng/L

+ Acido f6lico, biotina, y vitamina B2 50ug/L
Se ajusto el pH a 5.0 y los cultivos se inocularon con una suspensién de 5X10 ¢
esporas por mL, y se incubaron por 29 dias a 28°C y 220 rpm. Bajo estas condiciones
de cultivo, se detecté fumonisina Bi desde el dia 3 y se lleg6 al nivel maximo (74

ug/mL) en el ultimo dia de incubacién.
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Un rendimiento mas alto de fumonisinas (200-300 g/mL} se obtuvo con el medio

constituido por:

+ L-asparagina 8.0 mM
+ Cloruro de sodio 1.7mM
+ Fosfate de potasio 4.4 mM
+ Sulfato de magnesio 2.0 mM
¢ Cloruro de calcio 8.8 mM
¢ Extracto de levadura 0.05%

¢ Glucosa 0.24 M

¢ Acido malico 5.0 mM
pH de 3.0

Se inoculé con 5X10° esporas/mL de Fusarium moniliforme inoculando y se
incub6 en obscuridad en un rango de temperatura de 25-28°C en agitacién a 200-

220 rpm por 21 dias (B. Branham sin publicar).
3.~ Produccién de fumonisinas en medio sélido

Los primeros estudios in vitro sobre la produccién de fumonisinas fueron
realizados en granos de maiz esterilizados, en donde se evalué la influencia de la
temperatura (20, 25 y 30°C) y el periodo de incubacién, manteniendo fija la
actividad de agua (aw=1). Bajo estas condiciones se observa que la produccién de
FB; comienza despties de dos semanas durante la fase de crecimiento activo y
continua incrementindose en la fase estacionaria para disminuir después de 13

semanas. El rango de produccién de FBy fue mayor a 25°C, alcanzando el nivel

maximo (14.6 g/Kg) en la semana 7 (Alberts ef al., 1990).
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Las condiciones 6ptimas de produccién de fumonisinas (aw y lemperatura),

asf como la influencia de otros co-colonizadores en granos de maiz, se presentan en

la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones 6ptimas de produccion de fumonisina B por F. mondliforime y

F. proliferatum, tanto cuando colonizan sélos granos de mafz, como cuando co-

colonizan con otros hongos.

Aw Temperatura| Af | Ao. | An.| P.i F.g
O
F. moniliforme| 0.956-0.97 30 - - - - -
0.98 15a 25 M M
0.95 25 M
0.93-0.95 15 M
0.98 25 M M
0.95-0.98 25 M
F. proliferatumy 0.956-0.97| 30 - - - - -
0.98 15 M M M
0.98 15a25 M M

(-)=produccién de la toxina del hongo sélo

M= mayor produccién de la toxina cuando co-coloniza con otres hongos

A.f.= Aspergillus flavus

P.i= Penicillum implicatum

F. g= F. graminearum

A.o= A ochraceus  A.n= A. niger
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Es de particular interes sehalar que con frecuencia niveles altos de FBi son
producidos por cepas de F. montliforme con altas tasas de crecimiento, cuyo
pardmetro se refleja en la cantidad de ergosterol (mayor a 400 pg/g). Sin embargo,
esto no necesariamente implica que haya abundante produccion de FB,, debido a la
variabilidad de este caricter, asi como, un bajo contenido de ergosterol no

necesariamente indica ausencia de la toxina {Melcion ef al., 1997).

Ademas de los estudios de la produccién de FBy y FBy, también se ha evalué
la composicion del tipo de fumonisinas producidas por cepas de F. moniliforme, F.
proliferatum y F. nygamai en granos de maiz esterilizados, e incubando a 25°C por 4
semanas (Musser et af., 1997). Las fumonisinas de las series Bia y Ai.2 fueren las
fumonisinas méas abundantes. En cambio otras fumonisinas como FCi y FAK,
fueron producidas consistentemente en niveles bajos (<10%). La serie P13 fue el
Unico grupo de fumonisinas que mostré una variacién significativa, en su
produccién {de menor a 1 a 36 pg/g). Sin embargo, cuando se cultivan cepas de F.
moniliforme en condiciones limitadas de oxfgeno por 40 dias se producen niveles
detectables de la serie P (menor a 50 hasta 1272 ug/g de FPy). Durante el periodo
anaerdbico, los niveles de FB; y el de otras fumonsinas permanecieron sin cambio.
En un experimento alterno en donde fueron incubados cultivos de maiz en
condiciones aerdbicas y posteriormente en condiciones anaer6bicas, los niveles de
fumonisinas FBi, FB2 y FBs; se incrementaron con el tiempo bajo condiciones

aer6bicaas pero no continuaron aumentando bajo condiciones anaerébicas.
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Una estrategia para reducir el crecimiento de hongos y su produccion de
toxinas durante el almacenamiento de granos es el tratamiento con conservadores
como el dcido sorbico y propidnico y sus respectivas sates. Marin ef al. (1999 b)
evaluaren el efecto del 4cido propibnico, su sal sédica y una formulacién comercial
(&cido propibnico, propionato de amonio, propionato de sodio) en concentraciones
de 0.03, 0.05 y 0.07% sobre la produccion de FB\ por cepas de F. moniliforme y F.
proliferatum en granos de maiz irradiados. Estas pruebas se realizaron a diferentes
actividades de agua (aw, 0.93,0.95,0.98) y a dos temperaturas (15 v 25°C). El efecto
de los conservadores, en particular del &cido propiénico fue mas notable al ser
evaluado en F. proliferatum. La cantidad de fumonisina producida se redujo hasta
en un 90% al emplear 0.07% de acido propiénico. En cambio la méaxima reduccién
que se obtuvo con F. moniliforme fue del 60%, pero con una alta variabilidad en los

resultadog obtenidos.
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IV.-  Actividad biolégica de las fumonisinas

A.-  Efecto en la sintesis de esfingolipidos

La determinacion de la estructura quimica de la fumonisina By constituyé el
descubrimiente de una nueva clase de toxinas con un modo de accién dnico, El
mecanismo de accion a nivel molecular de la fumonisina Bl se investigé a partir de
la semejanza estructural que tiene esta molécula con la esfingosina (Fig. 10), la cual
es una base esfingoidea precursora de esfingolipidos complejos como la ceramida y
la esfingomielina (Murray et al., 1994; Diaz y Hicks, 1993).
Los esfingolipidos juegan un papel importante en un cierto nimero de funciones
celulares, incluyendo comunmicacién célulacélula, receptores de factores de
crecimiento, desarrollo, diferenciacién y transformacién de células (Merril et al.,
1996).

El efecto de la FB) sobre la biosintesis de los esfingolfpidos se ha estudiado
en hepatocitos de rata en cultivo, donde se demostré que ésta toxina impide la
formacién de esfingosina, inhibiendo a la ceramida sintasa (N-esfinganina-
aciltransferasa), la cual cataliza la acilacibn de la esfinganina para generar
ceramida. Cuando los hepatocitos fueron incubados con una concentracién de FB,
de 1uM por 4 dias se enconiré un aumento de la cantidad de esfinganina. Esto fue
acompanado por una reduccién en la cantidad de esfingosina (de 52 pmol/placa
comparado con 233 pmol/placa del control), ¥y una disminucién del nivel de
esfingolipidos totales (de 4.6 nmol/placa a 2.1 nmol/ placa).

Al ser inhibida la ceramida sintasa, tampoco puede ocurrir la acilacién de la
. esfingosina generada por hidrélisis de esfingolipidos complejos (Wang et al., 1991).

Las fumonisinas de la serie B {FB; y FB) hasta ahora han mostrado inhibir la
ceramida sintetasa en concentraciones bajas o sub-micromolares, por ejemplo, con
una concentracion de 0.1 uM de FB1 se inhibe el 50% la actividad de la ceramida
sintasa (ICso) en hepatocitos de rata (Wang ef al, 1991). La actividad de la

fumonisina sobre esta enzima depende de un grupo amino libre, pues la
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fumonisina A, que estd N-acetilada apenas inhibe en menos del 2% a la ceramida
sintasa en una concentracién de 10uM; por tanto, la acetilacién parece en reducir la

potencia por mas de 50 veces (Merril f al., 1996).

La sensibilidad a la FBy varfa segin el tipo celular mientras que en
hepatocitos de rata se obseva una inhibicion en la biosintesis de los esfingolipidos
(enun 40%) con una ICso de 0.1uM en un tiempo de exposicion de 4 dias, en las en
células renales de cerdo (LLC-PKy), se logré con ICsocon FBra 35uM y se causé una
disminucién en la proliferacion celular. Dosis mayores (>70pM) matan las células

renales después de un tiempo de exposicién de 3 dias (Norred ef al., 1992, 1999).

El efecto de la fumonisina B sobre el metabolismo de esfingolipidos también
se ha determinado in vivo cuando los animales son alimentados con la toxina pues
se han realizado los niveles de esfinganina en el suero de estos animales. En
caballos ponys alimentados con una dieta que contenfa 44 ppm de FB: se encontxé
un incremento de 2.7 veces en fa concentracion de esfinganina en el dia 2, de 4.5
veces por el dia 7, y de 13 veces en el dia 10. Ademds, también en el dfa 10 hubo un
incremento de 7 veces en el nivel de la actividad de las transaminasas en suerog, lo
cual indica que los equinos tuvieron un significativo dafio hepatocelular. Los
efectos de la FB1 sobre el metabolismo de esfingolipidos es reversible ya que
cuando los ponys dejaron de comer el alimento contaminado la cantidad de
esfinganina en suero regreso a sus valores normales y al reanudar la dieta con
alimento contaminado, hubo otro incremento en los niveles plasmaticos de la
esfinganina, ademas de que los animales continuaron con los sintomas clinicos de
la degeneracion leuccencefélica. De esta manera se ha propuesto que el analisis de
los niveles plasmiticos de esfinganina en suero puede ser empleados para
diagnosticar si ha habido consumo de alimento contaminado con fumonisinas

{Merril ef al., 1996).
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Fig. 10 Estructuras de bases esfingoideas y fumonisina B

Dado el mecanismo de accién molecular de las fumonisinas se han propuesto dos
posibles explicaciones para la muerte celular observada:

" a)La esfinganina libre y otros metabolitos como la esfinganina-1-fosfato que se
acumulan, tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y ademds es citotéxico
para las cétulas conduciendo asi a la muerte celular.

b)La inhibici6én de la ceramida sintasa ocasiona la acumulaci6n de la esfinganina y
deplecién de ceramida y otros esfingolipidos complejos desbalanceando asi la

concentracién de estas importantes moléculas bioactivas (Merril et al., 1996).
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B.-  Efectos téxicos en animales

La contaminacion de cereales con toxinas producidas por el hongo F. moniliforime
es un problema serio en casi todos los paises y en muchos se ha asociado la
presencia de la toxina con la etilogia de diferentes enfermedades en animales

(Nelson et al., 1991},

Degeneracion leuccencefdlica equina

Esta enfermedad neurotoxica de caballos, burros y mulas fue lo que causé la
busqueda e identificacién de las fumonisinas. La degeneracién leucoencefélica
equina se caracteriza por licuefaccién de la materia blanca en uno ¢ en ambos
hemisferios cerebrales. Entre los sintomas se encuentran: pérdida del apetito,
cojera, ataxia (perturbacion de las funciones del sistema nervioso), paralisis facial y
oral, coli)cacién de la cabeza a la pared, posiblemente dolores intensos,
deambulacitn, somnolencia, hemorragias internas, edema facial, ictericia, prurito,
equimosis que son mancha liquidas, negras o amarillas de los 6rganos internos y la
piel, petequias en membranas internas, (Tay, 1995). Los brotes de esta enfermedad
se han reportado esporaddicamente en muchos paises incluyendo Argentina, Brasil,
China, Egipto, Nueva Caledonia, Sudéfrica, Estados Unidos y México (Marasas et
al., 1984;Pittet ¢t al., 1992; Rosiles et al., 1998).

La mortalidad causada por la degeneracién leucoencefdlica en equinos se ha
conocido desde 1850 en las regiones donde se cultiva maiz en los Estadoes Unidos y
en donde se han reportado la muerte de cientos de caballos durante el siglo XIX en
estado de Marvland y en algunos estados en el mediocoeste durante la 1930. En 1902
los sintomas de esta enfermedad fueron reproducidos experimentalmente en
caballos alimentados con maiz enmohecido y contaminade de modo natural en los
Estados Unidos. De este estudio se obtiene que la degeneracion leucoenceflica
equina es una micotoxicosis causada por un hongo que fue identificado come F.

moniliforme en 1971. Esto fue més tarde confirmado en Sudéafrica por la induccion
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de lesiones tipicas en cuatro caballos alimentados con un cultivo de tres cepas
locales de F. mouiliforine de maiz enmohecido (Marasas ¢t al., 1984).

Debido al conocimiento de que cultives de la cepa MRC 826 de F. mouniliforme
causaban la degeneracion leucoencefdlica en equinos, y después del aislamiento y
caracterizacién de FBy y FBz producidas por esta cepa Marasas et al. en 1988
inducieron la enfermedad en un caballo el cual fue inyectado 7 veces por via
intravenosa con una dosis de 0.125 mg de FB, al 92% por Kg de peso corporal por 9
dias. En el dia 8 del experimento, el caballo desarroll6 los signos clinicos que
inclufan nerviosismo seguido por apatia, temblores, ataxia, parilisis facial y oral,
asf como incapacidad para ingerir alimentos. El caballo fue sacrificado en el dia 10,
donde la autopsia revel6 lesiones tipicas en cerebro descritas para esta enfermedad
En un experimento posterior, la degeneracion leucoencefilica equina fue inducida
por la administracién oral de fumonisina Bi en 2 caballos por un periodo de 35 dias.
Las dosis aplicadas variaron entre 1.25 y 4 mg/Kg de peso corporal. Los dos
caballos desarrrollaron los sintomas de apatia, cambios en el temperamento,
pérdida de la courdinacion, paralisis facial y oral entre los dfas 22 a 27. Las lesiones
caracteristicas de la degeneracién leucoencefdlica equina fueron presentes en los
cerebros de ambos caballos (Kellerman et al., 1990). Estos dos altimos experimentos
apoyaron fuertemente la hipodtesis de que la fumonisina Bi puede causar la

degeneracién leucoencefélica en caballos.

En 1989 de los casos recibidos por el Laboratorio de Servicio Veterinario
Nacional de los Estados Unidos de América de brotes de la degeneracién
leucoencefilica equina se compararon los niveles de fumonisina B en alimentos
que contenfan maiz y/o maiz triturado de 36 de los casos confirmados de la
degeneracion leucoencefilica equina con niveles en alimentos ne asociados con la
enfermedad. En este estudio se concluy6 que las concentraciones mayores a 10 ppm
de FB1 en alimentos para caballos podrian involucrarse con la enfermedad. (Ross ef

al,, 1992).
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Edema putmonar porcino

En 1981 el edema pulmonar porcino fue relacionado con el consumo de maiz
contaminado con F. mouiliforme. En 1989 el alimento de consumo animal que
contenia maiz y/o maiz triturado fue asociado con la muerte de cerdos adultos en
el estado de Georgia, Estados Unidos. Las muertes ocurrrieron de forma simultinea
en 2 granjas, después de haber ingerido el alimento contaminado con E. moniliforme.
A cuatro de los cerdos se les practicé la necropsia, en la cual se observo edema
pulmonar e hidrotorax masive, cuyas cavidades estaban llenas de liquido amarillo
oro (Nelson ¢t al., 1993). En 1990, postericr al descubrimiento de las fumonisinas
Colvin y Harrison reprodujeron la enfermedad por via intravenosa con una dosis
de 04 mg de FBl/kg de peso corporal por 4 dias. En un estudio similar
investigadores de Iowa, Estados Unidos reprodujeron también el sindrome del
edema pl;lmonar porcino en 4 de 6 cerdos alimentados con maiz que se habia
asociado a esta enfermedad ocurrida naturalmente y que contenia 92 ppm de FBs.
De manera general los cerdos presentaron edema pulmonar, hidrotérax y muerte
posterior (Ross ¢t al., 1992). Las muestras de los alimentos involucrados con la
enfermedad provenientes de los estados de Georgia, Iowa e Ilinois fueron
recolectadas para su valoracion micolégica por el Laboratorio de Servicio
Veterinario Nacional, de donde se aisl6 F. moniliforme en todas las muestras y con
menor frecuencia fue aislado F. proliferaium. Las cepas aisladas de F. moniliforme
producfan fumonisina B, en cantidades de 990 a 2,350 mg/g y de fumonisina B;
120 a 350 pg/ g cuando se inocul6 el hongo granos de maiz esterilizados. La cepa de
F. proliferatumn que se aislé produjo 1,670 pug/g de FBr y 150pg/ g de FB2 tn viiro. Los
datos obtenidos hasta la fecha son suficiente evidencia para proponer a la FB; como

la causa del edema pulmonar porcino (Nelson et al., 1993).
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Efecto hepatotoxico y nefrotoxico en ratas

En 1981 se aislaron de muestras de maiz de Transkei, Sudafrica, 21 cepas de
F. moniliforme, las cuales no producian moniliformina pero la mayoria si producia
ciertos compuestos que fueron téxicos en patos, causando la muerte de éstos.
Ademas las ratas alimentadas con maiz contaminado con estas cepas, presentaron
cirrosis e hiperplasia nodular en higado. En un estudio posterior, ratas fueron
alimentadas con maiz contaminado con la cepa MRCB26 de F. moniliforme en una
concentracion de 8% en la dieta y éstas presentaron hepatotoxicidad y 100% de
mortalidad. Las lesiones en el higado de las ratas que murieron fueron
caracterizadas por cirrosis e hiperplasia nodular. En menores concentraciones en la
dieta, el material de culivo fue hepatocarcinogénico y causé carcinoma
hepatocelular y carcinoma ductular en el higado. La adenofibrosis también fue
observada al mismo tiempo que el carcinoma hepatocelular.

Estes estudios aunado con el descubrimiento de las fumonisinas promovieron el
estudio de la FB:1 como agente causal de los efectos hepatoxicos vy
hepatocarcinogénicos presentados en ratas (Gelderblom et al., 1988).

En otro estudio, en 1991 en el que a un grupo de 25 ratas alimentadas con
una dieta basada en mafz adicionadal fumonisina B; al 90% (administrada en una
dosis de 50 mg/Kg de peso corporal), por un periode de 26 meses (un grupo
control recibio la misma dieta pero sin FBi) se observé que las ratas alimentadas
con ¥B1 que murieron durante los primeros 18 meses desarrollaron cirrosis micro y
macronodulares y el resto que fueron sacrificadas o murieron entre los 18 a 26
" meses, desarrollaron carcinoma hepatocelular. La metéstasis a corazén, pulmén, o
rifiones fue observada en cuatro de las ratas con carcinoma hepatocelular. No se
observaron cambios neoplésicos en eséfago, corazon o estdmago. Estos hallazgos
concluyeron que FB; producida por F. moniliforme es responsable de los efectos

hepatocarcinogénicos y hepatotéxicos en ratas (Nelson ef al. 1993).
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En otro estudio, Hendrich et al. (1993} aliment6 a varios grupes de ratas
macho por 30 dias con diferentes dietas, maiz molido que contenia dextrosa 70
¢/Kg de maijz (dieta control); maiz, fermentado con F. proliferatum (FP) con
dextrosa 70g/Kg, sin suplementar y suplementado (cantidades por Kg de maiz:
casefna, 60 g; Hamina, 0.002 g; riboflavina, 0.005 g; piridoxina, 0.002 g; niacina, 0.010
g carbonato de calcio, 1.6 g; cloruro de sodio, 1.0 g; metionina, 3.0 g; colina, 2.0 g);
maiz fermentado con F. proliferatum (NFP) y nixtamilizado con dexirosa 70g/kg de
mafz, sin suplementar y suplementado. La dieta con maiz fermentado con F.
proliferatum contenfa 4548 mg/Kg de FBi, y no contenfa la forma hidrolizada de
FB1 (HFB:). Pequefias cantidades de FB2 y FBa fueron encontradas en ésta dieta.
Solamente 0.1-0.3 mg/Kg de FB fue detectado en la dieta con maiz sin inocular. La
dieta con maiz fermentado con F. profiferatum y nixtamalizado contenia 0-0.8
mg/kg de FBy y 8-11 mg/Kg de HFB,. Después de la alimentacién por 30 dias con
las dietas descritas, las ratas fueron sacrificadas y se analizé en plasma la cantidad
de glutamato-piruvato transaminasa (GTP) y colesterol. Ademés se determing el
peso corporal, peso del higado asi como la presencia de neoplasias en este 6rgano.
En las ratas alimentadas con una dieta de mafz nixtamalizado y sin nixtamalizar
suplementado se observé un incremento en el peso corporal. El peso corporal del
grupo de ratas alimentadas con mafz FP fue menor. El peso del higado fue
incrementado significativamente en las ratas alimentadas con las dietas con maiz
FP y suplementado y en maiz NFP y suplementado. Las ratas con una dieta de
maiz fermentadoe con F. proliferatum sin suplementar no mostraron incremento del
peso del higado. En todas las ratas alimentadas con maiz FP la actividad de GPT
* fue més alta que en el resto de los grupos. El colestercl en plasma fue incrementado
en las ratas alimentadas con las dietas maiz FP y mafz NFP suplemetado
exhibiendo en la necropsia adenomas hepatocelulares, mientras que las ratas con
una alimentacién con maiz NFP sin suplementar presentaron pocos adenomas. Por

lo que se deduce que la presencia de FB; en la dieta de ratas causan efectos
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hepalocarcinogénicos, a pesar del tratamiento alcalino que se le da al maiz en la
nixtamalizacién, ya que en éste se produce su forma hidrelizada, HFB1.

Para determinar el efecto hepato y nefrotéxico de las fumonisinas Bz y By en
la alimentacién de ratas, Voss ef al. (1998) alimento a diferentes grupos de ratas
macho con una dieta que contenfa ya sea FBx (DFB2) ¢ FB; (DFB3) producidas por
una cepa de F. montiliforme no productora de FB; en tres niveles: bajo (4.6-6.7 ppm),
medio (32-49 ppm) y alto (219-295 ppm). Adem4s de utilizar un grupo que se les
alimenté con una dieta que contenia fumonisinas totales (DFB1) en las siguientes
concentraciones: 6.9 ppm, dosis baja; 53 ppm, dosis media; y 303 ppm, dosis alta
(FB1:FB2:FB3=1.0:0.38:0.15) de una cepa de F. momiliforme productora de FBy, y una
dieta sin fumonisinas. Este estudio se realiz6 en dos fases, una fase de exposicién
donde se les aliment6 a las ratas con las dietas que contenfan fumonisinas, y una
fase de recuperacién donde se les daba una dieta libre de fumonisinas, con un
periodo de duracién de 3 semanas cada una. A lo largo del ensayo se determinaron
diversos pardmetros como peso corporal y de 6rganos (higado y rifon), medicién
de hepatoxicidad (aumento de actividades enziméticas en suero, aumento de
colesterol, triglicéridos), disfuncion renal (aumento de volumen de orina, aumento
de creatinina en suero y concentracion de nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la
disminucién de la concentracién total de diéxido de carbono en suero}, se concluyé
que la severidad de la toxicidad de las fumonisinas fue FB,>FB2>FBs. La variacion

de estos estos pardmetros se presenta en la Tabla 4.

El peso corporal disminuyd el perfodo de exposicién en mayor grado en las
dosis altas de DFB1, DFB2 y DFB3 con respecto al control. Los efectos bioquimicos
en suero fueron observados en los animales tratados con las dosis altas de las tres
toxinas y con las dosis intermedias de DFB1. Las actividades de la alanina
aminotransferasa y fosfatasa alcalina aumentaron en los tres grupos en las dosis
altas, DFB1, DFB2 y DFB3, mientras que la lactato deshidrogenasa fue

incrementada solamente en el grupo DFBlen la dosis alta, con respecto al control.
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La concentracién de colesterol del grupo DFBly en menor grado del grupo DFB2
de dosis alta fue mayor con respecto al control. De igual modo los triglicéridos
fueron aumentados en las dosis altas de DFB1 y DFB3 y el BUN fue elevado en los
grupos de dosis alta y media de DFB1 con respecto al control. La creatinina se
incremento y el CO; total disminuyo en los grupos de dosis alta de DFB1 y DFB2,
con respecto al control. En cuanto a la produccién de orina fue mayor en los grupos
de dosis alta mL/rata) y media (11.5 mL/rata) de DFB1 durante la primer semana,
después de la semana 3 fue incrementada en los grupos de dosis alta en DFBl y
DFB2 con respecto al control.

En relacién con los pesos de los érganos afectados, el peso del higado y del rifion
disminuyeron de forma general en los tres grupos de dosis altas, DFB1, DFB2 y
DFB3 con respecto al control; y ademas se presento apoptosis en hepatocitos y en el
epitelio tubular del rifi6n. Las fumonisinas FB1, FB2 y FB3 afectan el balance de los
niveles (ie los esfingolipidos, causando un incremento en la relacién de
esfinganina/esfingosina (5o0/Sa) en el higado y en el riiién, en las dosis altas de los
tres grupos con respecto al control.

El efecto de las fumonisnas es reversible ya que durante el periodo de recuperacion
el peso corporal de los animales y los tejidos de estos volvieron a valores
comparables con los controles. Asimismo Ia relacion So/Sa, fue similar a los

presentado en el control.
C.-  Efecto citotoxico y fitotéxico de las fumonisinas de la serie C, FP1 y FB1.

Las fumonisinas de las series C y P no han sido probadas en animales debido
a que se obtienen en muy bajas cantidades, por lo que su efecto citotéxico se ha
probado en lineas celulares, v el efecto fitotoxico se ha evaluado en cultivos de lirio
acudtico (Lemma pausicotata L), comparando ambos efectos con los producidos por
la FBy. El estudio se realiz6 en tres lineas celulares, la H4TG que se derivkélde en

células de hepatoma de rata, la MDCK de células de rifvén canino y en fibroblastos
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murinos NIH, para determinar la concentracion de la toxinas (FCi4, FP, y FBy) la
cual causa un 50% de la reduccién del nimero de células {ICsp) después de 5 dias
de exposicién. Para las lineas celulares H4TG y MDCK resultaron citotéxicas la
FCl1 y FC2, presentando una citotoxicidad similar a la FB1, mientras que la FGy y
FCs y FPy tuvieron una citotoxidad menor. La linea celular NIH3T3 fue la més
resistente al efecto citotéxico de las toxinas probadas (Tabla 5).

La fitotoxicidad se determiné por el efecto de las fumonisinas en el
crecimiento y en el contenide de clorofila en los cultivos de la planta acuatica,
Lemna pausicotata L. (Tabla 6), por un periodo de 72 h empleando una concentracién
de 1 uM de FCi4 y FB:, mientras que la FP1 se probé en concentraciones mayores {5,
10, 50 y 100 pM).

Después de las 72 h, las fumonisinas C1 y Cz causaron una mayor inhibicién
del crecimiento de los cultivos de la planta acudtica que la FCs y FC,, y todas
fueron menos toxicas que FB; que inhibid casi completamente el crecimiento. En
cambio, la FPy mostré menor fitotoxicidad, alcanzando solamente un 50% de
inhibiciébn con una concentracién de 65 pM. En relacién con la reduccién del
contenido de clorofila, el efecto también fue mayor por la FC; y FC2, siendo similar
al presentado por la FB1. Con respecto a la FP1 se obtuvo solo un 40% de reduccién

con una concentracion de 100 uM (Abbas ef al., 1998).
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Tabla 4. Pardmetros afectados por la administracion de FBy, FB; y FB3 en dietas

proporcionadas a ratas en un periodo de 3 semanas.

L

Parametro Control DFB1 DFB2 DFB3
Peso corporal (g) 2875 DA (229.1) DA (270.8) | DA (283.3)
Efectos bioquimicos
Alanina aminotransferasa 44 DA (164) DA (62)
(/L)
Fosfatasa alcalina (TU/L) 195 DA (851) DA (329) | DA (236)
Lactato deshidrogenasa 377 DA (553)
(Iu/L)
" Colesterol (mg/dL) 70 DA (239) DA (153)
I Triglicéridos (mg/dL) 17 DA (64) DA (31)
Creatinina (md/dL) 0.43 DA (0.64) DA (0.52)
BUN (mg/dL} 18 DA (22), DM
(22)
COz total (mmol /L) 24 DA (19) DA (21)
Efecto en 6rganos
Produccién de orina 6.0 DA (18.9) DA (12.9)
(mL/rata)
Peso de higado (g) 11.0 DA (7.77) DA (7.96) | DA (9.58)
Peso de rifién (g) 249 DA (1.56) DA (1.84) DA (2.0974
Relacion de esfingelipidos ]
Sa/Soen:
Higado 0.5 DA (11.0) DA (7.1) DA (4.3)
Rifién 1.0 DA (3.0) DA (2.6) DA (2.2)

DA= dosis alta

DM= dosis media 5a/So= relacién esfinganina/esfingosina
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Tabla 5. Citotoxicidad de las fumonisinas FP,, FB; y de la serie C en lineas celulares

de mamiferos.

B 1Cs0 (M)
Fumonisina HATG MDCK NIH3T3
FCy 16.5 383 >200
FCs 15.0 64.3 >200
FCs 49.4 316.0 >200
FC4 27.2 154.9 >200
FP, 183.8 >200 >200
FB, 118 58.0 >200

Tabla 6. Fitotoxicidad de las fumonisinas la serie C, FB1 y FP; en cultivos de Lemmna

pausicotafa L.

Fumonisina| Concentracion Inhibicién de Reduccién del contenido de
(uM) crecimiento (%) clorofila (%)
FG 1 345 61.0
FCa 1 54.0 55.0
FCs 1 17.7 37.0
FCy 1 26.0 . 37.0
FB 1 95.4 55.0
Fi" 5 11.0 20.0
10 29.0 220
50 49.0 37.0
100 48.1 40.0
;

51



D.-  Efecto en la promocion de cancer

En los estudios originales que reportan el aislamiento de las fumonisinas se
probo la actividad promotora de cincer hepitico en ratas de las distintas fracciones
del cultivo de la cepa MRC 826 de F. monilifsrme (Gelderblom et al., 1988). La
actividad de promocién de cincer de la fumonisina Bl fue asociada con la pérdida
de peso en fas ratas y la elevacion de gama-glutamil-transpeptidasa-positiva
(GGT*) que es un marcador de lesiones hepdticas preneoplasicas durante la
carcinogénesis ocasionada por compuestos quimicos,

El consumo de maiz contaminado con cepas de F. moniliforme productoras
de fumonisinas se ha asociado asociado con altos indices de cancer de eséfago en
ciertas partes del mundo, particularmente en Transkei, Sudéfrica, el noroeste de
Italia y en las provincias de Honan, Hebei y Shanxi al norte de China. (Bullerman,
1997; Nair, 1998).

El cancer de es6fago en humanos tiene una incidencia mundial muy
variada: en China, se han reportado tasas de mortalidad de hasta 436 por 100,000
varones y 22.5 por 100,000 mujeres en la provincia de Honan, mientras que en la
provincia de Yunan fueron de so6lo 1.4/100,000 y 0.7/100,000 hombres y mujeres.
Ademads en Sudéfrica la incidencia en varones negros de 35 a 64 afios de edad es de
246 por 100,000, con respecto a una tasa de sélo 3 por 100,000 en Africa Occidental.
En los Estados Unidos el carcinoma de esdfago es un proceso maligno poco
frecuente que representa sélo el 1% de los carcinomas. En Asia hay un “cinturén de
cincer” de es6fago definido, que se extiende desde el norte de Iréan y el mar Caspio
a través de Asia Central hasta Mongolia y el norte de China. Otros paises donde
hay de alta incidencia son Francia, Suiza, Finlandia, Islandia y Puerto Rico. En
cambio, se observan tasas bajas de incidencia en Inglaterra, Escandinavia y

Australia (Cameron, 1995).
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Entre los factores de riesgo del cincer esofdgico se encuentran: a}) el consumo
de alcohol, en especial cuando se trata de bebidas elaboradas en el hogar a base de
maiz; b) el consumo de compuestos de nitrosamina en alimentos , se ha asociado
con cancer de esdfago en el condado de Linhsien, provincia de Honan, China; c) el
consumo de las hojas del arbusto Crotdn flaveus, ingeridas o prepradas en té; d)

el consumo de nueces {frutos de la areca) en la India (Cameron, 1995).

Sydenham et al., 1990 reportaron la relacién entre la presencia de F.
montliforme y la producciéon de fumonisinas en muestras de maifz sano y
visiblemente enmohecido en regiones de baja (Bizana) y alta (Kentani) incidencia
de cancer esofagico en Transkei, Sudafrica. Se encontré que en la region de alta
incidencia de este tipo de cancer hubo mayores niveles de FB; y FBy, en el maiz
contaminado por F. mouiliforme (46.9 v 18.9 ng/g, respectivamente) que en el mafz
sano (7.9 y 2.25 ug/g. respectivamente), en comparacién en la regién de baja
incidencia {(mafz sano, 0.55 ng/g de FBr y 0.15 ng/g de FB2; maiz enmohecido, 18.9
ug/g y 6.75 de FBy).

En un estudio poslerior Yoshizawa et al. (1994) de modo similar comparé la
incidencia de las fumonisinas en muestras de maiz del condado de Lixian, drea de
alta incidencia de céncer esofigico, con muestras del condado de Shanggqiu, drea de
baja incidencia de cdncer de eséfago en China. Los niveles midximos de fumonisinas
en el condado de Lixian fueron de 2,964 ng/g de FBi1 y de 550 ng/g de FBy, mientras
que en el condado de Shangqiu fueron 1,732 ng/g de FB:1 y 447 ng/g de FB:. La
incidencia de las fumonisinas fue también mayor en drea de alta incidenica.

También se ha estudiado la presencia de FB y otras micotoxinas (aflatoxinas
y tricotecenos totales) en forma simultinea en maiz recolectado de regiones donde
hay altos indices de- cdncer de es6fago, asi como también si la FBi y las
nitrosaminas podrian ser producidas simuitineamente por F. moniliforme, cuando

crece en presencia de nitrito de sodio (3.8mM) y aminas primarias como
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isobutilamina y benzilamina (1.7 mM). Se recolectaron 31 muestras de maiz en los
condadoes de Cixian y Lixian, China, donde se encontraron niveles altos de FBy (18-
155 ppm, 74 ppm promedic) en 16 de las muestras que mostraban contaminacion
visible por F. moniliforme. Los niveles de FB1 fueron bajos (20-60 ppm, 35.3 ppm
promedio) en 15 muestras donde no habia contaminacion fangica visible. Los
niveles de las aflatoxinas fueron en general bajos (1-38.4 ppb, 8.61 ppb promedio),
mientras los altos niveles de tricotecenos totales tipo A si se encontrarén en las
muestras en concentraciones de 139 a 2,030 ppb. La concentracion de los
tricotecenos totales tipo B en 15 muestras de maiz fue en un rango de 470 a 5,826
ppb. Cinco cepas de F. mouiliforine que fueron aisladas de las muestras de maiz
tuvieron la capacidad de formar nitrosaminas, de donde se obtuvieron de 5a 16 pg
por frasco de aminas secuandarias y nitrosaminas (Chu y Li, 11994).

Losr investigadores chinos han encontrado que la presencia de Fusarium
monilijbrn;e, asi como de fumonisinas y nitrosaminas en la dieta son entre los mds
importantes factores de riesgo de cdncer de es6fago. Chu y Li encontraron que F.
moniliforme ademds de producir grandes cantidades de fumonisinas también es
capaz de formar nitrosaminas, sugiriendo que la presencia de FB), nitrosaminas y
otras micotoxinas carcinogenicas tienen un papel importante en la carcinogénesis
(Chu y Li, 1994).

Las evidencias de la carcinogenicidad de la fumonisina B1 han sido
evaluadas por la Agencia Internacional de Investigacién del Cancer que la clasificé
en el grupe 2B {(que incluyen a los compuestos posiblemente carcinogénicos para
humanos). Sin embargo, hay que notar que ésta agencia enconiré que la
informacién sobre FB1 todavia es limitada, y que la informaciéon sobre fa FB2 es

inadecuada (Nair, 1998).
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V.- Incidencia y niveles de fumonisinas en productos agricolas y en alimentos
destinados al consumo humano y animal
A~ Incidencia en productos agricolas

La distribucién de la concentracién por fumonisinas ha sido reportada en
todo el mundo, encontriandose tanto en productos agricolas (maiz, trigo, cebada,
sorgo), como en productos procesados para consumo animal y humano,
principalmente en aquellos derivados de maiz En general, en productos agricolas y
alimentos para consumo animal se detectan mayores niveles de fumonisinas que en
preductos procesados para consumo humano.

En tablas 7 a 10 se presentan los datos relacionados con cultivos agricolas en
todo el mundo que han sido reportados hasta la fecha. La contaminacion de
fumonisinas en productos agricolas refleja la incidencia de la infeccién por F.
moniliforme en las temporadas de prerecoleccion, recoleccion y almacenamiento, las
cuales son influenciadas por diversos factores ambientales como temperatura,
humedad, temporadas de lluvias y dafio por insectos (Shephard et af, 1996).
Ademds la contaminacién por estas toxinas varia de region a region y de afio a afo.
Ejemplo de ésto, son las cosechas de maiz recolectadas en Estados Unidos en el
periodo de 1988-1992, donde los niveles de fumonisinas fueron mayores durante
los primeros cuatro afios, presentindose una disminucion en el iltimo ano, Tabla 7
(Murphy et al., 1993). En contraste, los niveles en las cosechas de mafz blanco de
Sudéfrica se vieron disminuidos durante 1989 a 1991, permaneciende casi
constantes en los dos afos siguientes, 1992 y 1993 (Tabla 9). Mientras que en el caso
de las cosechas de maiz amarillo del mismo pais, los niveles de fumonisinas fueron
un 50% menores a ios detectados para el maiz blanco, presentdandose una situacién

opuesta en 1993, ya que estos se vieron aumentados (Shephard et al., 1996).
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La incidencia de lumonisinas en maiz de diferentes genotipos (Tabla 8 y 10)
es también variable, lo cual se refleja en la contaminacion de las cosechas de maiz
en paises de Europa y Africa en donde se detectaron altos niveles de fumonisinas
en pafses como Benin, Zambia, Nalia y Portugal, y bajos niveles en Croacia, Polonia
y Rumania (Doko et al., 1995). Estos resultados se relacionan con el predominio de
F. moniliforme y la contaminacion de fumonisinas es mayor en climas calidos que en

climas frios del norte de Europa (Shephard et al. 1996).

Por otra parte, los reportes de incidencia de fumonisinas en Centro y
Sudamerica, como en México son escasos, a pesar de que en la mayoria de los
paises latinoamericanos el maiz es el alimento principal para consumo humano.
Un estudio con muestras de mazorcas de maiz blanco, recolectadas en el Estado de
Nuevo Le6n, reporta el aislamiento de 34 cepas de F. moniliforme, las cuales son
capaces cie producir altas cantidades de fumonisinas en cultivos de maiz, en un
rango de 10 a 5,810 pg/g, lo que implica el potencial riesgo de la contaminacion por

estas toxinas en cosechas de maiz (Desjardins ¢f al., 1994).

En otros estudios, como el reportado en Espafia, se ha visto que en el maiz se
presentan mayores niveles de fumonisinas (4.8 pg/g de FB1 y 1.9 ug/g de FB2) que
en otros productos agricolas como trigo (2.9 pug/g de FBiy 0.2 ng/g de FBy) y
cebada (1.9 ug/g de FB. y 0.5 ng/ g de FBa), Tabla 8 (Castella et al., 1999). De modo
similar, en muestras de maiz v sorgo de la India se encontré6 una mayor
concentracion de FBi en maiz (4.74 pg/g) que en sorgo (0.51 pg/g), Tabla 8
(Prathapkumar y Bhat, 1997).

Otro aspecto intergsante es la incidencia de fumonisinas en el maiz
destinado a exportacién pues hay variaciones de acuerdo al productor (Tabla 11),
ya que se han reportado en general niveles promedio menores a (.3 ug/g de FBi, en

el mafz que fue exportado por Argentina, China y Sudafrica. Mientras que los
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niveles mds altos fueron en las exportaciones hechas por Estados Unidos a
Sudafrica (2.35 pug/g de FB) v Japon (2.22 pg/g de FB1), alcanzdndose e} méximo
nivei en el maiz importado a Holanda de Francia, Alemania y Bélgica en su

mayoria (3.35 ug/g de FB).

B.- Incidencia de fumonisinas ¢n alimentos para consumo animal

Reportes de brotes del edema pulmonar porcino y de [a degeneracion
leucoencefélica equina, asi como la asociacién de ambas micotoxicosis con la FBy,
promovieron el estudio de la incidencia de fumonisinas en alimentos que contienen
mafz destinados para consumo animal (Ross et al., 1990).

Las Tablas 12-14 muestran los datos de la contaminacién de fumonisinas en
alimentos destinados para consumo animal, tanto en alimentos que han sido
implicados en los brotes de la degeneracién leucoencefdlica equina y edema
pulmonar porcino, como en alimentos asociados con otras micotoxicosis. Se
observa que los niveles de fumonisinas en alimentos implicados con brotes de la
degeneracién leucocncefilica equina y del edema pulmonar pocino son altos e
incluso son mayores a los que se han reportado para productos agricolas,
alcanzdndose concentraciones de 130 y 330 pug/g de FB) respectivamente

(Shephard et l., 1996).

Las fumonisinas han sido relacionadas con otras micotoxicosis, como la
presentada en conejos en Brasil, y cuyos signos clinicos fueron pérdida de
equilibrio, paralisis y rechazo al alimento, sin embargo en muestras de alimentos
analizados no se detectaron concentraciones de fumonisinas. En cambio en las
muestras asociadas con sintomas de diarrca y lesiones en el tracto gastrointestinal
en pollos, si se detectaron niveles de FByde 51 ng/g v de FBade 1.2 pug/g (Tabla
14). El efecto de las fumonisinas en la sintomatologia presentada en conejos y pollos
no es todavia conocida (Sydenham et al,, 1992). En otro estudio, Bane et al. (1992)

reporto niveles de fumonisinas B: y B: mayores a 20 pg/g, en alimentos asociados
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con cierlos casos de una enfermedad en porcino caracterizada por anorexia, fiebre y
problemas reproductivos, lales como, abortos, partos con crias muertas y un ciclo
estrogénico anormal, en el cual la vtiologia de las fumonisinas tampoco es clara.

En contraste con los niveles de fumonisinas encontrados en alimentos
implicados con alguna micotoxicusis, en los alimentos no asociados con alguna de
ellas se han reportado niveles de fumonisinas menores a 10 ng/g de FBi (Tabta 15a
18). En el caso de alimentos para aves de corral, conejos y animales domésticos
como perros y gatos, se han detectado incluso niveles menores a 2 ug/g de FB,
(Ross et al,, 1991; Pittet ¢f al, 1992; Hopmans y Murphy, 1993; Prathapkumar y
Bhat, 1997).

De manera pocoe frecuente, se ha reportado la incidencia natural de las
fumonisinas de la serie C. Pero en un estudio reciente, Seo y Lee en 1999 detectaron
la presenéia de estas fumonisinas en conjunto con la serie B, en alimentos derivados
de maiz para consumo animal, siendo el nivel de la serie C solo el 10% de! nivel
presentado por la serie B (Tabla 17), presentdndose concentraciones de FC,, FG v

FCade 1.9, 1.7 y 0.5 pg /g, respeclivamente,

C.-  Incidencia de fumonisinas en alimentos para consumo humano

Como ya se ha mencionado los alimentes derivados de maiz para consumo
humano presentan la menor contaminacidon de fumonisinas, siendo esto debido a
los procesos a los que es sometido el majz (Shephard et al, 1996). Dentro de estos
alimentos, los niveles mis altos de fumonisinas se detectan en productos como
fécula de maiz, harina de maiz, maiz fragmentado, sémola de maiz y polenta, en los
cuales el maiz ha sido solo sometido a molienda en seco. En cambio, los alimentos
que han sufrido un proceso adicional, como extrusién (copos de maiz), herneado
(pan y panques de maiz), coccién (alimentos para bebes), nixtamalizacion (masa y
tortillas} o que han sido freidos (totopos y tostadas de maiz) o enlatados {maiz

dulce), presentan niveles menores de fumonisinas, y cuyas concentraciones con
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frecuencia no superan 1 ug /g de FBi, ver Tablas 19 a 22 (Sydenham ef al, 1991;
Pittet et al., 1992; Hopmans y Murphy, 1993; Shephard et al., 1996; Rumbeiha y
Oehme, 1997; Tseng v Liu, 1997; Castelo et al., 1998).

Estudios en los cuales se han analizado alimentos sometidos a
nixtamalizacién, han mosirado que !a mayor parte de la cantidad de FB,, estd en la
forma hidrolizada, HiB1. Uno de estos estudios fue realizado en muestras de masa
y tortillas recolectadas en la frontera Texas-México donde se detectaron
concentraciones promedio de 0.18 nug/g de FB) de 0.08 pg/g para HFB; en las
muestras de tortitlas; en el caso de las muestras de masa se detectaron
concentraciones de 0.26 ug/g de FBy y 0.64 pg/g de HFB, (Tabla 18). Un estudio
simultineo reporté concentraciones promedio de 0.70 pug/¢g deFB: en muestras de
mafz molido de Washington; haciendo una comparacién de ambos estudios se
observé que hay una disminuci6n en los niveles de FB; (Stack, 1998). En contraste,
con estos resultados, Dombrink-Kurtzman y Dvorak (1999), detectaron
concentraciones altas de FB; (1.8 g/ g) en muestras de masa y tortillas de México
(Nuevo Le6n, Jalisco, Coahuila, Puebla, Chihuahua), Una posible explicacién para
esto es que el proceso de nixtamalizacion fue incompleto, o que el pericarpio, en el
cual se encuentran localizadas en su mayoria las fumonisinas, sélo fue removido

parcialmente encontrindose de esta manera aitos niveles de FBs.

Por otra parte, ademas de encontrar fumonisinas en productos derivados de
maiz, también se ha reportado la incidencia de estas toxinas en leche, en donde los
niveles de FB; son muy bajos (1.3 ng/mL). Otro producto en el cual se han
detectado niveles bajos de fumonisinas, en un rango de 3 a 36 ng/mL, es la cerveza,

la cual emplea en algunas ocasiones granos de maiz para su elaboracién (Torres et

al., 1998).
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Di-  Incidencia de fumonisinas en paises donde se presentan altos indices de
céncer esofagico

Varios estudios han demostrado una correlacion estadistica entre la infeccién por F.
monififorme y los niveles de fumonisinas en maiz en dreas donde hay una alta
incidencia de cancer esofigico. Estos estudios se han enfocado tanto en dreas
asociadas con baja y alta incidencia de cancer esofigico en Sudafrica, China y
Estados Unidos (Sydenhan et al.,, 1991; Thiel ef al., 1992; Chu y Li, 1994; Yoshizawa
et al., 1994).

Con frecuencia en dreas rurales, como en Transkei, Sudafrica, los habitantes
separan el maiz bueno (no visiblemente enmohecido) del maiz enmohecido, para
posteriormente utilizarlo como materia prima para la fabricacién de cerveza y otros
productos alimenticios. Los andlisis de muestras de mafz para consumo humano,
recolectacias én esta region de alta incidencia de cdncer esofigico, muestran niveles
altos de fumonisinas (117.5 pg/g de FB1), de igual forma se han detectado altos
niveles en muestras de maiz del condado de Cixian en China, alcanzdndose
concentraciones de 154.9 pg/g de FB1, Tabla 23 (Chu y Li, 1994; Shepard ef al.,
1996). En muestras de maiz de dreas donde hay baja incidencia de cancer esofagico,
como lo es el condado de Shangqiu, en China, se han reportado niveles dos veces
mas bajos (1.73 pg/g) a los detectados en el condado de Lixian (2.96 pg/g), otra
area de alta incidencia de cancer esofagico (Yoshizawa et al., 1994).

En Estados Unidos el cancer esofagico es un proceso maligno poco frecuente
(1%), donde la incidencia de fumonisinas en productos comerciales derivados de
maiz es menor a los niveles encontrados en mafz de Transkei, Tabla 23 (Sydenham

etal, 1991).
La incidencia fumonisinas se ha tratado de asociar con otro tipo de cincer,
como el de estémago, el cual en el condado de Linqu, Provincia de Shandong en

China, es excepcionalemente alto. Algunos estudics han revelado que el riesgo de
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cancer de estdmago se incrementa un 30% en aquellas personas que consumen
panqueques de maiz (fermentado), el cual es un bocadillo local exquisito. Por ello,
Groves et al. (1999) han determinado la incidencia de fumonisinas en este producto
analizando maiz, maiz molido, pasta fermentada y sin fermentar, y panqueques
cocidos del condado de Linqu, con la finalidad de encontrar una posible relacion
entre e] riesgo de cancer de estdmago entre la poblacién que consume panqueques
en esta regién. Los niveles de FB, encontrados fueron mayores a 0.5 ug/g en 24 de
80 muestras, incluyendo 3 de maiz, 7 de maiz molido, 3 de pasta sin fermentar, 3 de
pasta fermentada vy 7 de panqueques cocidos, siendo la méxima concentracién
detectada de 8.8 ug/g. La FB2 y la FBs fueron detectadas en concentraciones de 0.5 a
28 pg/gy 0.5a0.9ug/g, respectivamente. Estos resultados a comparacién con los
reportados en el condado de Lixian (18-155 pg/g de FBi), drea de alto riesgo de
cancer de estomago y de esofdgo, son menores indicando que no hay una relacion
de riesgo de clncer de estdmage en aquellas personas que consuman estos
productos.

También se ha tratado de relacionar la incidencia de las fumonisinas en casos
de intoxicaciones alimentarias que fueron registradas en el periodo de 1985-1990,
en la provincia de Guangxi, China. El maiz implicado con estas intoxicaciones
mostré niveles bajos de FBi (0.53 ng/g), FB2 (0.12 ng/g) y FBa(0.04 pg/g). Ademas
se observd que no se relacionaba la presencia de estas toxinas en las intoxicaciones
reportadas, ya que ios sintomas eran similares a los que se presentan en las
intoxicaciones esporidicas de la enfermedad del moho rojo “akakabi-byo” en
Japén, la cual es producida principalmente por el deoxinivalenol y nivalenol en
trigo, cebada, avena, centeno v arroz. De los cuales, el trigo y la cebada, que
también fueron implicados en estas intoxicaciones, presentaron niveles altos de

deoxinivalenol y nivalenol (Li ef af., 1999).
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Tabla 7. Incidencia de fumonisinas en productos agricolas en América.

Total (No. FB FB: FBa
de muestras| Promedio | Rango Promedio Rango Promedio | Rango
Muestra Origen | Ano (s) | positivas) {ng/g) (re/g) (ng/ @) (rg/g) (ug/ ) (ng/g) Referencia
Maiz EUA 1991 28(24) 0.87 0-1.82 Shephard et al., 1996
Maiz EUA 1988 22 235 0-14.9 0.7 05.7 0.2 0-2.1 Murphy et al., 1993
Maifz EUA 1989 44* 29 0-37.9 0.8 0-12.3 0.2 0-4.0 Murphy et al,, 1993
Maiz EUA 1990 59* 33 0-19.1 0.9 0-6.1 | 03 0-2.8 Murphy et al,, 1993
Maiz EUA 1991 50" 29 0-15.8 0.8 044 0.4 0-2.3 Murphy et al.,, 1993
Maiz EUA 1992 80+ 0.05 0-1.6 Shephard et al,, 1996
Mafz EUA 1991 886(284) <lug/g 1-10pg/2:276 | >10pg/g:8 Shephard et al,, 1996
Maiz EUA 1992 91 0.37 0-84 Shephard et al., 1996
Malz EUA 1990 99(13) 24 1.2-3.2 Shephard et al,, 1996
Maiz Canada | 1992-94 (1) 0.12 <0.1-0.12 Shephard et al., 1996
Maiz Canadéd [ 1991-94 48(16) 0.76 0.16-2.30 Shephard et al,, 1996
Maiz Argentina | 1991 17(17) 2.88 1.11-6.70 1.14 0.33-2.68 0.37 0.11- Sydenham ¢t al., 1993
0.86
Maiz Honduras | 1992-93 59(23) 135 0.068- Julian et af,, 1995
6.55

*=Muestras totales
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Tabla 8. Incidencia de fumonisinas en productos agricolas de Europa

Total (No. de FB: FB;
muestras Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Crigen | Aifio(s) |positivas) (eg/2) (ng/g) (heg/g) (ng/2) Referencia
Genotipos | Croacia 1992 19(11) 0.02 <0.01-0.06 0.01 <0.01-0.01 Doko ef al., 1995
de mafz
Granos de Italia 1992-93 7 281 0.10-5.31 0.84 0.03-1.48 Doko et al., 1995
mafz
Genotipos Italia 1990-91 26(26) 0.38 0.01-2.33 0,14 <0,01-0,52 Doko et al., 1995
de mafz _
Genotipos | Polonia 1992 7(2) 0.02 <0.01-0.02 0.01 <0.01-0.01 Doko et al., 1995
de maifz
Genotipos | Portugal | 1992 9(9) 1.03 0.09-2.30 1.21 <0.012.45 Doko et al., 1995
de mafz
Genotipos | Rumania 1992 6(3) 0.01 0.01-0.02 0.01 <0.01-0.01 Doko et al,, 1995
de maiz
Maiz Esparia 1993 17(15) 0.58 0-2.20 0.33 0-0.70 Sanchis et al., 1995
Maiz Espafia 1993 15(15}) 041 0-1.50 0.23 0-0.50 Sanchds ef ., 1995
triturado
Mafz Espafia | 1994-96 55(48) 4.8 0.2-19.2 19 0.2-59 Castelld et al., 1999
Trigo Espafia | 1994-96 29(21) 29 0.2-88 0.2 Castells ef 2l., 1999
Cebada Espafia | 1994-96 17(8) 1.9 0.2-11.6 0.5 Castells ef al., 1999
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Tabla 9. Incidencia de fumonisinas en productos agricolas de Asia

Total (No. FB, FB;
de muestras| Promedio Rango Promedio Rango
Muestra | Origen Afo (s) | positivas) (wg/ ) {ug/g) (pe/8) (hg/ g} Referencia
Granos China 1992 5(2) 6.8 5384 33 2343 Shephard et al., 1996
de maiz
Granos | Filipinas | 1992-94 50(32) 042 0.05-1.82 0.28 0.05-1.2 Yamashita et al., 1995
de matz
Granos | Tailandia | 1992-94 27(19) 1.58 0.06-18.8 0.25 0.05-1.4 Yamashita et al., 1995
de maiz
Granos | Indonesia | 1992-94 12(7) 0.84 0.22-1.78 044 0.23-0.55 Yamashita et al., 1995
de maiz
Maiz India 15(26) 0.62 0.01-4.74 Prathapkumar y
Ramesh, 1997
Maiz India 25(25) 117 0.04-64.7 Prathapkumar y
Ramesh, 1997
Sorgo India . 44(2) 0.27 0.15-0.51 Prathapkumar y
Ramesh, 1997
Sorgo India 19(19) 0.48 0.07-7.8 Prathapkumar y
Ramesh, 1997
Mafz Taiwan | 1996-97 110(49) 0.23 0.11-1.14 0.24 0.22-0.25 Tseng y Liu, 1999
Granos Nepal 1990-91 24(12) 0.6 <0.05-4.6 16 <(.1-5.5 Shephard ¢t al, 1996
de maiz
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Tabla 10. Incidencia de fumonisinas en cultivos agricolas de Africa.

Total (No. FB, FB: FBa
de muestras | Promedio Rango Promedic Rango Promedic | Rango
Muestra Crigen Afio (s) | positivas) (ug/p) (rg/g) (re/g) (ng/ ) (ng/g) (ne/g) Referencia
Genotipos de Benin 1992 11(9) 0.51 <0.01-2.63 0.15 <0.10-0.68 Doko et al., 1995
mafz

Mafz blanco Sudéfrica 1989 68(50) 057 <0.05-5.42 0.19 <(1.05-1.6 Shephard et al.,
1996

Maiz amarillo | Sudafrica 1989 53(31) 018 <(.05-1.12 0.05 <0.05-0.70 Shephard et al.,
1996

Maiz blanco Sudafrica 1990 66(55) 0.38 «(.02-5.03 0.14 <0.02-1.67 0.04 <(.02-0.40 | Shephard et al,
1996

Maiz amarillo Sudafrica 1990 62(50) 0.18 <0.02-1.06 0.07 <0.02-0.32 0.02 <(.02-0.20 | Shephard et al.,
' 199

Maiz blanco Suddfrica 1991 77 0.32 0-3.05 0.03 0-0.27 0.01 0-0.34 Shephard et al.,
1996

Mafz amarillo | Sudéfrica 1991 82* 0.19 0-1.84 0.03 0-0.69 <0.01 0-0.12 Shephard et al.,
1996

Mafz blanco Sudafrica 1992 71* 0.34 0-1.81 0.05 0-0.7¢ 0.01 0-0.18 Shephard et al.,
1996

Maiz amarillo | Suddéfrica 1992 76* 017 0-0.74 0.03 0054 0.01 0-0.33 Shephard et al.,
1996

*=Muesltras totales
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Tabla 10. (Continuacién}

Total (No. FBy FB; FB;
de muestras | Promedio Rango Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Afio (5) |positivas) (ng/g) (ng/ ) {ug/g) (ng/g) (rg/g) (hg/p) Referencia
Maiz blanco Sudéfrica 1993 113+ 0.32 0-5.64 0.08 0-143 0.03 0-0.40 Shephard et al.,
1996
Mafz amarillo | Suddfrica 1993 n7 0.68 0-11.77 0.22 0-5.69 0.11 0-1.96 | Shephard et 4i.,
1996
Maiz, Sudéfrica 1992 12+ 0.41 0-2.04 012 0-1.09 <(.01 0-0.06 Shephard ¢t al.,
1996
Mafz Sudéfrica 1993 59* 0.34 0-4.40 on 0-1.29 0.04 0-0.80 Shephard et al.,
1996
Genotipos de Zambia 1992 20020) 018 0.02-1.42 0.05 <(.01-0.29 Doko et al., 1995
maiz
Maiz Gambia 10(0) <0.02 <0,02 <0.02 Shephard et al.,
1996
Granos de mafz | Egipto 18* 408.2 69-4,495 Fadt, 1998

*=Muestras totales
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Tabla 11. incidencia de fumonisinas en maiz de exportacién.

Total (No. de FB, FB; FB»
muestras Promedio Rango Promedio | Rango | Promedic Rango
Origen Destine | Afo (s) | positivas) {wg/D (ng/g) v/ {ng/ o) (hg/m (ng/g) Referencia
Argentina | Sudafrica 1991 547 0.29 0-4.33 0.02 0-1.25 Rheeder et al., 1994
Argentina ¢ Sudéfrica 1992 47(47) 0.30 0.05-0.72 .11 <(1.05- 0.08 <0.03-0,50 | Shephard et al, 1996
0.50
China Sudéfrica 1992 0.25 0.01 <0.01 Shephard ¢t a!., 1996
Sudéfrica Taiwan 1989 68(24) 0.28 <0.05-0.87 013 <0.05- Shephard et al.,1996
0.25
EUA Japén | 1988-91 6(5) 222 <0.054.10 312 <0.10- Shephard et al., 1996
10.2
EUA Sudafrica 1991 846™ 0.95 0-747 012 0-2.47 Rheeder et al., 1994
EUA Suddfrica 1992 836™ 0.96 0-7.60 0.14 -3.12 Rheeder et al., 1994
EUA Sudafrica 1992 79(79) 2.35 0.89-3.86 0.67 0.26-1.12 0.25 0.08-0.55 | Shephard et ai.,1996
* Holanda { 1994-96 54(53) 0.66 0.025-3.3 De Nijs et al., 1998

*£1 80% fue importado de Francia, el 10% de Alemania, el 4% de Bélgica y un porcentaje menor de 0.01 a 1.00% de otros pafses.

*=Muestras totales
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Tabla 12. Niveles de fumonisinas en alimentos para consumo animal que han sido implicados en la degeneracion leucoencefalica equina

Total {(No. de FBy FBy FBa
muestras Promedio | Rango Prome(‘iio Rango Promedio | Rango
Muestra Origen | Afio (s) [positivas) (ug/g) (hg/ @ (ng/g) (ne/e) (ng/g) (ng/g) Referencia
Alimentos Brasil 1985-90 14(14) 10.3 0.2-38.5 38 <0.05-12.0 Sydenham et al,, 1992
derivados de
maiz
Maiz triturado Italia 1993 1(1) 60 15 Shephard ¢t al., 1996
Mafz blanco  |Sudafrical 1990 1) §.85 3 Shephard et al., 1996
triturado
Maiz EUA 1989 3(3) 72 37122 12 2-23 Shephard et al., 1996
Matz EUA 1(1) 86 55 Park et al. 1992
Maiz EUA 1992-93 5(5) 14.2 10-23 Shephard ef al.,1996
Maiz EUA 1986 2(2} 71 12-130 85 Traza-17 Shephard et al.,1996
Maiz y alimentos EUA 1983-86 14(14) 7.7 1.3-27.0 31 0.1-12.6 0.56 <(0.05-2.65 Thiel ef al,, 1991 a;
derivados de Shephard et al., 1996
mafz
Alimentos EUA 1989-90 61(61) 25 1-126 Shephard et al.,1996
derivados de
maiz
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Tabla 12 {Continuacion)

Total (No. FBy FB» FBa
de muestras | Promedic Rango Promedio | Rango | Promedio | Rango
Muestra Origen Afio (s) | positivas) (ng/e) (ng/g) (ug/g) (ug/g) (ng/g) {ug/g) Referencia
Alimentos EUA 1984-85 13(13) 17 1-32 Shephard et al., 1996
derivados de
maiz
Alimentos EUA 1989-90 98(77) 3 <1-126 Ross ef al., 1991
derivados de
maiz
Maiz México 1997 14(11) 7.25 0.67-28.5 Rosiles et al.,1998
Tabla 13. Niveles de fumonisinas en alimentos para consumo animal implicados con el edema pulmonar porcino
Total (No. FBy FB: FBs
de muestras| Promedio Rango Promedio Rango Promedio | Rango
Muestra Origen Afio (s) | positivas) (ng/g) {ng/0) ug/g) (hg/g) {ug/g) (ng/2) Referencia
Alimentos Brasil 1985-50 3(3) 10 §5-11.1 28 19-3.2 Sydenham et al.,
derivados de maiz 1992
Maiz reto EUA 1989 2(2) 130 105-153 Colvin y Harrison,
1992
Mafz y alimentos EUA 1989 29(29) 76 3-330 Shephard et al.,1996
derivados de maiz
Maiz EUA 1989-90 83(70) 65 <1-330 Ross et al, 1991
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Tabla 14. Niveles de fumonisinas en alimentos para consumo animal implicados con otras micotoxicosis

Total {No. FB; FB, FBa
de Promedio Rango Promedig Rango Promedio Rango
Muestra Origen | Afo (s) | muestras (ng/a) (ng/p) (ng/g) (ng/g (ng/g) (up/g) Referencia
positivas}
Alimentos Brasil | 1985-90 4(3) 41 <0.05-7.0 14 <0.05-1.5 Sydenham et al.,
detivados de mafz 1992
Alimentos para EUA 1990 12(12) FB1+FB2, Bane et al,, 1992
cerdos promedic |rango, 7-73
de 31,

Tabla 15. Incidencia de fumonisinas en alimentos para consumo animal no implicados con alguna micotoxicosis en América

Total (No. de FB: FB:
muestras Promedio Rango Promedio | Rango
Muestra Origen Afo (s) positivas) (hg/8) (ng/g) (ng/e) (ng/g) Referencia
Alimento para cerdos EUA 1990 5(8} FB1+FB2=15.0 0-33 Bane et al_, 1992
Matz completo EUA 1992-93 234(233) <25 Shephard et al., 1996
Maiz roto EUA 1992-93 22(22) <5 Shephard ef al., 1996
Maiz triturado EUA 1992-93 55(55) <25 Shephard et al., 1996
Alimento para ganado EUA 1992-93 27 <5 Shephard et al., 1996
Alimento para caballos EUA 1992-93 1(0) Shephard ¢t al., 1996
Maiz completo EUA 1993-94 250(248) >25 Shephard et ai., 1996
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Tabla 15 (Continuacién)

Total (No. de FB1 FB
muestras Promedic Rango Promedio Rango
Muestra Qrigen Afio (s) positivas) (ne/g) (ag/ g} (ng/g) (vg/8) Referencia
Maiz roto EUA 1993-94 © 36(36) <5 Shephard et al., 1996
Mafz triturado EUA 1993-94 9(9) >25 Shephard et al., 1996
Alimento para vacas EUA 1993-94 1) <5 Shephard et al., 1996
Alimento para caballos EUA 1993.94 3(3) <5 Shephard et al., 1996
Mafz triturado EUA 1989 180 20.8 0.1-239 Murphy et ai., 1993
Maiz triturado EUA 1990 85(85) FB1+FB2=12.1 2.6-32 Shephard et ai., 1996
Alimento para gatos EUA 1989-90 2(2) 0.60 0.22-0.99 0.13 0.13-0.14 | Hopmans y Murphy,
1993
Alimento para perros EUA 1989-90 2(2) 112 0.82-1.41 0.12 0.10-0.14 | Hopmans y Murphy,
1993

Alimento para caballos EUA 1989-90 19(7) <1-9 Shephard ¢t al,, 1996

Alimento para caballos EUA 1989-90 6(1) 9 <]-9 Ross et al., 1991

Alimento para cerdos EUA 1989-90 21(8) 36 <1-8 Ross et al,, 1991
Maiz triturado EUA 1990 6(6) 3540 1.74-196.5 15.08 0.59-42,84 | Shephard ef al,, 1996

Alimento para aves de EUA 1989-90 1) 2 «]-2 Ross et af., 1991

corral

Alimento para conejos EUA 1989-90 1(0) <1 Ross et @i, 1991

Alimento para ratas EUA 1989-90 1(1) 0.22 <0.02 Hopmans y Murphy,

1993
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Tabla 15 (Continuacion)

Total (No. de FB, FB,
muestras Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Afio (s) positivas) {ug/g) (ng/ g {ug/g) (hg/g) Referencia
Alimento para ratas EUA 1993 29(0) <1 Shephard et al., 1996
Alimento para roedores EUA 1989-90 1 6 Ross ef al,, 1991
Alimento para roedores EUA 1993 1(0) <0,2 Shephard et al.,, 1996

Tabla 16. Incidencia de fumonisinas en alimentos para consumo animal no implicados con alguna micotoxicesis de Europa

Total {No. de FB, FB,
muesiras Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Afo (s) positivas) (ng/ ) {ng/ ) (ng/e) (wg/g) Referencia
Alimento para aves de Suecia 1991 22(6) 0.24 0-0.43 0.09 0-0.12 Pittet et al,, 1992
corral
Fraccion proteica de maiz| Inglaterra 1992 29(24) 1.04 <(.05-4.55 0.05 <0.05-0.07 | Shephard et al., 1996
Alimento para cerdos Espafia 1994-96 47(42) 2.4 0.40-11.60 Castelld et 41,1999
Alimento para caballos Espafa 1994-96 20(14) 35 0.40-23.60 0.3 Castelld et al., 1999
Alimento para aves de Espafia 1994-96 2(2) 13 1.10-1.40 Castella ef al., 1999
corral
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Tabla 17 Incidencia de fumonisinas en alimentos para consumo animal no implicados ¢on alguna micotoxicosis de Asia

Total (No. FB, FB; FB,
de Promedic | Rango | Promedio Rango | Promedio | Rango
Muesira Origen | Afio (s) | muestras (re/8) {(ng/g) (ng/5) (ne/8) (ng/) | (ng/g) Referencia
positivas)
Alimento con gluten | Jap6n | 1988-92 6(6) 1.1 0.3-24 37 <(.1-8.5 Shephard et al., 1996
Granos de mafz Corea 1992 12(3) 051 <0.03- 0.29 <0.053-0.68 Shephard et af,, 1996
1.33
Semillas de maiz | Tailandia [ 1993 22(5) 0.81 <0.05- 0.23 <0.10-0.35 Shephard et af., 1996
1.59
Alimento para aves India 1997 14(9) 0.10 0.02-0.26 Magnoli et al., 1999
de corral
Mafz Corea 1997 44(38) 18,5 0.10-160 5.6 0.09-46 25 0.03-31 Seo y Lee, 1997
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Tabla 18. Niveles de fumonisinas en alimentos para consumo animal no implicados con alguna micotoxicosis de Africa

Total (No. FB4 FB2 FB,
de Promedio Rango | Promedio Rango Promedic | Rango
Muestra Origen | Afto (s) | muestras (ug/g) (ng/g) (hg/e) {ug/®) {pg/g) | (hg/g) Referencia
positivas})
Salvado de mafz | Suddfrica | 1990-91 23* 0.90 0-4.48 0.26 0-1.79 Shephard et al., 1996
Salvado de mafz | Sudéfrica| 1992 4(4) 0.42 0.23-0.60 0.03 0-0.13 0.01 0-0.05 | Shephard et al., 1996
Salvado de mafz |Sudafrica| 1993 85* 0.41 0-3.54 012 0-1.27 0.04 0-1.03 Shephard et al., 1996
Germen de mafz | Sudafrica| 1992 2(2) 1.33 0.48-2.18 0.77 0-1.55 0.48 0.05- Shephard et al., 1996
molido 0.90
Germen de mafz  |Sudéfrica| 1993 21(21) 0.29 0.05-1.01 0.08 0-0.42 0.01 0-0.10 Shephard et al., 1996
molido
Alimento derivado | Sudéfrica| 1993 165* 0.57 0-8.55 0.14 0-1.50 0.05 0-0.74 Shephard ef al., 1996
de mafz
Maiz triturado Sudéfrica | 1991-92 15(15) 210 0.474.34 0.97 0.10-2.60 Shephard ef al,, 1996
Maiz triturado Suddfrica| 1992 24(24) 1.15 0.23-3.78 0.40 0-1.42 .16 0-0.55 Shephard et al., 1996
Malz triturado Sudéfrica| 1993 37(37y 5.01 0.05- 2.36 0-26.89 (.84 0-12.18 | Shephard et al., 1996
44,75

*=Muestras totales
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Tabla 19. Niveles de fumonisinas en muestras de alimentos derivados de mafz para consumo humano de América.

Total (No. FB, FB:
de muestras [ Promedio Rango Promedio Rango
Muestra QOrigen Afip (s) |positivas) (ng/g) (reg/2) (ug/g) (ng/ o) Referencia
Fécula y sémola de mafz | Canadd 1991-94 53(18) 0.53 <0.10-3.50 Shephard et al., 1996
Maiz fragmentado Canadé4 1991-93 (1) 0.80 <0.10-0.80 Shephard et al., 1996
Harina de maiz Canadé 1991-94 39(11) 0.55 <0.10-1.60 Shephard et al., 1996
Copos de mafz Canadé 1991-94 52(11) 0.14 <0,10-0.32 Shephard et al., 1996
Diversos Canadé 1991-94 71(5) 033 <0,10-1.20 Shephard et al.. 1996
Malfz triturado EUA 1990-91 16(15) 1.05 <(.05-2.79 .30 <0.05-0.92 Shephard et af., 1996
Mafz triturado EUA 13(11) 0.97 <0.08-2.8 0.30 <0.10-1.0 Shephard et al., 1996
Maiz triturado EUA 1990-51 16(16) 0.86 0.28-2.05 0.20 0.05-0.53 Shephard et al., 1996
Maiz blanco triturado EUA 1991 12(10) 0.55 <0,10-1.12 021 <0.10-0.52 { Shephard et al., 1996
Mafz amarillo molido EUA 1991 6(5) 0.98 <0,10-1.71 0.38 <{0.10-0.47 Shephard et al., 1996
Mafz blanco molido EUA 1989-90 2(2) 0.29 0.21-0.36 0.05 0.03-0.06 Hopmans y Muyphy,
1993
Maiz amarillo molido EUA 1985-90 4(4) 0.72 0.56-0.84 0.24 0.12-0.41 Hopmans y Murphy,
1993
Polvo para hornear EUA 1991 1(1) 258 Shephard et ai., 1996
Maiz amarillo molido EUA 1991 5(5) 0.89 0.40-1.30 Shephard et al., 1996
Maiz azul molido EUA 1991 161) 6.32 Shephard et al., 1956
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Tabla 19. (continuacién)

Total (No.]  FBi FBy
de muestras | Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Afio (s) | positivas) {ng/g) (p}g/ Iy {pe/2) (hg/2) Referencia
Maiz fragmentado EUA 1990-91 10010) 0.60 0.1%-2.55 (.38 <0.05-1.07 Sydenham ef a!,1991
Maiz fragmentado EUA 3(1) <0.08 <0.08-0.08 <0.10 Shephard et al., 1996
Maiz fragmentado EUA 199091 5(5) 0.20 0.14.0.27 0.08 Shephard et al., 1996
Copos de maiz EUA 1990-91 200 <0.05 <0.05 Sydenham ef al.,1991
Copos de mafz EUA 1990-91 17(9) 0.13 <0.01-0.33 0.03 <0.01-0.07 Shephard et al., 1996
Palomitas EUA 1990-51 2(2) 0.04 0.01-0.06 <0.01 Shephard et ai., 1996
Tortillas EUA 1990-91 3(1) 0.06 <0.05-0.06 <0.05 Sydenham et al., 1991
Diversos EUA 1989-90 4(4) 0.17 0.02.0.32 <0.01 Hopmans y Muyphy,
1993
Diversos EUA 1990-91 4(4) 0.41 0.08-0.70 015 <(.05-0.24 Sydenham et al., 1991
Diversos EUA 1990-91 9(4) 0.07 <0.01-0.12 0.02 <{0.01-0,03 Shephard et al., 1996
Diversos EUA 1991 5(3) 0.54 <0.05-1.21 - Shephard et al., 1996
Mafz con raramiento Pert 1990.91 2(0) <0.05 <0.05 Sydenham et af., 1991

alcalino
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Tabla 19. {continuacién)

Total (No.| FB FB;
de muestras | Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Ano (5) |positivas) (ng/@ (vg/g) (hg/8) (hg/g) Referencia
Fécula de maiz Peri 1990-91 2(1) 0.66 <0.05-0.66 014 Sydenham et al., 1991
Fécula de maiz Venezueala 1991 1(1) 0.07 0.02 Shephard et al., 1996
Masa y tortillas EUA 0.16 0.04-0.38 0.06 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa y tortillas México 0.79 0.21-1.80 0.22 0.07-1.38 | Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa Guatemala 0.97 0.14 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa Venezuela 0.04 0.01 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa EUA 52(50) 018 0.01-0.75 Stack, 1998
Tortillas EUA 4(8) 026 0.06-0.68 Stack, 1998
Maiz fragmentado EUA 0.70 0.20 Stack, 1998
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Tabla 19. {continuacién)

Total (No. FB FB:
de muestras | Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen Afo (s) |positivas) (mg/e) (ng/g) (vg/2) {ng/ ) Referencia
Fécula de maiz Peri 1990-91 (1) 0.66 <0.05-0.66 014 Sydenham et af., 1991
Fécula de maiz Venezuela 1991 1 0.07 0.02 Shephard et al., 1996
Masa y tortillas EUA 016 0.04-0.38 0.06 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa y tortillas México 0.79 0.21-1.80 0.22 0.07-138 | Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa Guatemala 0.97 0.14 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa Venezuela 0.04 0.01 Dombrink-Kurtman y
Dvorak, 1999
Masa EUA 52(50) 0.18 0.01-0.75 Stack, 1998
Tortillas EUA 8(8) 026 0.06-0.68 Stack, 1998
Maiz fragmentado EUA 0.70 0.20 Stack, 1998

78




Tabla 20. Incidencia de fumonisinas en alimentos derivados de mafz para consumo humano de Europa.

Total (No. FB1 FB: FBa
de Promedio | Rango | Promedio | Rango | Promedio | Rango
Muestra Crigen Afio (s) | muestras (vg/2) (vg/o) (wg/g) | (hg/g) (ug/g) (ng/g) Referencia
positivas)
Maiz fragmentado Alemania 199293 2(1) 0.m <(.01- Usleber et al., 1994
0.0
Sémola de mafz,polenta | Alemania 1992-93 5(4) 0.02 <0.01- Usleber et al., 1994
0.03
Sémola de maiz, Alemania 1992-93 6(6) 0.59 0.05-1.23 Usleber et al., 1994
polenta (importada de
Italia)
Sémola de maiz Alemania 1992-94 49(38) <0.01- Shephard et al.,
013 1996
Sémola de mafz Alemania 1992-94 22(22) 0.18- Shephard ef al.,
(importada de Italia) 16.00 1996
Maiz dulce Alemania 1993-94 40(11) <0.01- Shephard et al.,
0.19 199
Palomitas Alemania 1992-93 6(4) 0.07 <0.01- Usleber et al., 1994
011
Palomitas Alemania 1992-94 29013) <0.01- Shephard et al.,
0.16 1996
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Tabla 20 {Continuacién)}

Total {No. FB, FB: FBa
de Promedio | Rango | Promedic | Rango | Promedio | Rango
Muestra Origen Afio (s) | muestras (wg/) | (a/®) | (eg/e) | wp/g) [ (e/e) | (eg/B) Referencia
positivas)
Papillas Alemania 1994 91 <0.01 Shephard et al.,
1996
Fécula de mafz Hungria 1992 1(0) <(.05 <0.05 <0.05 Shephard et al.,
1996
Mafz fragmentado Italia 1992-93 1(1) 3.76 0.91 Shephard et al.,
1896
Harina de maiz Italia 1992-93 1(1) 3.54 0.84 Shephard et ai.,
1996
Polenta Italia 1992-93 6(6} 215 0.42-3.73 048 0.08- Shephard et al.,
0.84 1996
Polenta Ttalia 20020) 1.38 0.15-3.76 0.37 0.06- Shephard ef al.,
.91 1996
Pan de maiz Italia 1992-93 6(6) 3.15 0.79-6.10 0.40 0.11- Shephard et al.,
0.74 1996
Maiz dulce Italia 1992-93 5(5) 0.30 0.06-0.79 <0.01 Shephard et al.,
1996
Copos de mafz Italia 1992-93 2(1) 0.01 <(.01- <0.01 Shephard et ai.,
0.01 1996
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Tabla 20{Continuaci6n),

Total (No. FB, FB: FB;
de Promedic | Rango | Promedio | Range | Promedio | Rango
Muestra Origen Afio (s) |muestras {ug/g) (ne/8) | (ng/g) (ug/e) (ng/g) (ng/ ) Referencia
positivas)
Diversos Italia 1992-93 8(5} 0.05 <(.01- 0.02 <0.,01- Shephard et al.,
0.06 0.02 1996
Fécula de mafz Bulgaria 1992 15 <0.05- <0.05- <0.05 Shephard et al.,
0.21 0.15 1996
Fécula de maiz Francia 1992 1(1) 1.24 0.39 0.18 Shephard et al.,
1996
Malfz fragmentado Esparia 1993 15(3) 0.06 <0.05- <0.05 Shephard ef al.,
0.09 1996
Harina de maiz Espafia 1993 3(1) 0.07 <0.05- <0.05 Shephard et al.,
0.07 1996
Harina de matz Espafia 1993 25(5) 013 <0.03- 0.06 <0.05- Shephard et al,,
0.33 0.06 1996
Copos de mafz Espafia 1993 12(2) 0.06 <0.05- <0.05 Shephard et al.,
0.10 1996
Copos de mafz Espafia 1993 15(0) <0.03 <0.05 Shephard et al.,
1996
Diversos Espafia 1993 2002 0.13 <(0.05- <0.05 Shephard ¢t al.,
0.20 1996
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Tabla 20.(Continuacion).

Total (No. FBy FB, FBs
de Promedio | Rango | Promedio { Rango | Promedio | Rango
Muestra Origen Afio (s} | muestras ke/9) | e/ | (ee/® | (eg/e) | (/2 | (8/8) Referencia
positivas)
Diversos Suecia 1991 21{0) <0.02 Shephard et al.,
1996
Maiz molido Suecia 10y <0.02 Shephard et al.,
199
Copos de maiz Suecia 4(0) <0.02 Shephard ef al.,
1996
Mafz molido Suiza 1991 27(27) 0.26 <0.01- 0.06 <0.01- Shephard et al.,
2,20 0.59 1996
Semola y polenta de Suiza 1991 55(34} 0.26 0-0.79 0.10 0-0.16 Pittet ¢t af., 1992
mafiz
Copos de mafz Suiza 1991 12(1) 0.06 0-0.06 <0.05 Pittet et al., 1992
Maiz dulce Suiza 1991 7(1) 0.07 0-0.07 <0.05 Pittet et al., 1992
Diversos Suiza 1991 17(0) <0.05 <0.05 Fittet et al., 1992
Fécula de maiz Suiza 1993 7(2) 0.09 0-0.11 <0.05 Pittet et al., 1992

82




Tabla 21. Incidencia de fumonisinas en alimentos derivados de mafz de Africa.

Total (No. de FB, FB2 FBa
muestras Promedio Rango Promedio Rango Promedio | Rango
Muestra Crigen | Afio (s} | positivas) (rg/@ (ug/g) {ug/g) (eg/g) (rg/g) (hg/ B Referencia
Fécula de mafz Kenia 1992 3 <0.05-0.11 <0.55-0.14 <0.05 Shephard et al., 1996
Fécula de mafz | Sudéfrica ; 1990-91 52(46) 0.14 <0.05-0.48 0.08 <0.05-0.13 Sydenham et al,,1991
Fécula de mafz | Suddfrica | 1991 81+ 0.20 0-3.90 .01 0-0.76 <0.01 0-0.15 |Shephard et al, 1996
Fécula de maiz Sudéfrica | 1993 127 0.29 0-2.85 0.07 0-0.91 0.03 0-0.46 | Shephard et al., 1996
Maiz fragmentado | Sudafrica | 1990-91 18(10) 013 | <0.05-019 | 009 | <0.05-0.12 Sydentham et al.,
1991
Maiz fragmentado | Suddfrica | 1991 8 0.13 0-0.74 <0.01 0-0.07 Shephard et al., 1996
Mafz fragmentado | Suddfrica | 1993 73" 0.14 0-1.38 0.02 0-042 <0.01 0-0.16 |Shephard ef a!., 1996
Harina de maiz | Sudéfrica | 1991 3* 0.10 0-0.31 Shephard et al,, 1996
Harina de mafz | Sudéfrica } 1993 3= 0.55 0.04-3.91 0.09 0-0.81 0.04 0-0.47 |Shephard et al., 1996
Copos de mafz | Suddfrica | 1990-91 3(0) <0.05 <0.05 Sydenham et al.,
1991
Diversos Sudafrica | 1990-91 8(2) 0.08 <0.05-0.09 <0.05 Sydenham et al.,
' 1991
Fécula de maf{z | Botswana | 1992 5(5) 0.18-0.45 <0.05-0.12 <0.05- |Shephard et al, 1996
0.12
Fécula de maiz Egipto | 1990-91 2(2) 238 178298 0.60 0.47-0.78 Shephard et al,, 1996
Fécula de mafz | Zimbabwe | 1992 3(3) 1.06-3.63 0.24-091 0.13-0.23 | Shephard et al., 1996

*=Muestras totales

83




Tabla 22. Incidencia de fumonisinas en alimentos derivados de maiz para consumo humano de Asia y Ocenda.

Total (No. FB, FB; FBa
de Promedio | Rango Promedio | Rango | Promedio | Rango
Muestra Origen Afo(s) |muestras | (up/g) | (/) | (e/®) | (e/e) | Gu/®) | (we/g) | Referencia
positivas)
Mafz fragmentado Japén 1988-92 17(14) 0.5 0.2-26 1.0 0.3-28 Shephard et al., 1996
Maiz dudce Japén 1988-92 8(0) <0.05 <0.10 Shephard ef al., 1996
Diversos Japoén 1988-92 38(0) <0.05 <0.10 Shephard et al,, 1996
Fécula de mafz | Nueva Zelanda 1992 12{0) <0.05 <0.05 <0.05 Shephard et 4l., 1996
Fécula de mafz China 1992 3(0) <0.05 <0.05 <0.05 Shephard et al., 1996
Harina de mafz China 1992 41 0.10 0.06-0.20 <0.10 Shephard et al,, 1996
Botanas de maiz Taiwan 1994-95 78(26) 0.45 <0.10-2.40 0.14 <0.15-0.71 Tseng y Lui, 1999
Mafz dulce Taiwan 1994-95 24(12) 0.40 <0.10-1.08 0.06 <0.15-0.65 Tseng y Lui, 1999
enlatado
Palomitas de maiz Taiwan 1994.95 22(7) 0.34 <(.10-1.00 0.11 <0.15-0.27 Tseng y Lui, 1999
Harina de maiz Taiwan 1994-95 2(1) 0.60 <0.10-0.60 Tseng y Lui, 1999
Diversos Taiwan 1994-95 6(2) 0.05 <(.10-0.73 Tseng y Lui, 1999
Cereal para Taiwan 1994-95 17(4) 049 0.14-1.28 0.16 0.12-0.46 Tseng y Lui, 1999
desayuno
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Tabla 23. Niveles de fumonisinas en mafz de Transkei, Cixian, Linxian, Shanggiu y Charleston donde hay altos Indices de cancer esofdgico

Transkei, Sud-Africa

Total (No. FB, FB: Referencia
de Promedio Rango Promedio Rango
Muestra Origen | Afio(5) |muestras (ng/8) (re/g) g/ (vg/m)
positivas)
Maiz bueno BCE 1985 12(3) 0.38 0-0.55 0.08 0-0.15 Shephard et al., 1996
ACE 1985 12(12) 1.60 0.05-7.90 0.61 0-2.25 Shephard et a!.,1996
Mafz enmohecido BCE 1985 11(11) 6.52 (0.45-18.90 2.50 0.15-6.75 Shephard et al,,1996
ACE 1985 12(12) 23.90 3.45-46.90 7.55 0.90-16.30 Shephard et al.,1996
Malz bueno BCE 1989 B(6) 0.67 0-3.31 0.52 0-0.97 Shephard et al.,1996
ACE 1989 6(5) 1.84 0-5.38 0.51 0-1.32 Shephard et al.,1996
Maiz enmohecido BCE 1989 77 4.05 0111134 1.28 0-3.70 Shephard et al.,1996
ACE 1989 6(6) 53.74 3.02-1175 13.68 0.75-22.96 Shephard et af.,1996
China
Maiz bueno Linxian 1991 7(7} 304 19.8-60.0 ND Chu y Li, 1994
Cixian 1991 8(8) 395 30.3-479 ND Chu y Li, 194
Matz enmohecido Linxian 1991 9(9) 493 17.9-118.4 ND Chu y Li, 1994
Cixian 1991 10016} 938 28.4-154.9 iND Chu y Li, 1994
Maiz Lixian 1989 27(13) 0.87 <0.10-2.96 0.45 <0.10-0.55 Yoshiwa et al., 1994
Shangyiu 1989 20(5) 0.89 <0.10-1.73 033 <0.10-0.45 Yoshiwa et al., 1994
Charleston, Estados Unidos
Productos Charleston 1989 7} 0.63 0,10-1.91 0.18 0.07-0.46 Sydenham et al., 1991
derivados de
maiz

BCE= drea de baja incidencia de cdncer esofdgico.

ACE= grea de alla incidencia de cdncer esofdgico.

ND= niveles no detectados.




VI-  Métodos de analisis de fumonisinas

Los problemas y riesgos asociados con la contaminacién de alimentos para
consumo animal y humano con fumonisinas han ltevado al desarrollo de métodos
precisos, seguros, sensibles y reproducibles para la determinacion de las
fumonisinas en maiz y alimentos derivados de éste. Actualmente se pueden
detectar eslas toxinas en concentraciones que van de microgramos por gramo
{(ppm) a nanogramos por gramo (ppb) tanto en productos agricolas como en
alimentos procesados (Shephard et al., 1996). Entre los métodos empleados para la
deteccién y cuantificacion de las fumonisinas se encuentran la cromatografia de
gases, cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), cromatografia en capa
fina, espectrometria de masas (Shephard ef al., 1996).
Los pasos bdsicos involucrados en la deteccion de las fumonisinas son: muestreo,
preparaci"On de la muestra, filtracién, purificacién, concentracién, separacién,

deteccion, cuantificacion y confirmacién (Bullerman, 1998).

A-  Muestreo

Las muestras para el analisis de fumonisinas pueden tomarse en el campo,
durante la recoleccion de las cosechas, durante el almacenamiento, y en otros
puntos en el procesamiento del maijz, Cada tipo de muestra puede presentar una
distribucién diferente de la concentracion de las toxinas, siendo ésta mas
heterogénea en las mazorcas de maiz en €l campo, que cuando se han mezclado
semillas ¢ cuando el maiz ha sido molido (Dickens JL.W.). La distribucién de la
concentracion de las fumonisinas en la muestra suele diferir de la concentracién de
los lotes cuando se emplea un nimero reducido de muestras. Este hecho ha sido
evaluado para determinar la variabilidad asociada entre los pasos de muestreo,
preparacion de la muestra y analisis de ta misma. Se observé que la varianza
asociada a cada paso se incrementa conforme aumenta la concentracién de

fumonisinas, siendo esto similar a lo presentado para las aflatoxinas cuande se
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determina su contenido en mafz y cacahuates. Debido a que no hay una
recomendacion general del tamafio de la muestra adecuada para el anilisis de
fumonisinas en maiz, se puede sugerir que sea de 1.1 a 4.5 Kg, semejante al
empleado para las aflatoxinas en maiz para cuyo andlisis hay mds datos estadisticos
{(Whitaker et al., 1998).

Una vez obtenidas la muestras representativas se procede a homogenizar las
muestras por medio del proceso de molienda en seco, tomando submuestras que
varfan su tamano de 10 a 100 g que son empleadas para la extracciéon (Bullerman,

1998).

B.-  Extraccién

La extraccién de las fumonisinas se realiza por medio de una mezcla de
disolventes con polaridad mayor como metancl-agua (3:1) o acetonitrilo-agua (1:1).
El pH en la extraccién de fumonisinas en alimentos derivados de maiz es un factor
importante, ya que Ia acidificacién tante de los alimentos como de los disolventes
empleados antes de la extraccion incrementa la recuperacién de las toxinas
llegdndose a detectar hasta 0.1 ug/g en alimentos donde no se habia encontrado a
la toxina si se extraia en condiciones neutras. La capacidad amortiguadora de
varios alimentos elaborados a base de mafz es lo que reduce la eficiencia de la
extraccion de las fumonisinas. Ajustando el pH a 2.7 en una solucién de acetonitrilo
al 50% contrarresta esta capacidad amortiguadora y aumenta la recuperacién de
fumonisinas. Cuando en el alimento se encuentran compuestos que bloquean al
grupo amino, estos componentes se pueden hidrolizar por reflujo de la muestra en
KOH 1N-acetonitrilo al 50% por una hora. Después se acidifica y se extrae la toxina

ya con el grupo amino libre (Murphy et al., 1996}.
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C.-  Purificacién

A continuacion de la extraccién se procede a fillrar los extractos para
remover las impurezas solidas, para posteriormente someter una alicuota del
extracto a un proceso de limpieza (purificacién) con la finalidad de eliminar las
sustancias de interferencia. En este paso se emplean columnas de SPE (extraccién
de fase s6lida)-Cis 6 SAX (columnas de intercambio aniénico), de las cuales la
tildma es la méds comin (Nelson ef al., 1993; Shephard ef al, 1996, Sinha y
Bhatnagar, 1998). Las columnas C18 son fases no polares que permiten la adsorcién
de compuestos polares como lo son las fumonisinas, sobre una superficie de
particulas de silice. La columna C18 se lava con agua seguida por acetonitrilo/agua
{15:85), v se eluye con acetonitrilo/agua (3:1). En el caso de las columnas SAX los
aniones que estdn unidos electrostaticamente a la matriz de la columna son
sustituidos por los aniones carboxilo de las fumonisinas. Antes de pasar el extracto
que contiene las fumonisinas por esta columna se debe ajustar el pH a 6.0-6.5. La
columna se lava con 4cido acético al 0.5 o 1% en metanol, y se eluye con

metanol/agua (3:1) seguido por metanol.

Para la determinacién de fumonisinas (FB1 y FB:) en muestras fisiol6gicas
como sangre y orina se emplea la columna SAX. Las muestras de orina son diluidas
con agua y metanol antes de su aplicacién a la columna. En el caso del plasma, las
proteinas se precipitan con metanol, se centrifugan y el sobrenadante es el que se
aplica a la columna. Para la extraccibn de FB2 se utiliza como disolvente

acetonitrilo, debido a que esta toxina es menos polar (Shephard et al., 1992, 1995).
Después del proceso de limpieza se procede a concentrar la muestra lo que

se realiza en forma general evaporando el disolvente bajo un flujo de nitrégeno

gaseoso, para proceder posteriormente a la deteccion y cuantificacion de las
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fumonisinas. Los meétodos comunmente empleados para este propésito se

presentan en la tabla 24 (Bullerman, 1998).

D.-  Andlisis por técnicas cromatograficas

1.-  Cromatografia en capa fina

Uno de los primeros métodos para el analisis de fumonisinas fue la cromatografia
en capa fina (CCF), la cual fue desarrollada durante el aislamiento de la toxina en
cultivos de maiz de F. moniliforme MRC 826. La CCF se desarrolla en fase normal
(fase polar unida al soporte) en placas de silica gel empleando una mezcla de
disolventes, tal como cloroformo-metancl-agua-dcido acético (55:36:8:1) o
cloroformo-metanol-acido acético (6:3:1). También se puede desarrollar en fase
inversa (fase con enlace no polar) en placas de silica gel (Tabla 24). Una vez que el
frente del disolvente se ha dejado emigrar la distancia adecuada, la placa puede
visualizarse por aspersion con soluciones de ninhidrina (al 0.2% en metanol) o p-
anisaldehide [0.5g de p-anisaldehido en metanol-dcido acético-dcido sulfirico
(8:10:5)], seguido por calentamiento a 120°C hasta desarrollar color, cuyos reactivos
reaccionan con el grupo amine de las fumonisinas (Cawood et al., 1991; Nelson ef
al., 1993; Shephard, 1998; Sinha y Bhatmagar, 1998). El uso de fluorescamina como
reactivo para visualizar las fumonisinas bajo luz UV mejoré la sensibilidad y
selectivilidad de la CPF y permiti6 ser empleada en la deteccién de las fumonisinas
en alimentos para consumo animal. Este método también se encontré adecuado
para la codeterminacién de FBs, en las mismas muestras con FBy y FBa. Los pasos
involucrados en este método son: extraccién con acetonitrilo-agua (1:1), seguida de
 una purificacion en una columna Cis que se lava con KCl al 1% y acetonitrilo-KCl al
1% (3:9), y elucién con acetonitrilo-agua (7:3). El extracto purificado se separa en
capa fina, por fase inversa usando metanol al 4%-KCl (4:1) como fase mévil y las
toxinas se visualizan por aspersion de una solucién buffer de borato de sodio 0.1M
y una solucién de fluorescamina en acetonitrilo para observar los complejos

fluorescentes bajo UV, Aunque el limite de deteccion fue repertado de 0.7pg/g en
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alimentos derivados de maiz de consumo animal, la presencia de interferencias
debidas a la matriz del alimento fueron frecuentes en niveles por debajode t ug/g.
Este problema puede ser reducido si se emplea una columna de SAX y SPE en CCF
de fase reversa (limite de deteccién de 0.25 pg/g), visualizando las fumonisinas
con una solucién de vanillina al 0.5 % en 4cido sulfdrico al 97%-etanol (4:1) vy
calentando a 120°C por 10 min, en donde se desarrolla una banda de color aziil-

purpura de FB1 (Shephard et al., 1998; Sinha y Bhatnagar, 1998).

2.-  Cromatografia de gases

Para el andlisis de fumonisinas por cromatografia de gases se debe realizar
hidrélisis alcalina de la toxina y producir derivados trimetilsilil que son vélatiles,
Este método de separacion fue acoplade con espectrometria de masas para la
deteccién de FB; en muestras de mafz que presentaban altos niveles de fumonisinas
y habian sido asociados con casos de degeneracion leucoencéfalica en equinos. Uﬁa
mejor resolucién de FB),, FBz y FBs se obtuvo con la formacién de derivados
trifluoroacetil y la precision del método de cromatografia de gases-espectrometria
de masas fue mejorada por el uso de FB] marcada con deuterio (D3), como un
estindar interno el cual era adicionado antes de la hidrélisis. El limite de deteccién
para éste método es de 0.01 pg/g, aunque no se empleo de rutina, sino para la
confirmacion de las fumonisinas por el espectro de masas generado (Shephard,

1998; Sinha y Bhatnagar, 1998).

3.-  Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

El andlisis de fumonisinas por HPLC es el método de eleccion por las
caracteristicas de polaridad de la molécula y la posibilidad de formar un derivado
fluorescente confiriéndole asi una alta sensibilidad al método (Tabla 24). Debido a
que las fumonisinas carecen de absorcion UV y fluorescencia natural, se requiere
hacer una derivatizacion, es decir, una modificacién quimica covalente en algun

grupo funcional, en el caso de éstas toxinas se aprovecha la reactividad del grupo
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amino. El primer método para la cuantificacién de fumonisinas por HPLC,
implicaba la formacidén de derivados maleil, y su posterior separacién por fase
reversa con deteccion UV en 236 nm. El limite de deteccién para este método es de
10 pg/ g. Este método es inadecuado para su uso en muestras de maiz contaminado
de forma natural. L.a sensibilidad fue mejorada por la formacién de derivados con
fluorescamina, pero esta derivatizacién result6 en la formacion de dos productos
{una mezcla en equilibrio de una lactona y su andlogo hidrolizado), los gue
resultaban indeseables. La preparacién de derivados con o-ftaldiadehido (OPA) en
presencia de 2-mercaptoetanol y buffer de boratos en pH 9 a 10, ha sido empleada
en muchos laboratorios como método de eleccién para el analisis cuantitativo de
fumonisinas en maiz. Los derivados obtenidos de FB),, FBz y FBs pueden ser
separados por fase reversa, con elucion isacratica (es decir, empleando una mezcla
de disolventes polares como el metanol y fosfatos), y deteccion fluorescente. El
limite de deteccién reportado para este método es de 0.05 pg/g. Los derivados
formados con OPA son estables por un periodo de 4 min, después de la
preparacién, y disminuye la respuesta fluorescente después de 8 min. Este
problema se resuelve estandarizando el tiempo (alrededor de 2 min) entre la
adicién del reactivo y la inyeccién al cromatégrafo (Shephard, 1998; Sinha y
Bhatnagar, 1998). Una forma de incrementar la estabilidad de los derivados es
manteniendo el pH entre 8.0y 8.5 (Rice ef al., 1995).

Los derivados formados con naftaleno-2,3-dicarboxaldehido (NDA) en
presencia de buffer de boratos al 0.05M (pH 9.5) y cianuro de potasio son
fluorescentes (excitacién a una & de 390 nm y un a emisién en una A de 475 nm) y
estables por un periodo de 24 h, permitiendo asf la deteccién de 50 pg de FB1. El
NDA ha sido incorporado como un método para la determinacion de FB1 y FB2 en
leche, donde se ha reportado un limite de deteccion de 0.005 pg/mL (Maragos y
Richard, 1994; Shephard, 1998; Sinha y Bhatnagar, 1998). Otro reactivo empleado
para la derivatizacion de fumonisinas en su andlisis en maiz y productos

elaborados a base de maiz, se encuentra el 4-fluoro-7nitrobenzofurazan (NBDF),
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cuyo limite de deteccién es de 0.1 pg/g. La derivatizacién con 9-fluorenil-metil
cloroformato (FMOC) ha sido utilizada para la determinacién de fumonisinas en
alimentos para roedores, formando derivados que son estables por un periodo de
72 h (limite de deteccién de 0.2 pg/g). Otro reactivo que también produce
derivados estables (48 h) es el 6-amino-quinolil N-hidroxisuccinimidil carbamato,

cuyo limite de deteccién de 0.26 pg/g (Shephard, 1998; Sinha y Bhtanagar, 1998).

4.-  Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-EM)

El uso principal del método de CL-EM es la confirmacién de la presencia de
fumonisinas, tanto en alimentos de consumo humano como animal. Ademads
también se ha empleado para el aislamiento y deteccién de nuevas fumonisinas

{Musser, 1996; Meredith et al., 1996; Trucksess, 1998).

La ’ reciente aplicacién de la cromatografia de liquidos acoplada al
bombardeo de dtomos (FAB) para deteccién por espectrometria de masas (CL-FAB-
EM)y del electrosapray a la espectrometria de masas ha permitido la deteccién de
nanogramos de FB1, ya que se generan iones estables con fragmentaci6n limitada.
La CL-FAB-EM se ha aplicado para el anilisis de muestras de maiz contaminado
naturalmente, y cuyo limite de detecci6n es de 0.10 pg/¢. En contraste en el método
de terrmospray-espectrometria de masas (TS-EM) se obtienen iones con multiple
fragmentacion, mientras que la sensibilidad es buena con el empleo de mezclas de
acetonitrilo y agua-acetato de amonio, obteniéndose un limite de deteccitn de 0.002

ng/ g (Shephard, 1998; Sinha y Bhatnagar, 1998).

El acoplamiento de detectores como el de dispersion de luz evaporativa
(ELSD) y electrospray-espectrometria de masas, ha permitido analizar 1las
fumonisinas de la serie B sin realizar derivatizacién y separacién por HPLC en fase
reversa ((is), los cuales emplean un gradiente binario de disolventes {solucién A,

agua; solucién B, acetonitrilo-dcido triflucroacético a pH 2.7) para el ELSD y
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solucién A (metanol-agua-acido acético en la siguiente proporcion: 50:50:1) mas
una solucién B (metanol-acido acético en la siguiente proporcién: 100:1) para el
andlisis por electrospray. El limite de deteccion para la técnica de ELSD es de 50
ug/g. el cual se considera adecuado para el andlisis de fumonisinas en maiz
contaminado de forma natural (Plattner, 1995; Plattner ef al, 199¢; Sinha y
Bhatnagar, 1998).

E.-  Andlisis por técnicas inmunoenzimiticas

Un método alternativo para el anélisis de fumonisinas en maiz y productos
derivados lo constitnyen los ensayos inmunoenziméticos (ELISA). Para el
desarrollo de ensayos inmunoenzoiméticos se requiere de la produccién de
anticuerpos por inmunizacién de algin animal con la molécula inmunogénica.
Debido al bajo peso molecular de la FB), se requiere que se conjuge con una
proteina acarreadora, para obtener una molécula inmunogénica. Adicionalmente
para la produccion de anticuerpos generalmente se necesita el use de un
estimulador, no especifico de la respuesta inmune, conocido como adyuvante, Los
anticuerpos policlonales para FB1 han sido producidos por inmunizacién de la FB;
conjugada a la enterotoxina (CT) producida por Vibrio cholerac (Tabla 24). La
inmunizacién fue en ratones que recibieron una dosis de 7.5 ng de FBi conjugada
con CT, resultando en la produccién de anticuerpos especificos contra FBi, en un
periodo de 15 dias cuando se usaron las vias intraperitoneal, subcutinea e
intravenosa. En contraste, la inmunizacion de la FB: conjugada con albiimina serica
bovina con y sin adyuvante de Freund resulté inefectiva. Los anticuerpos
- producidos con FB:-CT fueron incorporados a un ELISA indirecto, cuyo limite de
deteccidn fue de 0.1 pg/mL. El antisuero tuve reaccién cruzada con FB: (87%) y
FBs (40%), pero no con la forma hidrolizada de FB: (HFB:), ni con el écido
tricarbalilico, sugieriéndose que la regi6én inmunodominante se encuentra cerca de
la posicién del dcido tricarbalitico en C-11y C-20 de la cadena hidrocarbonada, sitio
que es comin en FBy, FBz y FB3 (Azcona-Olivera et al., 1992).
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En otro estudio se sugiere la producciéon de anticuerpos policlonales por

medio de la inmunizacién de conejos con mulliples dosis intracutineas de FBl
conjugada con KHL, y posterior incorporacién a un ELISA dirtecto, obteniéndose
asi un limite de deteccién de 0.17 ng/mL (Tabla 26). Estos anticuerpos tienen
reaccién cruzada con FBz (24%) y ¥Ba (55%) (Usleber et af., 1994).
La formacién de anticuerpos monoclonales se ha logrado por la producciéon de
hibridomas, por fusion de la linea de mieloma Sp-2/0-Agl4 en esplenocitos de
ratones inmunizados con FBy conjugada con ovoalbiimina o hemocianina (KHL) y
la aplicacién conjunta del adyuvante completo de Freund (Fukuda et al., 1994).
Anticuerpos monoclonales especificos para el producto de hidrélisis de FB: se ha
conseguido por la fusion de la lfnea de mieloma Sp-2/0-Agl4 y esplenocitos de
ratones inmunizados con 50 pg de HFB: conjugada con CT (Tabla 24). Su
incoporacién a un ELISA directo da como resultado un método rdpido y sensibles
parael an/alisis de HFBy, y en menor grado para HFB;, HFBa, y HFBa. Este método
es capaz de cuantificar HFB1 en maiz en niveles de 5 a 1000 ng/g (Maragos et al.,
1996).

El andlisis de fumonisinas en otros productos alimenticios, como cerveza,
empleando los ensayos inmunocenziméticos ha dado buenos resultados con una
recuperacién promedio de 81%, con un coeficiente de variacién menor a 4.2%, y en
un rango de ensayo de 0-0.1 ug de FBi/mL de cerveza. El limite de deteccion para
este método es de 0.003 ug de fumonisinas/ mL de cerveza. En este método se
presenta reacciéon cruzada con FBz (40%) y ¥Bs (100%), siendo imposible identificar
la fumonisina responsable de la contaminacién en las muestras, por lo que los

resultados son reportados como fumenisinas totales (Torres ef al., 1998).

La aplicacién de los métodos inmunoenzimaticos ha sido sujeta a estudios de
comparacién, en los cuales se evalua éste con métodos quimicos como la

cromatografia en capa fina y la cromatografia de liquidos de alta resolucién. Dentro
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de los estudios de comparacién con la cromatografia en capa fina, Shelby et al.
(1994) reportaron que ambos métodos son adecuados para el analisis ripido de
fumonisinas en un gran numero de muestras. El ELISA en su caso, ofrece una
ventaja en términos del tiempo y costo total del an4lisis, sin embargo se requiere de
reactivcos {como por ejemplo, anticuerpos poli y monoclonales y peroxidasa de
ribano) los cuales no pueden adquiridos inmediatamente, en cambio en la
cromatografia en capa fina los reactivos empleados estdn disponibles
inmedialamente para cualquier laboratorio (Shaafsma ef al., 1998),

En muchos de los analisis en los que se comparan el ELISA y HPLC, con
frecuencia los niveles de fumonisinas detectados en maiz y alimentos derivados de
maiz son mayores por ELISA que por HPLC. Este resultado puede ser atribuido a
la presencia de andlogos de FB; que presentan reeaccién cruzada con los
anticuerpos especificos para FB1, y que no son detectados por HPLC, también la
interaccién de productos de descomposicién que reaccionan con los anticuerpos en
ELISA pero no son detectados por HPLC, ademas es posible que por la unién de las
fumonisinas a la matriz del alimento no sean detectables por HPLC, pero aun son
capaces de reaccionar con los anticuerpos del método de ELISA (Sydenham ef 4l
1996; Castello f al., 1998 a,b; Sinha y Bhatnagar, 1998).

En el andlisis inmunoenzimdtico competitivo directo el antigeno se
encuentra fijo en el soporte s6lido de la microplaca, a ésta se le adiciona una
cantidad conocida de anticuerpo marcado y una cantidad de antigeno no marcado,
después de la eliminacién de antigeno no unido se mide el anticuerpo marcado
unido. En cambio en el ensayo competiivo de tipo indirecto el anticuerpo
- especifico contra las fumonisinas es el que se fija a la microplaca, se adiciona
cantidades determinadas de antigeno el cual después de un lavado se le adicionars
un segundo anticuerpo que estard marcado, el cual se unira a los epitopos del

antigeno que no estén solapados (Abbas et al-. 1995).
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Tabla 24. Métodos de analisis para fumonisinas por HPLC

Muestra Disolventes para la | Purificacion Eluyente Derivatizacién Método de Fase mévil Deteccién Referencia
extraccion andlisis
Mafz Acetonitriloagua(1:1} SAX Acido acético al OPA HPLC en fase CH30OH- Fluorescencia Thiel et al.,
Metanol-agua (3:1) 0.5% en reversa (C18) NaHaPO, | Excitacion 335 nm 1991;
metanol (75:25) pH Emision 440 nm | Sydenham et
33 al,, 1991, 1992
Maiz Acetonitriloagua(l:1) C18 Acetonitrilo- OPA HPLC en fase | Acetonitrilo-| Fluorescencia |Chu y Li, 1994
Metanol-agua {3:1) agua (7:3) reversa (C18) | agua-dcido | Excitacion 335 nm
acético Emisién 440 nm
(39:60:1) v
(60:39:1)
Maiz Acetonitriloagua(1:1) C18 Acetonitrilo- NDA HPLC en fase | Acetonitrilo-{ Fluorescencia | Chu y Li, 1994
agua (7:3) reversa (C18) | agua-acido | Excitacién 246 nm
acético Emisién 418 nm
(55:45:1)
Alimentos | Acetonitriloagua(1:1) Cli8 Acetonitrilo- OPA HPLC en fase | 61% buffer Fluorescencia Hopmans y
derivados de agua (7:3) reversa (C18) | de fosfatos, | Excitacién 335 nin | Murphy,1993
maiz pH3.3 +39% | Emision 440 nm
de
acetonitrilo
Alimentos SAX Acido acético al OPA HPLC en fase Fluorescencia Pittet et al.,
derivados de | Metanol-agua (3:1} 0.5% en reversa (C18) Excitacién 335 nm 1992
maiz metanol Emisién 440 nm
Harina de Metanol-EDTA 10 C18 Metanol NDA HPLC en fase 65% de Fluorescencia Dombrink-
maiz mM (1:1), ajustar pH a reversa (C18) [ Acetonitrilo- | Excitacion 280 nm | Kurtman y
nixtamalizado 25 ac acético Emision 470 nm | Dvorak, 1999
(99:1)+ 35%
de agua-ac.
Acético
(99:1)
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Tabla 24. (Continuacion)

Muestra |Disolventes para la| Purificacién Eluyente Derivatizacién Método de Fase moéwvil Deteccion Referencia
extraccién analisis
Leche Metanol-acetona SAX Acido acético al NDA Cromatografia 70% de Fluorescencia Maragos y
11 0.5% en metanol de liquidos metanol- Excitacion 250 nm | Richard, 1994
agua-ac. Emision 470 nm
Acético
(75:24:1) +
30% de
acetonitrilo-
agua-ac.
Acético
(75:24:1)
Orina FB1 y FB2, 750 pL SAX Acido acético al OPA HPLC en fase Metanol- Fluorescencia Shephard et
de agua + 3 mL de 0.5% en metanol reversa (C18) | KH:PQy 0.1M | Excitacién 335 nm | ai,, 1992, 1995
metanol (66:34), pH 3.4 { Emdsion 410 nm
Heces FB2, EDTAO0I M C18 metanol OPA HPLC en fase Metanol- Fluorescencia Shephard ef
fecales {pH 5.2)-metancl reversa (C18) | KHi POy 0.1M | Excitacion 335 nm al., 1995

(4:1)

(72:28), pH 3.4

Emisicén 440 nm

OPA= o-ftaldialdehido NDA= naftaleno-2,3-dicarboxaldehido
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Tabla 25, Métodos de andlisis para fumonisinas por cromatograffa en capa fina

Muestra ] Disolventes parala | Columna Eluyente Método de Fase mowil Deteccion Referencia
extraccién andlisis
Mafz Metanol-agua (3:1) C18 Acetonitrilo-agua CCF en fase Acetato de etilo-ac. p-anisaldehido-UV Fadl, 1998
(7:3) reversa Acético-agua (60:30:10)
Mafz Metanol-agua (3:1} C18 Acetonitrilo-agua CCFenfase | Cloroformo-metanol-ac. | p-anisaldehido-UV | Ross et al,, 1991
(7:3) reversa Acético (60:30:10}
Maiz Acetonitriloagua(1:1) C18 Acetonitrilo-agua CCFen fase | Etanol-agua-ac. Acético | Fluorescamina-UV | Schaafsma et
(7:3) reversa (65:35:1) al., 1998
Alimentos SAX Acido acético al 0.5% CCF Acetato de etilo-ac. p-anisaldehido-UV | Tseng y Liy,
derivados | Metanol-agua (3:1) en metanol Acético-agua (60:30:10) 1997
de mafz
CCF= cromatografia en capa fina
Tabla 26. Métodos de andlisis por ensayos inmunoenziméaticos (ELISA)
Tipo de Conjugacion Adyuvante Animal No. de Hibridoma Formato de | Sensibilidad Referencia
anticuerpos inmunizado | inmunizaciones empleado ELISA
Foliclonales FB1.CT - Ratén 2 porviaip.y NE Competitivo | 100 ng/mL |* Azcona-Olivera
s.C.. 4 por viaiv. indirecto de FB1 etal., 1992
Policlonales FB1-CT - Ratén 3 por via i.p. NE Competitivo Azcona-Olivera
indirecto et al,, 1992
Policlonales FB1-KHL Completo de Conejo | Multiples por via NE Dirccto 10 ng/mL Usleber et al,,
Freund ic. de FB1 1994
Monoclonales FB1- Completo de Rat6n 2 por via i.p. Mieloma 5p-2/0- | Competitivo | 10 ng/mL Fukuda et al,,
Ovoalbumina Freund Agl4 indirecto de FB1 1994
Monoclonales FB1-KHL Completo de Ratén 2 por via i.p. Mieloma Sp-2/0- | Competitive [ 10 ng/mL Fukuda et al.,
Freund Agld indirecto de FB1 1994
Monoclonales HFB1-CT Completo de Ratén Mieloma Sp-2/0- Directo | 5ng/mL de [ Maragos et al.,
Freund Agld HFB1 1996

CT= Enterotoxina de Vibrio cholerae
KHL= Hemocianina
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i.p.= via intraperitoneal
5.¢.= via subcutdnea

{(-;=adyuvante no empleado
NE=no se requiere para su produccion

1.v.=via intravenosa
i.o=via intracutdnea




VII- Estrategias de reduccion del contenido de fumonisinas en maiz y

alimentos derivados

A. Métodos empleados en la reduccion de fumonisinas en maiz en condiciones de
campo

1la.- Métodos biolégicos en la pre-cosecha

Se ha observado que lineas de maiz hibrido y no hibrido muestran una
variacion en la susceptibilidad por la presencia de fumonisinas producidas por F.
mouniliforme debido a la influencia de las condiciones ambientales, como
temperatura, humedad y dafio por insectos, en un drea especifica, lo que plantea la
posibilidad de elegir variedades de mafz que presenten una mayor resistencia a la
infeccién por F. moniliforme y como consecuencia presenten un bajo contenido de
fumonisinas {(Bacon y Williamson, 1992; Visconti, 1996; Pascale et al, 1997). Un
ejemplo de ello es el efecto que tuvo la insercién del gen cry 1 A de Bactllus
thurigiensis en el genoma de dos hibridos de maiz, obteniéndose una disminucién
del nivel de FB1 en el hibrido modificado genéticamente (1.97 pg/g) con respecto al
hibrido no modificado {20.05 pg/g), ademas también hay una reduccién de la
biomasa fingica, la cual reflejada en la cantidad de ergosterol presente en el hibrido
modificado, 10 ug/g, con respecto al hibrido sin modificar, 35 ng/g (Masoero ef al.,
1999).

1b.- Métodos biol6gicos en la post-cosecha

Por otra parte, algunos microorganismos pueden biodegradar un gran
nimero de moléculas orgénicas, incluyendo micotoxinas. Duvick et al. (1998) han
identificado dos clases de microorganismos que son capaces de metabolizar una
porcién de la cadena hidrocarbonada de las fumonisinas como tnica fuente de
carbono, produciendo CO:. Dentro de la primer clase se encuentran dos levaduras,

Exophiala spinifera y Rhinocladiella atrovirens, las cuales se aislan con frecuencia de
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semillas de maiz en 4reas subtropicales y tropicales. La segunda clase la componen
bacterias Gram negativas del género Xanthomones, aisladas del tallo de plantas de
maiz. Cabe sefialar que otras especies de ambas clases de microorganismos, asi
como cepas aisladas de otros hospederos, no son capaces de metabolizar las

fumonisinas.

2.- Métodos quimicos
Métodos quimicos en los que se emplea tratamiento con amonio a
temperatura alta /presién baja (2% de amonio, 1.15 atm, 125 °C por 60 min)
reducen el contenido de fumonisinas (de una concentracién de 80 pug/e a 18 ug/g)
“en cultivos s6lidos con F. oniliforme pero no reducen la toxicidad del material
cuando éste se utiliza en el alimento para ratas. Una reduccién del 79% del nivel de
fumonjsinfis se logré en maiz después de aplicar amonio en temperatura ambiente/
presién alta (2% de amonio, 41 atm, 20 °C por 60 min) seguido por alta
temperatura/baja presién (2% de amonio, 1.15 atm, 125 °C por 60 min). Sin
embargo, no se midi6 la toxicidad del maiz tratado (Park et al., 1992).

B.-  Efecto del procesamiento de alimentos en los niveles de fumonisinas
1.- Métedos quimicos

El tradicional proceso para producir masa o tortillas, llamado
nixtamalizacién también ha sido evaluado como un método de destoxificacién para
FB, (Hendrich et al., 1993). Para este estudio se realizt el proceso tradicional;
primero se hirvio el maiz (el cual contenia 50pg/g) en agua {proporcién 1:3) a la
cual se le adicion6 una concentracion de 1.2 % de hidréxido de calcio. El tiempo de
coccion fue de 1 hora en una temperatura de 80-100 °C. Después del tiempo de
coccion el agua se eliminé y se procedié hacer 3 lavados. En el producto final se
obtuvo una reduccién del nivel de FB1 a 0.4 ug/¢ v una concentracion de la form.d
hidrolizada de FB: de 10 pg/g. Por lo tanto, aunque el tratamiento alcalino con

hidroxide de calcio reduce la cantidad de FBy, se genera la forma hidrolizada, HFB;,
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que conserva la misma actividad biol6gica cuando se alimenta a ratas con este
material (Jackson et al., 1996 ¢). Dombrink-Kurtzman ¢f al. (2000) de igual forma
encontraron una disminucion significativa del contenido de fumonisinas en maiz
contaminado de forma natural (8.79 pg/g de FBi) después de someterlo al proceso
de nixtamalizacion (0.50 pg/g de FBy y 0.36 ng/g de HFB,). También el contenido
de FB; (1.97 ug/g) se redujo obteniéndose una concentracion final de 0.21 pg/g en

las tortillas elaboradas con la masa preparada.

2.- Métodos fisicos

El tamizado de particulas finas se ha visto que puede reducir el contenido de
fumonisinas en un rango de 26 a §9%. El almidén obtenido por el proceso de
molienda en hiimedo de maiz contaminado naturalmente con FB; (13.9 ug/g ), esta
libre de l:‘:l toxina. En cambio, otras fracciones del proceso contenian FBy en las
siguiente:; concentraciones: parte proteica (5.1 a 5.8 pg/g), fibra (2.7 a 5.7 ug/g) vy
germen (1.3 a 3.1 pg/g). La fibra y la parte proteica requieren por lo tanto otro
proceso de descontaminacién antes de poderlos utilizar como alimento péra

animales (Jackson et al., 1996 c).

Alberts et al. (1990) encontraron que la FB1 es termoestable ya que no hay
reduccién de su contenido al hervir 500 g de un cultivo de F. mouiliforme MRC 826
en 500 mL de agua por 30 min, seguido por un procese de secado en horno a 60°C
por 24 h. De manera similar, al aplicar las condiciones del proceso de
pasteurizacién (62°C, 30 min), se observé que tampoco hay una pérdida del
contenido de fumonisinas (Maragos y Richard, 1994) .

Otros estudios en un sistema acuoso (buffer de citrato-fosfato-borato) han
sido realizados para determinar la estabilidad térmica de FB; y FBy, evaluando el
efecto del pH (4, 7, 10) y la temperatura (100 a 235°C) por un periedo de 60 min,
eliminando asi los problemas de recuperacién relacionados a la unién de fas

fumonisinas con la matriz de los alimentos. Las temperaturas deseadas se obtienen
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calentando la soluci6n en un envase de acero inoxidable, a presién, empleando una
camisa eléctrica exterior. En estos estudios se obtuvo que la concentracion de FBy y
FBa disminuye con el tiempo de proceso, mientras que los niveles de 4 productos
de descomposicién, dos parcialmente hidrolizados (PHFB, y PHFB) v dos
completamente hidrolizados (HFB, y HFB3), generalmente aumentaban, A pH 10,
los productos de descomposicién presentes en mayor grado fueron los
completamente hidrolizados, mientras que a pH 4 y 7, se encuentran los productos
parcialmente hidrolizados. Es interesante notar que tanto FBy y FBy y sus
respectivos productos hidrolizados no se encuentran a pH 4 después de 60 min en
temperaturas mayores a 175°C. En general, la FB: y FBz parecen menos estables a
pH 4 y mds estable a pH 7. Después de 60 min en temperaturas mayores a 175°C,
las concentraciones de ambas fumonisinas se ven disminuidas hasta un 90% a pesar
del pH.

Estos estudios confirman que la FBy y FB; son termoestables, especialmente en pH
neutros, en donde los parametros fisicos tal como la temperatura y el iempo del
proceso térmico son factores criticos que afectan la descomposicion  de estas dos
toxinas. En los procesos térmicos en los que se emplean temperaturas menores a
125°C, se podria esperar un efecto marginal en la reduccién del contenido de
fumonisina. Sin embargo, en procesos cuya temperaturas sean mayores a 150°C se
alcanza una pérdida significativa de FB: y FB2 (Jackson ef al,, 1996 a,b}.

Jackson et al. (1997) determinaron el efecto de diferentes temperaturas de
elaboraci6n de alimentos; tal como en el proceso de freir (190°C por 1-15 min) y
horneado (175 y 200°C por 20 min}, en el contenido de FB1 en totopos (10ug/g) v
' panques de maiz (5ug/g) respectivamente. Con el proceso de horneado en 175 y
200°C se observé una pequena, pero significativa pérdida de FB1 en los panques. El
porcentaje de retencién en los panques horneados a 175°C (83.7+/-3.5%) fue un
poco mayor que en panques horneados a 200°C (724+/-5.9%). En ambas
temperaturas la pérdida de FB1 en la superficie del panque fue mayor que en el

centro. Ademas no hay presencia de productos de descomposicion, por lo que la
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pérdida de FB, durante el horneado podria ser explicada por una reaccién no
enzimatica, que es iniciada por la fomacién de una base de Schiff’s (Fig. 11). Los
requerimientos de esta reaccién son: una amina primaria, un azucar reductor como
glucosa, fructosa o lactosa, y agua en un pH >7. Las fumonisinas en presencia de
azicares reductores y agua, cumplen con estos requerimientos (Murphy ef al,
1996). En €l caso de los totopos se observa que tampoco hay presencia de productos
de degradacion, y se sugiere nuevamente que la reaccién no enzimdtica es la que
causa la pérdida de FB1.

En este estudio se indica que bajo las condiciones en el proceso de freir y horneado,
la pérdida de FB; es pequefia. Una pérdida substancial de FB), puede ocurrir
cuando los alimentos son procesados en condiciones extremas (altas

temperaturas/tiempos més largos).

H l;i H
FB_[;J_H ¥ d‘:—.;o —— FB‘N-(:J—OH
H H-C-OH H-C-OH
1
R R %_'H:O
FB GLUCOSA PRODUCTO
DE ADICION
HH
PRODUCTOS - — FB-f:J-('; -+— FB-N=C-H
i
(H-C-OH)MO (H-C::—OHjn
Hb CH,OH
CH,OH

BASE DE SCHIFF

Fig.11 Formaci6n de una base de Schiff's por medio de la reaccién del grupo

amino de la FBy en presencia de un azucar reductor (Murphy et al., 1996).
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Castelo et al. (1998 a) determinaron el efecto de los procesos tales como
enlatado, horneado y tostado en la estabilidad de las fumonisinas en alimentos
(productos enlatados, maiz dulce, mazorcas de maiz completas, papillas para bebes
y alimento para perros; productos para hornear, panques y pan de maiz; productos
para tostar, harina de maiz) contaminados de forma natural y artificial ( 5 ng/g de
FBy) empleando dos métodos de andlisis, ELISA y HPLC. Las concentraciones de
fumonisinas determinadas por ELISA y HPLC en productos procesados como
papillas para bebes y alimentos para perros no mostraron una diferencia
significativa en la concentracién de FB1 en comparacién con los alimentos sin
procesar (controles). Una significativa disminucién del (9%) en el nivel de la toxina
fue observada en el maiz dulce enlatado analizado por ELISA. Mientras que las
mazorcas de mafz completas que fueron enlatadas si mostraron una significativa
disminucién en el nivel de FB; al ser analizado por ELISA y HPLC, obteniéndose
una disminucién promedio del 15 y 11%, respectivamente.

Los productos horneados elaborados de masa contaminados natural vy
artificialmente a 204°C no resultaron en una perdida significativa de la toxina
medido por ambos métodos de anilisis. Solamente el pan de maiz horneado a 232
°C por 20 min mostr6 una disminucion de los niveles de FB, (48%) por ELISA pero
no por HPLC. Las muestras de harina de maiz contaminados artificial y
naturalmente a 218 °C por 15 min presentaron una completa disminucién del

contenido de FBy por el proceso de calor seco (tostado).
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VIIL- Regulacion de los niveles de fumonisinas en alimentos destinados para
consumo animal y humano

La Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) es la agencia federal en
Estados Unidos de América, responsable de la regulacion de productos alimenticios
destinados a consumo humano y animal. La FDA es la autoridad que hace valer un
numero de estatutos aprobados por el Congreso. Entre éstos se encuentra la Ley
Federal sobre Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FD&C), y la Ley de Servios
para la Salud pdblica (Public Health Service Act), las cuales participan en las
medidas de seguridad con respecto a aditivos y contaminantes de productos
alimenticios (Miller et al., 1996; Sinhna y Bhatnagar, 1998).

Por otra parte el Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN)
regula una amplia variedad de alimentos para consumo humano, mientras que el
Centro de Medicina Veterinaria (CVM), garantiza la seguridad de alimentos
derivados de animales, as{ como aditivos y contaminantes que pueden estar
presentes en productos como leche, carne y huevo que son de consumo humano.

Las regulaciones de la FDA son publicadas anualmente por la Goverment
Printing Office, en el Titulo 21, del Cédigo de Controles Federales (CFR). Las
micotoxinas son reguladas en la Seccion 402 (a)(1) de la FD&C, y ya se encuentran
incluidas las fumonisinas (Miller et al., 1996; Sinhna y Bhatnagar, 1998).

Niveles de fumonisinas permitidos en alimentos destinados para consumo animal
Los niveles més altos de contaminacién de fumonisinas se han reportado en
productos agricolas, principalmente en maiz. Este cereal es el muy importante en
los Estados Unidos, la mayor parte de la produccion (60 a 70%) es destinada para
alimentos de consumo animal. Por lo que es importante realizar un monitoreo de
{a concentracion de estas toxinas para que no rebasen los niveles permitidos. La
FDA ha implantado niveles guia para las fumonisinas en alimentos para animales,

como un mecanismo para ayudar a prevenir las enfermedades causadas por estas
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loxinas y cooperar en el control de niveles residuales de fumonisinas en alimentos
derivados de animales.

En 1993, el Comitée de Micotoxinas de la Asociacion Americana de
Laboratorios de Diagnéstico Veterinario (AAVLD) recomend6 niveles guia de
fumonisinas en alimentos para caballos, cerdos, aves de corral y beef cattle, y en
junio del 2000 la FDA amplié la informacién sobre los niveles de fumonisinas
permitidos en maiz y alimentos derivados de éste para consumo de otras especies,
los cuales estan indicados en la Tabla 27, ademds también se presentan los niveles

de aflatoxinas en estos alimentos (Miller et al., 1996; Sinhna y Bhatnagar, 1998, 1, 11,
).

La FDA participa en conjuncién con el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) y varios Departamentos de Toxicologia Veterinaria, en la
formacién de un grupo de trabajo para coordinar la informacion recopilada (Sinha
y Bhatnagar, 1998). Las fumonisinas fueron incluidas en el Programa de
Contaminacién de Alimentos para alimentos de consumo animal en los anos de
1993 y 1994, En dicho programa se detectaron niveles menores a- 10 pg/g de
fumonisinas, concluyéndose que no representaron un problema grave en los
Estados Unidos en este producto agricola. Actualmente se continuan monitoreando

los niveles de fumonisinas en productos elaborados a base de maiz (Miller ei al,

1996).

En otro estudio realizado en 1994 y 1995 en los Estados Unidos de América,
los datos presentados confirman el hecho de que los granos de maiz sin cascara,

fécula de maiz y la harina de maiz son frecuentemente contaminadas por

fumonisinas (Sinha y Bhatnagar, 1998).
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Tabla 27. Niveles maximos permitidos de fumonisinas en maiz y productos

derivados de maiz para consumo animal.

Especie

Fumonisinas totales

(FB1+FBz+FBa)

Aflatoxinas totales

(AB1+AB2+AG +AG))

(ng/8) (nug/g)
Equinos y conejos 5
(no mas del 20% en la
dieta)
Cerdos y bardo 20 0.10
(no m§s del 50% en la
dieta)
Rumiantes, aves de corral 30
y vison, para reproduccién| (no mas del 50% en la
’ dieta)
Rumiantes mayores de 3 60
meses de edad para {no mds del 50% en la
sacrificio y visén destinado dieta)
para la produccién de piel
Aves de corral para 100 0.10
sacrificio (no mas del 50% en la
dieta)
Otras especies de animales 10 0.02
de campo y animales (no mas del 50% en la (ganado vacuno)
domésticos {(mascotas) dieta)
Ganado vacuno 50 0.10 —
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Niveles de fumonisinas permitidos en alimentos para consumo humano

Idealmente, los niveles permitidos de fumonisinas en alimentos para
consumo animal deberian proteger tanto la salud animal como la humana.
Desafortunadamente estos niveles no permiten definir la exposiciéon de niveles
residuales de fumonisinas en alimentos derivados de animales (Miller et al., 1996).
La cantidad residual de fumonisinas en tejido animal usualmente s6lo esta presente
en higado y rifién, siendo el consumo humano de estos tejidos mucho menor que el
consumo de tejido muscular (Miller ef al., 1996).

Los estudios sobre el metabolismo de las fumonisinas reportan que las

cantidades residuales de estas toxinas en tejide animal son bajas. Por ejemplo,
cuando se administro una dosis oral de 5 mg de FB:i/kg de peso corporal a vacas,
no se detectaron niveles de fumonisinas en la leche producida por éstas. En otro
estudioc en el cual se analizaron 155 muestras de leche sin pasteurizar ni
homogenizar, solamente una contenia niveles detectables de FB1, cuya
concentracion fue de 0.001 pug/g. En el mismo estudio, 10 muestras de leche
homogenizada contenfan menos de 0,005 pg/g de FBy. Estos estudios sugieren que
los niveles de fumonisinas en leche son muy bajos (Miller ¢t al., 1996).
Un estudio sobre el metabolismo de 1*C-FB1 en gallinas mostré que una dosis de 2
mg/kg de peso corporal no produjo niveles residuales de la toxina en sangre,
esofago, molleja, pulmén, bazo, corazén, cerebro, tejido muscular y en ovarios.
Solamente se detectaron niveles traza en higado, buche, intestino delgado v rinén.
No hubo cantidades residuales de FBi en los huevos puestos por estas gallinas
después de 24 de haber administrado la dosis (Miller et al., 1996).

En relacion con estos estudios se cree que los niveles residuales de
fumonisinas en productos derivados de animales son bajos y no representan un
problema de Salud Pablica por lo que el mayor riesgo proviene del consumo

directo de productos de maiz (Miller ef al., 1996).
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Para productos derivados de maiz la FDA establece niveles maximos
permitidos de fumonisinas, los cuales se presentan en la Tabla 28, en donde
también se presenta el nivel de aflatoxinas totales (I).

Tabla 28. Niveles maximos permitidosde fumonisinas en productos derivados de

maiz para consumo humano.

B Producto Fumonisinas totales Aflatoxinas totales
{(FBi+FB2+FB2) (AB1+AB2+AG;+AG2)
(ug/g) (ug/g)
Productos de maiz molido 2 0.02
sin germen {mafz (para todos los productos
fragmentado, fécula de excepto leche)

mafz, harina de maiz con
un contenido de grasa
menor al 2.25% en base a

peso seca)

Productos de maiz molido 4
con germen o parcialmente
degerminado (maiz
fragmentado, fécula de
maiz y harina de maiz
con un contenido de grasas

mayor a 2.25% en base a

peso seco)
Salvado de mafz maolido 4
Maiz destinado para la 4

produccién de masa

Maiz destinado para la 3

produccién de palomitas
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En México s6lo se han establecido niveles regulatorios para aflatoxinas, los
cuales se encuentran indicados en la Norma Oficial 147-55A1-1996 para cereales y
subproductos, en ésta se indica que s6lo se permite un limite de 20 pg/Kg de
aflatoxinas totales en todos fos subproductos de cereales excepto para harina de

maiz nixtamalizado, el cual es de 12 pg/Kg (IlI).
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IX.- Discusiéon

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas cuya incidencia en maiz y
efectos toxicos se han documentado durante los Gltimos diez afos. Estas toxinas
son producidas principalmente por F. proliferatum y F. moniliforme, siendo esta
ultima especie la que se afsla con una alta frecuencia de granos de maiz.

El hecho de que F. moniliforme sea un sapréfito, influye en su capacidad de
infeccidén, ya que al sobrevivir en los restos de las plantas de maiz incrementa la
cantidad de indculo al que estd expuesto la planta. Asimismo otros factores como
el dano mecénico, dafo por insectos y la presencia de lluvias, favorece la infeccion
del hongo que frecuentemente se refleja en un incremento en la produccién de
toxinas.

Tanto F. proliferatum como F. meniliforme no se encuentran solos colonizando
maiz, 5ino que tienen que competir con otros hongos para su establecimiento. Una
de las principales especies es A. flavus, que es la segunda en aislarse de maiz. Por
tanto al compartir un mismo hospedero, en ¢l se observard la presencia de
fumonisinas, as{ como la de otras micotoxinas. Dentro de las més importantes se
encuentran las aflatoxinas, tricotecenos {(deoxinivalenol y nivalenol), zearalenona y
ocratoxinas. Sin embargo, en la mayoria de los casos reportados los niveles de
fumonisinas son de 100 hasta 1000 veces mayores que los de otras toxinas.

Por otra parte, las fumonisinas no presentan una relacion estructural con las
toxinas antes mencionadas, excepto con las fitotoxinas que produce Alternarig
alternata f.sp. lycopersici (TA, TB, TC, TD Y TE). Tanto las fumonisinas como las
fitotoxinas producidas por Alternaria inhiben la sintesis de esfingolipidos,
inhibiendo a la ceramida sintasa, la cual cataliza la condensacion de una molécula
de base esfingoidea con un 4cido graso para formar ceramida y otros
esfingolipidos complejos. Este mecanismo de accién podria explicar los multiples

efectos de la toxina en diversas especies animales, como por ejemplo, en caballos,
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en donde el tejido afectado es el del cerebro el cual es rico en esfingolipidos
complejos. La toxicidad presentada por la toxina puede ser causada por la
acumulacién de bases esfingoideas, principalmente esfinganina, que es un
regulador de muchos eventos celulares, como la proliferacion, diferenciacion y
muerte celular.

Con respecto a las estrategias de control de fumonisinas, el empleo de
variedades de maiz que presenten una mayor resistencia a la infeccion por F.
noniliforme, es una opciéon que debe ser evaluada en relacion con el costo que
involucra. Aunado a ello se requiere la implementacién de rigurosos controles de
plagas en las cosechas. La degradacion biocl6gica basada en la utilizacién de
bacterias (Xanthomonas) y levaduras (Exophiala spinifera y Rhinocladiella atrovirens)
presenta una perspectiva viable y en la cual se han enfocado compaifias
biotecnol6gicas. En cuanto al control de fumonisinas durante el almacenamiento,
es de particular importancia el control de factores fisicos como la humedad y la
temperatura, asi como el control de roedores.

Debido a que las fumonisinas tienen un enorme impacto sobre la agricultura
y el suministro de alimentos, asi como en la salud de algunas especies animales, es
importante ampliar la informacién sobre la incidencia de estas toxinas en maiz,
principalmente en aquellos paises donde este cereal constituye una fuente de
alimentacién fundamental, como México donde se producen de 14 a 18 millones de
toneladas de maiz y se importan cerca de 1 millén de toneladas anuales. La
investigacion de la incidencia serfa enfocada principalmente en épocas de lluvias
durante la cosecha, durante el periodo de almacenamiento y en el procesamiento,
de manera particular en harina nixtamalizada y tortillas, las cuales son productos
de mayor consumo por la poblacién. También es importante determinar su
incidencia y los niveles de la toxina en el maiz importado. Es importante también
establecer si hay co-incidencia en maiz de las aflatoxinas y fumonisinas y sus

posibles efectos sinérgicos.
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Aunado a la incidencia, también seria importante el sondeo de las
micotoxicosis ocasionadas por F. moniliforte, asi como el analisis de los alimentos
consumidos por los animales expuestos a las toxinas. A la vez se deben monitorear
de aiteraciones en la relacién esfinganina/esfingosina y la elevacion de
transaminasas como indicadores biol6gicos de la exposicién a las toxinas en los
alimentos de consumo animal. De igual forma, es necesaric determinar la
incidencia de casos de cancer esofdgico y su posible relacién con el consumo de
alimentos contaminados con fumonisinas, ya que se ha visto que los procesos
tumorales son la segunda causa de muerte en México (55a, 1998). El monitoreo
bioldgico en fluidos y tejidos, en especifico sangre y orina, de la relacién de
esfinganina/esfingosina permitird una buena estimacién de la exposicién humana
a las toxinas. Este monitoreo es aplicable principaimente en individuos cuya edad
fluctué entre los 40 y 70 afios, ya que es la edad de mayor riesgo para procesos
tumorales en esofago.

Los datos generados servirdn para proponer niveles maximos de tolerancia
de fumonisinas en la NOM-147-55A1-1996, en el rubro de alimentos derivados de
maiz, o si asf lo requiere, la generacién de una Norma Oficial Mexicana especifica

para estas toxinas.
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X.-  Conclusiones

+Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas producidas por algunas
especies del género Fusarium, tales como L. moniliforme, F. proliferatum y F. nygamai,
siendo las dos primeras las méas importantes ya que frecuentemente infectan maiz
en todo el mundo, produciendo en este cereal, altos niveles de fumonisinas. Sin
embargo, F. moniliforme es la primera especie que se encuentra en maiz. F.
moniliforme es capaz de colonizar maiz en todos los estados de desarrollo e invadir
asf distintos 6rganos tales como raiz, tallo, mazorca y maiz, ocasionando en la
mayoria de los casos pudricién del tejido afectado, teniendo como consecuencia
grandes perdidas econfmicas.

¢ Las condiciones 6ptimas de crecimiento de F. moniliforme y F. proliferatum
son en aw de 0.98-0.994 y 25°C, y 0.994 y 25 a 30°C, respectivamente. El crecimiento
de ambas especies durante el almacenamiento de granos de maiz se ve inhibido
por A, niger, A. ochraceus, A. flaous y Penicillium implicatum, en a, de 093 2 095 y
25°C, mientras que a aw de 0.98 y 15 a 25°C ambas especies dominan a A, ochraceus,
A. flavus y Penicillium implicatun.

¢#Desde su descubrimiento hasta la fecha se han descrito mas de 10
fumonisinas, de las cuales la FB:1 es el compuesto més abundante y ubicuo, al cual
le siguen la FB2 y FBs que se encuentran con frecuencia como contaminantes
naturales en maiz y productos derivados de éste.

¢ Las condiciones ptimas de produccién de ¥B: por F. moniliforme y F.
proliferatum son a aw de 0.956 a 0.968 y 25 a 30°C. La produccién de FB; por F.
montiliforme es Optima cuando co-coloniza granos de maiz durante el
almacenamiento con A. niger y A. ochraceis en aw de 0.95a 0.98 de 15 a 25°C, y aw
de 0.98 y 25°C, con A. flavus y P. implicatum. Par a F. proliferatum las condiciones

optimas de produccién de FB) son en presencia de A. niger y A. ochraceus a 15°C y
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aw de 0.98, asi como en presencia de A. flavus y P. implicatunr de 15 a 25°C y aw de
0.95a 0.98.

+5e han demostrado los efectos téxicos de las fumonisinas tanto en algunas
especies de animales como en planta, como su posible asociacién con el cancer
esofdigico en humanos.

+En cuanto a la incidencia de fumonisinas, estas han sido reportadas en los
siguientes paises:

&#Canad4, Estades Unidos de América, México, Guatemala, Honduras,
Venezuela, Perd, Brasil, Suecia, Inglaterra, Holanda, Alemania, Polonia,
Francia, Austria, Hungria, Rumania, Portugal, Espafia, Bulgaria, Italia,
China, Jap6n, Corea, Taiwdan, India, Nepal, Tailandia, Filipinas,
Indonesia, Nueva Zelanda, Benin, Sudéfrica, Zambia, Gambia, Egipto,
',Kenia, Botswana y Zimbabwe.

En general, los niveles de fumonisinas se presentan en el siguiente orden:
alimentos derivados de maiz para consumo animal {concentraciones de 0.2 a 330
rg/ g de FB1) > productos agricolas, principalmente mafz (concentraciones de 0.1 a
64.7 pg/g de FB1) > alimentos derivados de maiz para consumo humano
{(concentraciones de 0.1 a 16.0 ng/g de FBy).

¢ Durante el procesamiento de los alimentos derivados de mafz destinados
para consumo humano la temperatura es un factor muy importante, ya que en
procesos que emplean temperaturas mayores a 150°C se consigue una disminucién
significativa de los niveles de fumonisinas en el producto final. En el caso de
productos como harina nixtamalizada y tortillas, hay una disminuciéon de [a
concentracién de FBy, sin embarge se produce la forma hidrolizada de la toxina

(HFB)), 1a cual sigue conservando los efectos téxicos de la molécula original.
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+El método de eleccion para el andlisis y cuantificacién de fumonisinas en
maiz y alimentos derivados es una extraccién con solvente orgénico, generalmente
acetonitrilo, semi-purificacion de la muestra en una columna de intercambio iénico
o con una columna C18 y separacion por cromatografia de liquidos de alta
precision (HPLC), en columna Ci8 de fase reversa, usando una fase moévil de
acetonitrilo y amortiguador de fosfatos y deteccién por fluorescencia del derivado

obtenido.
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