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I. RESUMEN

El trabajo realizado tuvo como objetivo evaluar el efecto del acido
citrico (1.0N) como agente destoxificante de aflatoxinas en alimento. Por lo que se
utilizaron patos Pekin de un dia de edad a los cuales se les administro alimento
balanceado con aflatoxinas y tratados con acido citrico, sin aflatoxinas y acido
citrico. Los hallazgos observados, fue que el acido citrico si disminuye la
concentracion de aflatoxinas medible en el alimento por la técnica de columnas de
inmunoafinidad (AFLATEST-VICAM). Sin embargo el efecto téxico en este modelo
animal siguié presente, ya que al término del trabajo experimental (11 dias) se
registré una mortalidad > 50% en los lotes que consumieron aflatoxinas y con acido
citrico, ademds de que las aves presentaron mal estado de carnes, perdida de peso,
disminucién del apetito. A la necropsia se observé higado graso, disminucién de
tamano de la bolsa de Fabricio, siendo menos severas las lesiones al estar presente
el 4cido citrico. Aunque se sabe que la presencia de micotoxinas es uno de tantos
problemas con que se enfrenta la industria pecuaria, es conveniente seguir esta
linea de investigacién en otras especies animales como son pollos de engorda y

cerdos.



II. INTRODUCCION

La nutricién animal en gran parte se basa en el consumo de granos y sus
derivados, estos son cosechados todo el ano bajo condiciones climaticas diversas,
que favorecen el desarrollo de hongos, tanto en el campo como durante su
almacenamiento (Christensen y Kauffmann, 1969; Mendez-Albores et al., 2004).
Teniendo como factores predisponentes la presencia natural de los hongos, la
variacién estacional, su prevalencia regional y la preferencia por un determinado
sustrato (Sharby, 1977; Mendez-Albores et al.,, 2004). Siendo estos capaces de
elaborar metabolitos secundarios conocidos como micotoxinas, las cuales son
responsables de provocar el sindrome llamado “"micotoxicosis”, afectando al hombre

vy animales (Pier, 1981).

Se han reportado casos de micotoxicosis en todas las especies domésticas. En
1952, se observé en Georgia, Estados Unidos una hepatitis hemorréagica aguda, fatal
en cerdos y bovinos que consumieron maiz mohoso. En 1958, algunos perros de
caza murieron de hepatitis aguda después de consumir alimento enlatado que
contenia maiz con similares caracteristicas de contaminacién (Pier, 1973; Mendez-
Albores et al.,, 2004). L os efectos de las micotoxinas en las aves pueden variar de
un caso asintomatico hasta un brote severo; los pequenos efectos a menudo, no se
detectan facilmente al inspeccionar individualmente o en grupo a las aves. Algunas
limitantes para diagnosticar la micotoxicosis son que la enfermedad es muchas

veces subclinica, crénica y endémica (Hamilton, 1980).

Un gran ndmero de alternativas han sido tomadas para el control o
detoxificaciéon de los alimentos, mediante procedimientos quimicos y fisicos, pero
solo algunos tienen usos practicos. De entre los cuales encontramos secuestrantes
de micotoxinas, compuestos por aluminosilicatos de calcio hidratados, cabe aclarar
que el secuestrante debe ser especifico para cada especie, también estos productos
pueden incluir inhibidores de hongos como acido propiodnico. En la industria avicola,

al igual que en otras actividades agropecuarias, han tenido una larga historia de



constantes retos causados principalmente por agentes infecciosos y no infecciosos,
siendo estos ultimos los que poseen menos alternativas para su control. Ademas de
provocar repercusiones socioecondémicas en la mortalidad, en el indice de la
conversién alimenticia, costos de produccién y los efectos negativos en la salud

publica en relacién al consumo humano de animales expuestos (Quezada et al,,
1999).

I11. REVISION DE LITERATURA

3.1.1 AFLATOXICOSIS

Este es el nombre que se le da al sindrome causado por los metabolitos
secundarios (micotoxinas) de ciertas cepas de los hongos Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus, de donde se le da el nombre de aflatoxinas, siendo estas las

mas estudiadas y con una distribucion muy amplia (Sharby, 1977; Mendez-Albores
et al.,2004).

El estudio sobre las aflatoxinas, se remonta al ano 1860 en Inglaterra donde
surge un brote de una enfermedad explosiva que arrasé con 100 mil pavos. La
etiologia era desconocida en ese momento, por lo que se le dio el nombre de

"Enfermedad X" de los pavos (Blount, 1961, citado por Klein et al, 2000).

Primero solo se detectaron casos en pavos, pero después se encontraron
casos esporadicos en patos y faisanes. Después de muchos estudios se encontré que
el agente causal era una sustancia contenida en la harina de cacahuate brasileno y
que era producto del hongo Aspergillus flavus, por lo que a la enfermedad se le
llamé “Aflatoxicosis” (Sargeant et al.,, 1961 Wilson and Payne 1984). Se aislaron de
este hongo dos potentes toxinas capaces de producir intoxicacién; ya que mediante
la cromatografia y bajo la luz ultravioleta, una tiene fluorescencia azul (Blue) y la

otra verde (Green) fueron llamadas; aflatoxinas B y aflatoxinas G. El interés sobre

L
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las aflatoxinas motivé entonces la investigaciéon en las micotoxinas conocidas y el

descubrimiento de muchas otras (Coulombe et al., 1991).

En la actualidad se conocen mas de 100 hongos toxigénicos, pero sdlo en una
docena de géneros se ha confirmado el papel de las micotoxinas como causa de
enfermedad, tal es el caso de las toxinas de Claviceps sp, Fusarium sp, Penicillium

sp, Phitomyces sp y Aspergillus sp (Pier, 1981; Mendez-Albores et al., 2004).

Los hongos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, especialmente
en el suelo, y una cepa productora de toxinas puede virtualmente sintetizar la toxina
en cualquier alimento o materia prima (Clavaheiro, 1983). En base a sus
necesidades de humedad, los hongos productores de micotoxinas se clasifican en
tres grandes grupos: hongos de campo, hongos de almacenamiento y hongos de
descomposicién avanzada. Los hongos de almacén son los que se encuentran en las
semillas bajo las condiciones de humeda que normalmente presenta el grano
almacenado (13-20%), en este grupo encontramos principalmente a las especies

Aspergillus sp y Penicillum sp (Sharby, 1977; Mendez-Albores et al., 2004).

Los hongos del género Aspergillus pertenecen al grupo de los
ascomiceto, normalmente son aerobios, pero la cantidad de oxigeno que requieren y
la tolerancia a altas concentracién CO, son variables dependiendo de las especie y
cepa. Se cultivan en medios como el Sabouraud o el Czapek. En condiciones
naturales, el crecimiento y esporulacion del hongo se ve favorecidos por un exceso
de humedad en el ambiente, aunado a una abundancia de materia organica. Hay
muchas materias primas que se consideran como buenos sustratos para el desarrollo
de los hongos. La temperatura 6ptima para el mejor desarrollo de A. fa/vus es de 36
C a 38 C, temperaturas diferentes hacen cambiar la cantidad y calidad de aflatoxinas
producidas. La humedad relativa optima para la produccién de aflatoxinas es
cuando existe una alta humedad en el aire del orden de 80-98% vy la humedad del
sustrato se encuentra por encima del 15%. Las esporas no pueden germinar a
temperaturas de 4 C, aunque no mueren, y son destruidos con temperatura de 77 C
a 100 C (Valladares, 1986).



Aspergillus flavus es el Unico hongo que requiere de un minimo de 18.3 -
18.5% de humedad en base a peso fresco cuando crece en maiz (el sustrato debe
estar en equilibrio con una humedad relativa de 85%). Puede crecer a baja cantidad
de agua sin competencia con otros hongos (Mirocha, 1982). Su crecimiento, sin
embargo, no necesariamente establece la presencia de aflatoxinas asi como
tampoco la ausencia de hongos visibles puede establecer la ausencia de aflatoxinas
(Sharby, 1977, Mendez-Albores et al.,, 2004). Cerca de la mitad de la cepas de
Aspergillus flavus Link vy Aspergillus parasiticus Speare, son toxicas bajo
condiciones ambientales Optimas, destacando principalmente AFB, AFB, AFG, vy
AFG,. Generalmente AFB, es encontrada en mayores concentraciones que las otras y
es la mas potente, siendo carcinégena, teratégena y mutagena, y el 6rgano que mas

afecta es el higado, por lo que es considerada una hepatoxina (Moreno, 1996).

Aspergillus flavus tiene ademas la capacidad de producir acido aspergilico,
acido kdjico, aspertoxina, esterigmatocistina, fisicona y flavotoxinas entre otros
compuestos (Esqueda y Villegas, 1991). La capacidad genética es un factor
determinante para que una cepa en particular de hongos pueda producir

metabolitos téxicos (Sharby 1977; Mendez-Albores et al., 2004).

Quimicamente las aflatoxinas son difuranocumarinas, estos compuestos estan
formados por anillos heterociclicos, los furanos relacionados a la toxicidad y un
anillo de lactona responsable de la fluorescencia y el cual también hace que estos
metabolitos sean susceptibles a la hidroélisis alcalina (Lillehoj, 1983, Mishra et al,,
2003). Las letras B y G se refieren a los colores azul y verde de fluorescencia
observados bajo luz ultravioleta de onda larga; esta propiedad de fluorescencia de
las aflatoxinas ha llegado a ser la base para la cuantificacion por métodos
fisicoquimicos y los numeros se refieren a los patrones de separacion de estos
compuestos al utilizar cromatografia de capa fina (Bullerman, 1987). En la figura 1.

se muestra las estructuras moleculares de algunas aflatoxinas.
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Figura 1.Estructuras de algunas micotoxinas (adaptado por Eaton et al, 1994).

Las aflatoxinas se generan por la via biosintética de los poliquétidos a partir
de acetatos y se consideran los contaminantes biolégicos de los alimentos mas

extendidos a nivel mundial y los mas peligrosos (Jelinek et a/., 1989).

No se conoce el papel fisioldgico del metabolito en el desarrollo del hongo, sin
embargo; se ha establecido que existe una estrecha asociacién entre la biosintesis
de aflatoxinas y la de los lipidos (Townsend et al, 1984; Cleveland y Bhatnagar,
1991) y que ademads en algunos casos, la sintesis de proteinas disminuye durante la
fase de produccidén de aflatoxinas. Al crecer inicialmente el hongo existe muy poca o
ninguna produccién de aflatoxinas, pero al reducirse los niveles de fosfatos y
nitrégeno en el medio, el metabolismo primario se desorganiza, se acumulan varios
metabolitos primarios y se empiezan a producir las aflatoxinas (Drew y Demian,
1887). Aln cuando su papel ecolégico no estd bien comprendido, al ser sus
estructuras de resistencia (esclerocios) repelentes a ser ingeridos por insectos, se
refiere que tienen un papel defensivo (Wicklow, 1988, Dowd, 1991). Existen cepas
en las que no existe la produccion de estas toxinas, por lo que se asume que estos

metabolitos no son esenciales para su desarrollo.

Desde hace mas de 30 anos se descubrid que las aflatoxinas son sustancias
muy potentes productoras de céncer en animales de laboratorio (Newberne, 1973
Abarca et al., 1994).



La mayoria de las aflatoxinas son relativamente resistentes al calor, por lo
tanto, persisten en forma activa en los alimentos peletados y enlatados preparados a
partir de materias primas contaminados (Newberne, 1973 Abarca et al.,
1994).Tienen varias caracteristicas generales , por lo que no se produce inmunidad

contra ellas, ademas, la terapia farmacoldgica tiene poco efecto en su patogenicidad
(Dalvi, 1984).

3.1.2 EPIZOOTIOLOGIA

Hay cuatro factores importantes que desencadenan el desarrollo de
Aspergillus spy por consecuencia la formacion de aflatoxinas, estos son: humedad,
a niveles de 18% en cereales y de 8-9% en semilla de cacahuate; temperatura,
tenemos que la maéaxima produccion de aflatoxinas se presenta durante la
incubacién a una temperatura de 20°C a 25°C; aereacién, la reduccién del oxigeno
al 1% inhibe draméticamente el crecimiento de A. flavus y la produccion de
aflatoxinas (Stuart et al., 1987) v sustrato, las fuentes de aflatoxinas que la
literatura menciona incluyen a todo tipo de productos que contenga carbohidratos o
grasas, y cita a granos, forrajes y productos derivados : maiz, trigo, avena, centeno,
sorgo, cacahuate, cebada, mijo, arveja, frijol mungo, nuez, copra, semilla de soya;
ensilado de maiz, heno de gama comun: alimento concentrado, pasta y harina de
soya, harina de pescado, pasta de ajonjoli, harinolina, polvo de chile indio y semilla
de algodén . La formacién de toxinas toma solo unas pocas horas cuando existen

las condiciones favorables (Pier, 1981).

La distribucidn de las fuentes de aflatoxinas es variable y no parece haber un
lugar donde hubiese mayor o menor frecuencia. Aunque las muestras provenientes
de clima cdlido como es la costa parece contener niveles mas altos, mientras que las
muestras provenientes de climas himedo y frio, también contienen aflatoxinas pero
en niveles relativamente bajos. En relacién con las condiciones climaticas se ha
visto que, los problemas causados por el consumo de pasta y harina de cacahuate se

presentan casi siempre en el verano (Mirocha, 1982).



En general, la mayoria de los ingredientes, excepto el maiz, las nueces y el

algodon, estan libres de aflatoxinas al momento de la cosecha.

El maiz es infectado en el campo en aquellas regiones donde las mazorcas
de las plantas son atacadas por insectos, a lo cual sigue la invasion de A. flavusy la

posterior formacién de aflatoxinas.

En estudios realizados por Ochoa er al, (1989) en el estado de Sonora,
encontraron que de 66 muestras de maiz y 137 muestras de trigo analizadas, el
20% present6 contaminacién con AFB,, pero solamente el 6.1% present6 valores por
arriba del maximo permitido por la FDA de los Estados Unidos, que establece un
valor maximo de 20 ppb. El nivel més alto encontrado fue de 45 ppb, y fueron

detectadas en la zona sur del estado, en granos almacenados a la intemperie.

Un problema de micotoxicosis se presenté en el estado de Sonora en 1984,
causando mortandad en pollos y la incidencia de abortos en cerdas. Las causas que
originaron este problema fueron atribuidas al consumo de alimentos elaborados con

granos contaminados con hongos (Alvarez er al., 1989).

En 1995, se realizé un estudio en maiz en la ciudad de Monterrey, el
muestreo fue realizado en los meses de junio a septiembre, encontréandose que el
87.8% de las muestras estaban contaminadas con aflatoxinas, siendo AFB, la mas
comun, en concentraciones desde 5.03 hasta 465.3 ppb y AFG, en niveles de 1.59 a
57.1 ppb. El 58.5% de las muestras analizadas rebasaron los limites legales
permitidos por el gobierno mexicano, siendo 20mg/Kg. los limites permitidos,
reporta NOM- 188-SSA1-2002, “productos y servicios, control de aflatoxinas en
cereales para consumo humano y animal, especificaciones sanitarias”. Mientras que
en el depésito rural "Las Yescas”, en el estado de Tamaulipas, el cual almaceno maiz
contaminado con aflatoxinas entre los afnos de 1989 a 1995, se cuantificaron valores
promedio de aflatoxinas de 66 ppb en 42 muestras de maiz tamizado, 295 ppb en 49
muestras de maiz no tamizado, 25 ppb en siete muestras de hierba, y 112 ppb en

nueve muestras de suelo. (Torres et al., 1995)



El tamizar redujo la aflatoxina en 75%; sin embargo, el suelo siempre presentd

AFB, y algunas veces AFB,, debido a la alta contaminacion (Carvajal y Arroyo,
1997).

Como principales factores predisponentes para la formacion de aflatoxinas se
hace especial mencioén a: la negligencia en la preparacion del silo, ya que se ha
observado que en silos que no estdn bien cubiertos casi siempre hay actividad
fingica en la superficie: al deficiente almacenaje de los granos en las bodegas vy, al
insuficiente secado de los granos en el campo. Un puntoe comin de contaminacion
del alimento y sus ingredientes es el drea circundante a los silos y a los

transportadores (Hamilton, 1980)

Las autoridades de nuestro pais deben insistir por ello en hacer
determinaciones de aflatoxinas; sin embargo, este tipo de pruebas son costosas, y
pueden llegar a ser complicadas ya que solo existen trazas de estas sustancias en las

muestras, especialmente en alimentos destinados para consumo animal  (Wood,
1993).

3.1.3 TOXICIDAD

Las propiedades téxicas de las aflatoxinas son variadas dependiendo de la
dosis ingerida, tiempo de exposicion, especie, raza, sexo y edad de los animales
afectados (Reddy et al.,1984). La toxicidad de las aflatoxinas estd ampliamente
investigada, esto obedece directamente a la repercusion en la salud humana, asi
como a las pérdidas materiales y econémicas que puede ocasionar una intoxicacion
aguda como la descrita anteriormente en los anos 60's con pavos (Roebuck y

Maxuitenko, 1994).

La susceptibilidad de las especies domésticas, hacia las aflatoxinas va en

relacién con las dosis, como se observa en el siguiente cuadro donde se muestra que



los patos, gatos y cerdos, son afectados con dosis minimas a diferencia de otras

especies en donde la concentracion de aflatoxinas es mayor, provocando un menor

dano.
Cuadro 1. Susceptibilidad por especie a las aflatoxinas
ESPECIE DOSIS ORAL * REFERENCIA
Pato 0.36 Carnahan 1963
Gato 0.55 Newberne 1969
Cerdo 0.62 Paterson 1973
Perro 1.00 Newberne 1969
Pavo 1.36 Pier 1980
Ovino 2.00 Arebrecht 1970
Pollo 6.50 Smith 1970
Rata 55-17.9 Wogan 1966
*Dosis Unica mg/kg de aflatoxinas.
Pier 1980.

Las aves son especialmente susceptibles a las aflatoxinas, considerando el
siguiente orden decreciente: patos recién nacidos, pavos, gansos, faisanes jévenes y
pollos. Los pollos y patos jovenes se afectan mads severamente que los adultos,
existen ciertas razas y estirpes que son mas susceptibles. En cerdos los lechones
son mas sensibles a la intoxicacion, seguidos de las cerdas gestantes, y los cerdos
de engorda. Los bovinos y ovinos en general son resistentes a la intoxicacion
(Hofstad, 1978 McEvoy, 2002). Los niveles experimentales de aflatoxinas en el
alimento en los estudios controlados considerados toxicos para los pollos van de

0.625 a 10 ppm (mg/g) o mas dependiendo del tiempo de ingestion de las
aflatoxinas (Huff, 1985).



3.1.4 PATOGENIA

La literatura utilizada indica que la via de entrada mdas comuin de las
aflatoxinas es la oral, a través de alimento contaminado. Las aflatoxinas se difunden
por todos los tejidos corporales, indicando rapida absorcién pero lenta eliminacion.
En el primer dia los 6rganos reproductores, el higado y los rinones, tienen elevada
concentracion de aflatoxinas, esto se debe al papel que juegan el higado y los
rinones en la eliminacion de toxinas. En la médula dsea también se concentra mds
la aflatoxina, en comparacion con el encéfalo, tejido muscular y grasa corporal en los
que la concentracion es menor. Las rutas biliar y fecal son las de mayor excrecién de
la aflatoxina pura o de sus derivados, estas vias representan el 65% del total

excretado, el resto se elimina por orina (Rosiles, 1977).

Valladares 1996 menciona que Harland y Cardeilhac 1875, aplicaron
aflatoxinas radiomarcadas con C'* intravenosa en gallinas Leghorn enanas y Rhode
Island anestesiadas, con los uréteres y los conductos biliares canulados, verificaron
que la ruta mds importante de excresion es la bilis; la cantidad relativa de
aflatoxinas excretada por bilis, orina y contenido intestinal, mantuvo una relacion de

70:15:15 respectivamente, en un periodo de observacién de 350 minutos (Goldblatt,
1979).

Los efectos bioldgicos de las aflatoxinas se pueden agrupar en cuatro
categorias principales: dafo hepético agudo y/o crénico; reduccién en el rango de
crecimiento, interferencia en los mecanismos de defensa naturales e inmunoloégicos;
y efectos teratogénicos y mutagénicos. El higado es el drgano de degradacion
enzimatica de la toxina via el sistema multifuncional de oxidasas mixtas (MFO); el
sisterna MFO convierte a las aflatoxinas en una estructura mas polar que reacciona
con la cromatina del nucleolo, lo que impide la actividad del molde del DNA para

producir RNA mensajero.

La mayoria de los experimentos indican que gran parte de los efectos toxicos

de las aflatoxinas son debidos a la interferencia con la sintesis de RNA mensajero,
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aunque hay algunos efectos que también ocurren por alteraciones en la sintesis de
DNA. La interferencia en la sintesis de proteinas celulares es la causa de la mayoria

de las lesiones en el animal (Pier, 1981; Jindal etal., 18994).

Se ha demostrado que la aflatoxina también separa los ribosomas del reticulo
endoplasmico. Como una reaccién mas directa se ha observado que la aflatoxina B1

inhibe la entrada del aminoacido a la proteina (Chen, 1985).

Clifford y Rees (1966) encontraron que durante la aflatoxicosis hay inhibicion
de la enzima RNA polimerasa (Thaxton, 1974). (Chen et al. 1985) han dado la hipdtesis

de que las aflatoxinas alteran la integridad de la membrana celular.

Smith et al. (1969) reportados por Pippi mencionan que cuando se
administran aflatoxinas a bajas concentraciones, se inhibe la incorporacion de
14c-leucina a la proteina.

Las aflatoxinas alteran el metabolismo del calcio, reduciendo enormemente el
calcio plasmatico, e interactuando con la vitamina D. También interactian con otras
vitaminas como la A, K, E, riboflavina y biotina; con respecto a estas vitaminas se ha
observado que las deficiencias de vitaminas A, D, o riboflavina hacen a los animales
mas sensibles a las aflatoxinas, mientras que la deficiencia de tiamina produce el

efecto contrario (Hofstad, 1978).

Los signos y las lesiones de la enfermedad, por lo tanto, son debidos al efecto
inhibidor de las aflatoxinas sobre la sintesis proteica.
3.1.5 LESIONES

Las primeras lesiones observables de aflatoxicosis son la necrosis hepdtica y
cambios degenerativos (cambio graso). La induccién de cancer hepatico es comun en
ratas, truchas y cerdos. En aves se produce diversas reacciones que van desde una

mala absorcién de nutrimentos, coagulopatia, desarrollo ineficiente, vulnerabilidad a
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las infecciones, incapacidad para reaccionar a las vacunas, problemas reproductivos,
etc. En mamiferos producen necrosis y disfuncién hepatica y extensas lesiones
hemorragicas que resultan letales (Pena y Durdn, 1990). En el hombre las
intoxicaciones estdn asociadas con cancer digestivo, hepatomegalias, higado graso,
cirrosis y ademas produce diarreas, vomitos, abortos y son causantes de

inmunodepresién y hemorragias internas (Organizacién Panamericana de la Salud,
1983).

El higado es el principal drgano blanco, su peso relativo aumenta
significativamente auin con dosis bajas de aflatoxinas, aunque Huff et al. (1985)
indican que la atrofia hepadtica y no la hepatomegalia es el efecto inicial en estadios
tempranos de la aflatoxicosis. Se ha atribuido el incremento en el peso relativo del

higado a una acumulacién de lipidos en este (Tung, 1975).

Otras lesiones que se presentan en higado son: palidez, firmeza disminuida,
aumento de tamano, congestion, areas hemorrdgicas; vesicula biliar distendida
(Newberne, 1973 Abarca et al., 1994), la pared de esta se puede encontrar

edematosa y la bilis presentar menor viscosidad.

Histopatolégicamente se ha observado que una aflatoxicosis subaguda

produce variacién en el tamano de los hepatocitos y sus nucleos (Stuart, 1987).

Mientras que en una aflatoxicosis cronica el dano se extiende a otras estructuras
del parénquima hepatico y las lesiones que podemos encontrar son: degeneracion e
infiltracion grasa por vacuolizacién de lipidos en los hepatocitos debido a una
alteracion en la movilizacion de grasa como consecuencia de un rompimiento en la
sintesis enzimatica , necrosis celular principalmente en las areas centrolobulillares,
fibrosis (Newberne, 1973 Abarca et al., 1994), proliferacion irregular progresiva de
los conductos biliares (Giambrone, 1985), calculos biliares ( Stuart et al., 1987),
dilatacién de vasos linféticos y areas focales de hiperplasia linfoide , presencia de

células regeneradoras del parénquima ( Newberne, 1973 Abarca et al., 1994).



Stuart et al, 1987) reportan que existe la formacién de un nuevo plexo
vascular alrededor de la vena central que conduce a una nueva necrosis extensiva

de los hepatocitos, o a la unién de estos en infartos multifocales.

Valladares (1996), menciona que Gardiner y Oldroy 1965 observaron que
después de 7 dias hay un aumento de células hidrdpicas y grasa del higado, con
vacuolacién celular, pequeiio aumento del tamafio de las células, coagulacién
eosinofilica diseminada el citoplasma y proliferacién irregular de los conductos
biliares. A los 14 dias observaron é&reas locales de hemorragia y grupos de
hepatocitos levemente tumefactos. Morilla (1986), reporté que los aquellos pollos
que consumieron 2.5 ppm de aflatoxinas durante 4 semanas, se observaron los
siguientes cambios microscépicos en higado: en la primera semana; congestion de
sinusoides, hemorragias focales , vacuolizacién grasa del citoplasma de los
hepatocitos centrolobulillares e infiltraciéon de nédulos linfaticos; en la 2da. , 3ra y
4ta. semanas : tumefaccion y vacuolizacion de los hepatocitos centrolobulillares,
necrosis de algunos de estos, proliferacion de conductos biliares , infiltracion de
nodulos linfoides y congestion: en uno de los pollos sacrificados en la tercera

semana la hipertrofia biliar estuvo acompanada de infiltracién de fibroblastos.

Ademés del higado, otras estructuras se encuentran alteradas, tanto en los
casos de campo, como en las reproducciones experimentales de la aflatoxicosis. Los
rinones pueden presentar aumento de tamafno y congestion, o palidez y edema
perirrenal (Reddy et al.,, 1984; Chen et al.1985; Huff et al. 1985). Menciona que la
aflatoxicosis cronica puede provocar picnosis y dilatacién de las células de los
tibulos distales del rifidn y que a dosis elevadas (mayores de 10ppm) ademés de la
necrosis, los tibulos renales pueden contener pigmentos biliares, hialinos y lipidos.
Morilla (1986) observaron que la ingestion de dietas con una dosis de 2.5 ppm por
cuatro semanas provoca vacuolizacion del epitelio tubular renal, infiltracién linfoide
en glomérulos en intersticio, y la presencia de un material hialino homogéneo en la

luz de algunos tubulos.



El corazén puede observarse aumentado de tamafo, con congestion o con
excesiva cantidad de liquidos pericardio, Morilla (1986) observaron infiltracién

linfoide entre las fibras cardiacas.

Las observaciones de campo indican que la bolsa de Fabricio llega a
presentar reduccién en sus peso relativo y distintos grados de atrofia, que dan la
apariencia de un incremento en el nimero de foliculos linfoide (Thaxton et al.1974;
Morilla, 1986; Campbell et al.1983; Rosiles, 1987). Ubosi et al. (1985) reportaron
que una dosis de 996 ppb durante 6 semanas, causd una disminucion en el tamano
de la bolsa de Fabricio, aunque Reddy et al. (1984), con una dosis de 6 ppm por 28

dias , no encontraron alteraciones en el peso relativo del érgano.

El bazo tiende a observarse aumentado de tamano y congestionado, con
reduccién en la poblaciéon de linfocitos en la pulpa blanca (Thaxton et al.1974;
Morilla, 1986; Huff et al. 1986).

El timo puede sufrir disminucion en su peso relativo y deplesion linfoide
(Thaxton et al. 1974; Morilla, 1986; Ubosi et al. 1985; Rosiles, 1987) aunque éste
hallazgo puede no ser observado en las reproducciones experimentales de la

enfermedad (Reddy et al. 1984).

Se ha obhservado una disminucién en la fuerza de los huesos de las
extremidades de los pollos de engorda (Huff et al. 1985), y la médula ésea se

observa palida (Tung, 1975).

El aparato digestivo presenta inflamacion de proventriculo y molleja por un
efecto irritativo directo de la toxinas (Hofstad, 1984). El pancreas puede estar
aumentado de tamano y edematoso (Richardson y Hamilton, 1987) y en el intestino
se observa enteritis mucosa a nivel de duodeno. Hamilton (s.a) menciona un efecto
raro de las aflatoxinas durante un brote experimental, en el que el 15% de las aves

afectadas mostraron ruptura del intestino grueso al pasar por la inspeccion de

rastro.



Otros hallazgos morfolégicos observados han sido crestas y pernas palidas,
hematomas subcutaneos sobre los muisculos pectorales y los muslos (Chen et

al.1985), canales congestionadas y ligero edema general (Hofstad, 1984).

3.1.6 CAMBIOS HEMATOLOGICOS

Las aflatoxinas tienen un efecto depresivo en los tejidos hematopoyeéticos, y
esto se ve reflejado en la sangre, ya sea en el suero o en los elementos celulares
(Mohiuddin, 1986).

Los hallazgos a nivel seroldgico incluyen, una baja significativa de las
proteinas plasmaticas tales como la pre-albumina, albimina, alfa-globulina, beta-
globulina, transferrrina, lipoproteinas, fraccion inmunoglobulina tipo G (IgG) y factor
de coagulacién protombina (Campbell et al.1988). La cantidad de gama-globulinas
esta incrementada en la mayoria de los casos (Pier, 1981); las inmunoglobulinas tipo

M (IgM) no se alteran significativamente (Rosiles, 1987).

Esta hipoproteinemia se debe principalmente a que el higado estd danado,
por lo que la sintesis proteica estd disminuida. Aunado a esto las aflatoxinas
incrementan en la fragilidad de los capilares, permitiendo una fuga de las proteinas

del plasma hacia los tejidos (Hamilton, 1990).

Una de las consecuencias de lo mencionado anteriormente es que habra una
deficiente coagulacién, y por consiguiente, los pollos serdn mas susceptibles a
padecer magulladuras y a presentar hemorragias cutdneas sobre todo en la
membrana interdigital (Mirocha, 1982). Stuart et al.,, 1987 mencionan que una de
las causas de la deficiente coagulacidn es la sustitucion del nicleo de la molécula de

la cumarina por la aflatoxina.



Con respecto a la cuantificacion enzimatica en el suero ain a bajas dosis de
aflatoxinas se ha encontrado aumentado en los niveles de Aspartato
Aminotransderasa (AST/TGO), Alanina Aminotransferasa (ALT/TGP), Fosfatasa
Alcalina Serica (FAS) (Chen et al, 1985; Stuart et al, 1987), aumento de
Deshidrogenasa Sorbitol (DHS) y Deshidrogenasa Glutamica (DHG), disminucion de
la Deshidrogensa lactica (DHL) de la lipasa y amilasa pancreaticas (Richardson et al.
1987).

Ubosi et al. (1985) encontraron una reduccion de la actividad de las enzimas
microsomales y solubles del higado. Esta reduccidon causada por la dieta con
aflatoxinas puede incrementar la susceptibilidad de los pollos hacia los téxicos que

son inactivados por estas enzimas.

Otros perfiles quimicos de la sangre que se ven alterados son el colesterol,
potasio, acido purico y calcio que estan disminuidos, mientras que los niveles de

sodio y &cido glucolitico estan aumentados (Pier et al., 1985).

Valladares (1996) menciona que Clarke et al., 1986 reportan que en pollos
White Leghorn machos alimentados con 10 ppm de aflatoxinas/g de alimento los
niveles plasmaticos de testosterona y LH se reducen significativamente. Estos datos
indican que hay efectos toxicoldgicos y nutricionales de las aflatoxinas durante la

maduracién reproductiva de machos White Leghorn.

En lo que respecta a los cambios en los elementos celulares de la sangre
varios autores mencionan que las aflatoxinas producen anemia caracterizada por
una disminucién en los valores de hematocrito Ht), del conteo total de eritrocitos y
de la concentracién de hemoglobina ain a dosis muy bajas (Campbell et al.1988;

Huff et al. 1985). Sin embargo, el origen de la anemia no ha sido bien determinado.
Antes del descubrimiento de las aflatoxinas Forgacs y Cari (1962)

Mencionados por Tung et al. (1975) reportaron al A. Flavus como el agente causal

del sindrome de anemia hemorrdgica de los pollos, el cual se presentaba con el
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consumo de alimento mohoso y se caracterizaba por hemorragias espontaneas en
musculo y 6rganos internos y por anemia aplastica. La anemia aplastica es un
desorden hematolégico que se caracteriza por una disminucién de los elementos
celulares de la sangre periférica, es decir de la que recorre todo el cuerpo. Se debe a
que la médula 6sea no puede elaborar suficientes leucocitos, eritrocitos o plaguetas,
problema conocido como pancitopenia, aunque los que produzca sean por lo general
normales. La anemia aplastica puede ser leve o severa y su origen es congenito,
hereditario o adquirido. La anemia aplastica congénita se origina por una
anormalidad cromosémica como la anemia de Fanconi o la enfermedad del
Dyskeratosis (esto en humanos). Los sintomas comunes son, palidez, problemas
respiratorios, aceleracién del ritmo cardiaco y arritmias, erupciones en la piel y

presencia de moretones de facil aparicién:

- Fatiga y debilidad cuando hay una disminucién de los eritrocitos.
- Infecciones frecuentes cuando la disminucién es de leucocitos.
- Sangrados frecuentes especialmente de las membranas mucosas y de la piel
cuando las plaquetas se encuentran disminuidas. Estos pueden ser muy peligrosos si
no se controlan oportunamente. (http:/ medic. med. uth. tmc. edu. University of
Texas 1995).

Sin embargo, el mismo Tung en 1975 encontré que la dieta con aflatoxinas

aumentaba la fragilidad capilar pero no causaba sangrado espontéaneo.

Tung et al. (1975) clasificé diversos tipos de anemia encontrando que en la
anemia aplastica hay disminucién de hematocrito. La hemoglobina, eritrocitos y
aplasia de médula dsea con sustitucion de células hematopoyeéticas por grasa: por

otro lado, en la anemia hemolitica se observa generalmente una macrocitosis leve.

Por otro lado, las aflatoxinas causan un aumento en el conteo total de
leucocitos cuando los niveles téxicos son altos, esta es otra caracteristica de la
anemia hemolitica y se cree que se debe a la hiperplasia medular de células
granulociticas en pollos. Esta leucocitosis esta dada principalmente por un

incremento en el porcentaje de heterofilos (neutrofilos en pollos). Los trombocitos,



linfocitos y basofilos disminuyen: la linfopenia indica una accién inmunosupresora
de las aflatoxinas: la baja en basofilos (basopenia) se presenta en el estadio final de
la enfermedad. Los esosindfilos y monocitos se mantienen generalmente sin cambios
y. solo en el caso de que exista una infecciéon secundaria habra esosinopenia;
mientras que los monocitos a veces pueden reducirse (Chang, 1979; Stuart et al.,

1987). Estos es lo reportando en pollos, ya que en patos no encontraron reportes.

Se ha encontrado una respuesta similar en los leucocitos circulantes cuando
los pollos sufren estrés fisiolégico (Tung et al. 1975; Ubosi et al. 1985). Esta
similitud de la leucocitosis entre la aflatoxicosis y el estrés puede explicarse a partir

de que la aflatoxina en los pollos interactiia con diferentes estresores (Tung et al.,
1975).

3.1.7 INMUNOLOGIA

Uno de los efectos mas importantes de las aflatoxinas es su capacidad para
alterar la funcionalidad del sistema Inmune(Chang, 1879) Todos los componentes
del sistema inmune estan afectados, siendo la inmunidad celular la primera; los
cambios que se han observado sobre los mecanismos de inmunidad celular
inespecifica por el efecto de las aflatoxinas son : inhibicién de la actividad
quimiotactica, tanto espontanea ( indirecta) como dirigida ( directa) de los
heterofilos, monocitos y macréfagos alveolares, alteracién de la actividad fagocitica
de los heterdfilos, monocitos y macréfagos ( Chang et al. 1979),esta alteracion se
debe a dos causas: a) que existen niveles bajos del componentes tienen los
estimulos necesarios ; b) los fagocitos de los pollos con aflatoxicosis tienen dificultad
para moverse cuando hay un estimulo quimiotdctico , que les impide salir de los
tejidos capilares sanguineos y llegar al foco inflamatorio en los tejidos (Morilla,
1986). El porcentaje de fagocitosis de los trombocitos durante la aflatoxicosis se
reduce, pero no significativamente (Chang, 1979; Morilla, 1986). También se altera

la actividad del sistema reticuloendotelial (Stuart et al., 1987).



Con respecto ala inmunidad celular especifica se han visto cambio como: una
menor produccién de linfocitos B y T por el dafio en médula 6sea, bolsa de Fabricio y
timo (Mohiudddin, 1986). Supresién de la respuesta de hipersensibilidad cutanea
retardada y disminucién en la respuesta de la prueba injerto contra hospedador
(Morilla 1986; Pier 1973).

Aunque los efectos en los mecanismos de inmunidad celular no se han
explicado, se creen que se presentan a partir de 1) las diferencias en la poblacion de
linfocitos en la sangre periférica; 2) de la funcién de los linfocitos; 3) de la

produccién de linfocina; o, 4) de la funcién de los macréfagos (Pier 1985).

En relacion a los cambios en la inmunidad humoral inespecifica se ha
encontrado que hay una baja en la actividad del complemento y una reduccién
significativa de sus titulos (Campbell 1988; Hamilton 1990; Morilla 1986; Stuart et
al.,, 1987). Otro cambio es una menor produccién de interferén (Hamilton 1990;

Hofstad 1984; Morilla 1986; Pier 1973; Pier 1985).

Valladares (1996) estudiaron el efecto que tienen las aflatoxinas en el
complemento, y mencionan que las aflatoxinas son perjudiciales para el desarrollo
de la inmunidad (complemento) solo cuando éstas estan presentes durante la
inmunizacién. También postulan que el complemento interviene en la patogénesis
de la enfermedad infecciosa viral de la bolsa de Fabricio, ya que la actividad del
complemento disminuye después de una infeccién experimental. Durante un
experimento observaron que hay disminucién de la actividad del complemento de
pollos machos alimentados con aflatoxinas (2.5 mg) durante seis semanas, y
concluyeron que ya que el complemento es el mayor componente del sistema
inmune se refuerza la evidencia de que las aflatoxinas pueden ser

inmunosupresivas para los pollos,

En la inmunidad humoral especifica hay una baja en los titulos de anticuerpos
y se retarda el tiempo de formacién de los mismos (Campbell 1988; Hamilton 1990;
Mohiuddin 1986; Morilla 1986; Pier 1973; Pier 1985); disminuyen las
concentraciones de IgG e IgA (Campbell 1988).
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La reduccién en la sintesis de IgA puede aumentar la susceptibilidad de los
pollos a padecer infecciones locales. Ademas baja la respuesta de las hemaglutininas

(Hofstad 1984; Rosiles 1987; Thaxton 1974).

Toda esta serie de cambios inmunolégicos se ven reflejados en un
aumento en la susceptibilidad de los pollos hacia cualquier agente infeccioso
(Cavalheiro 1983; (Hamilton, 1990). Pero sobretodo a padecer infecciones como
pasterelosis, salmonelosis, coccidiosis, enfermedad de Marek, célera, infeccién por
Candida albicans e infeccién de la bolsa de Fabricio . Cabe senalar que no se ha
demostrado reduccion en la resistencia contra la enfermedad de Newcastle o

infecciones por Aspergillus fummigatus (Morilla, 1986).

Al parecer el dafno inmunoldgico que sufren los polles por la aflatoxicosis es
solo temporal, ya que este solo ocurre durante el periodo en que estos estan

consumiendo aflatoxinas (Pier, 1981).

3.1.8 SIGNOLOGIA

Los signos de la aflatoxicosis aviar son muy variables, dependiendo de los
niveles téxicos en el alimento y del tiempo de ingestion .En los casos de aflatoxicosis
hiperagudas con dosis masivas, se puede observar muerte subita (por falla hepatica)

sin signos clinicos evidentes (Morilla 1996),

Los signos de la aflatoxicosis aguda, cuando se observan, incluyen anorexia,
epistaxis, melena y ocasionalmente se presentan signos nerviosos como ataxia y
opistétonos, muriendo los animales con las patas rigidas y extendidas hacia atras,
entre 10y 14 dias después de la ingestidén de la toxina (Rosiles, 1987)

En el caso de la intoxicacion crénica los signos que se pueden presentar son
pérdida gradual del apetito, deficiente ganancia de peso, baja en el ritmo de

crecimiento y aumento en el rango de conversion alimenticia (de 2.0 - 2.1 a 2.3 -



2.4). Esta conversién alimenticia es uno de los signos mas relevantes porque es
comun en todas las especies y tiene gran impacto econémico, éste parametro
representa la suma de muchas influencias, pero en sentido préctico representa una
falla en la utilizacién de nutrientes. También se ha observado un aumento en la tasa

de mortalidad (Chen et al. 1985; Ubosi et al. 1985; Richardson et al.1986).

La observacion individual de los animales revela que el buche no se llena
completamente y se escuchan sonidos suigeneris algunos animales presentan las
alas caidas, las plumas revueltas y rotas con tendencia a la automutilacion.

Se puede llegar a observar decoloracién purpurea de patas y piernas, coprofagia y

esteatorrea, con particulas de alimento sin digerir en heces (Chen et al., 1985).

3.1.9 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la aflatoxicosis es dificil, ya que los signos y lesiones son
pocos especificos. Aunque al igual que para cualquier otra enfermedad el
diagnéstico debe apoyarse en la historia clinica de la parvada, parametros

productivos, signos clinicos, hallazgos a la necropsia e histopatologia (Stuart et al.,
1987).

Una de las principales limitantes para el diagnostico de las aflatoxinas, es la
dificultad para su identificacion y cuantificacién en pruebas de rutina. El aislamiento
e identificacién del hongo por si solo es irrelevante, es requerida la identificacién y

cuantificacién de la toxina en el alimento (Hornedo, 1989).

Existe una diversidad de métodos para el andlisis cualitativo y cuantitativo
de las aflatoxinas. Las primeras determinaciones fueron realizadas en harina de
cacahuate, empledndose un método de fluorescencia, logrando caracterizar los

cuatro tipos comunes de aflatoxinas ( Pena y Duran, 1990).
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La determinacion de aflatoxinas en los alimentos se basa principalmente en
una extraccién empleando acetona o metanol, limpieza del extracto , en ocasiones
empleando columnas cromatograficas y la posterior cuantificaciéon ya sea por
cromatografia de capa fina ( TLC), cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC), métodos de inmunoafinidad con el uso de columnas de anticuerpos
monoclonales( Aflatest) o ELISA. Algunos de estos métodos presentan limitaciones
por la baja precisiéon en la deteccién o por una inadecuada separacion de las
aflatoxinas debido a la interferencia que pudiesen tener otros compuestos presentes

en la muestra (Gregory y Manley, 1981).

Para las pruebas bioldgicas se han usado diferentes indicadores como
bacterias Salmonella Typhimurium, TA100 AMES (Ensayo de mutagenicidad),
embriones de pollo, cultivo de tejidos y patos de un dia de edad (Valladares, 1986).
Richard et al. (1986) encontraron aflatoxinas M1 y B1 en higado, rinon, molleja y
heces de pavitos alimentados con dietas que contenian de 50 a 150 ppb de
aflatoxinas durante 11 6 13 semanas; sin embargo, Reddy et al. (1984) al analizar

tejido hepdtico y muscular (muslo) de pollos alimentados con aflatoxinas no

encontraron restos de estas.

3.1.10 PREVENCION Y CONTROL

No hay un tratamiento eficaz para combatir o eliminar a las aflatoxinas
mientras permanecen en el hospedador, por lo que el tratamiento a seguir es

retirara las aflatoxinas del alimento.

Las aflatoxinas son resistentes a la inactivacién térmica y no son destruidas
por la ebullicion ni por algin procedimiento que involucre aumentos en la
temperatura. En la elaboracién del pan solo hay una parcial destruccién de las
aflatoxinas a lo largo de las diferentes etapas del proceso (Jemmali y Lafont, 1972;
Riess, 1978). Durante los procesos de pasteurizacién, en la elaboracion de leche

evaporada se obtiene reducciones de entre 32 y 87% de la aflatoxina M1 y también



en la elaboracién de queso cotttage con leche contaminada, las aflatoxinas se

separan del queso y quedan en el suero tinicamente (Purchase et al., 1972).

Durante el proceso de la nixtamalizacidon del maiz para la elaboracién de las
tortillas se ha visto una aparente reduccion en los niveles de aflatoxinas, sin
embargo, una parte de ellas son reconstituidas durante la acidificacion de los
productos (Price y Jorgensen, 1985). Se sugiere que el hidréxido de calcio en agua,
que se emplea en este proceso reacciona con la aflatoxina perdiendo esta su
fluorescencia original y cambiando la capacidad de extraccion con solventes como el
metanol, lo cual enmascara la presencia de ellas por lo que no son detectadas por los

métodos usuales (Bailey et al.,, 1991).

Varios solventes son capaces de extraer las aflatoxinas de diferentes

productos, con un minimo efecto en el contenido de proteinas o en su calidad

nutritiva (Anderson, 1983).

Entre estos se encuentran: etanol 95%, acetona acuosa 90%, isopropanol 80%
y las combinaciones hexano-acetona-agua y hexano-etanol-agua (Rayner et al.,
1977; Goldblatt y Dollear, 1979); sin embargo, la tecnologia de extraccion resulta

muy costosa e impractica (Shanta, 1987).

También se emplean métodos par la separacién de maices contaminados
mediante densidad de separacién, lavado en seco, lavado en humedo vy
fragmentacién preferencial, logrdndose reducciones efectivas del contenido de
aflatoxinas (Brekke et al., 1975) y en el molido himedo las aflatoxinas se concentran

en el macerado y fibras, siendo mucho menor su contenido en el gluten y en el

germen.
Un método novedoso para la reduccion en la concentracion de aflatoxinas en

maiz, es el de flotacién y segregacién por densidad de los granos toxicos (Huff,

1980; Huff y Hagler, 1985). También se ha visto que materiales adsorbentes como
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el carbén activado, la arcilla y los minerales zeoliticos son eficientes en la separacién

de aflatoxinas en productos como la cerveza y la leche (Decker, 1980).

Existen diversos microorganismos como levaduras, mohos y bacterias que son
capaces de degradar a las aflatoxinas sin generar otros compuestos toxicos como
sucede como Flavobacterium aurantiacum vy otras bacterias. La fermentacion de

granos contaminados también permite la degradacion de las aflatoxinas, pero no asi

con el ensilado (Dam et al., 1977).

A la fecha, se han probado una gran diversidad de compuestos quimicos para
la degradacidn o inactivacion de las aflatoxinas obteniéndose resultados promisorios
con acidos y sus sales, bases, aldehidos, bisulfitos, agentes oxidantes y varios gases
(Mendez-Albores 2004).

Estos compuestos sin embargo; resultan inseguros por formar residuos téxicos o
alterar el contenido nutricional, sabor, olor, color, textura o propiedades funcionales

de los productos.

En tanto, el tratamiento de granos con amonio parece viable, esto implica el
tratamiento de alimento en estado molido utilizando hidréxido de amonio o
amoniaco bajo condiciones de alta presién y temperatura o a presion atmosférica y
temperatura ambiente en granos recién cosechados. Esto, implica la hidrdlisis del
anillo de lactona y la conversion del compuesto original en numerosos productos con
un decreciente grado de toxicidad (Phillips et al., 1994). Este proceso es usado para
detoxificar granos de maiz, pasta de cacahuate, semillas de algodén y subproductos

en Estados Unidos, Francia y Africa.

Una posible solucién econdmica podria ser el desarrollo de un aditivo no
téxico para la dieta, o, alguna modificacién a esta que pudiera hacer a las aves mas
resistentes a los efectos toxicos de las aflatoxinas, como por ejemplo una dieta alta
en lipidos y proteinas; una dieta que contenga aureomicina y una combinacién de

antibidticos y vitaminas, se han mostrado como alternativas en la reduccion de los
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efectos toxicos de las aflatoxinas. Sin embargo; se sabe muy poco acerca de la
prevencién de la adsorcién intestinal de las aflatoxinas y de acrecentar la mejoria

para su destoxificacion en el organismo (Phillips et al., 1994).

Algunas sustancias como los acidos organicos, la violeta de genciana y otros
productos quimicos controlan el crecimiento de los hongos y la subsecuente

formacion de aflatoxinas (Cavalheiro, 1983).

Por otro lado, el control de estos hongos con sustancias quimicas ha estado
limitado, sin embargo son ampliamente utilizadas algunas sales de acidos organicos
los cuales se encuentran muy difundidos en la naturaleza, con frecuencia en frutas:
por ejemplo, el dcido citrico de los frutos citricos, el acido benzoico en arandanos
agrios y las ciruelas verdes, el acido sdrbico en la fruta del fresno, Nuestros
antepasados descubrieron que los cambios deseables desarrollados sobre el aroma y
la textura de estos productos y la acidez provocada por la formacion de &cidos
organicos constituia un medio valioso para retrasar o evitar la alteracién proteolitica.
Al considerarse la posible utilizacion como conservadores de otros dcidos organicos,
cabe recordar que la actividad antimicrobiana de estos compuestos suele ser

superior a medida que se alarga la longitud de su cadena molecular (Cavalheiro,
1983).

La actividad antimicrobiana de un acido organico o sus ésteres se debe a las
moléculas no disociadas del compuesto. Algunos 4cidos orgénicos en su estado no
disociado son muy solubles en las membranas celulares. Unicamente los acidos
orgdnicos lipofilos muestran actividad antimicrobiana. Segin una hipdtesis, estos
compuestos inhiben el crecimiento de los microorganismos, o los matan, por
interferir con la permeabilidad de la membrana celular al producir un
desacoplamiento en el transporte de sustratos y en la fosforilacion oxidativa del

sistema transportador de electrones.

Este fendmeno da lugar a la acidificaciéon del contenido celular, que es

probablemente la principal causa de la inhibicion y muerte de los microorganismos,
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por lo cual se han utilizado en ocasiones en el control de hongos, durante el

almacenamiento del maiz hiimedo que se destina para la alimentacién animal (Sauer
et al., 1974).

El presente trabajo, trata de dar una alternativa mas, enfocdndose en

particular en el acido citrico, bajandose en los mecanismos de control mencionados

anteriormente.
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IV. HIPOTESIS

Si el éacido citrico actta como destoxificante, entonces bajard las
concentraciones de aflatoxinas en el alimento administrado a los animales en la fase

experimental.
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V. JUSTIFICACION

Ya que la presencia de micotoxinas (aflatoxinas) en granos y alimento
terminado es frecuente y que los métodos para su control y/o destoxificacién han
mostrado resultados variables (Mendez-Albores et al 2004), no asi al utilizar acidos
organicos como el acido propiénico que reduce la concentracién de aflatoxina hasta
un 90%, sin embargo tiene el inconveniente de alterar la calidad cualitativa de
granos y alimentos, no sucediendo asi al utilizar otras fuentes de dcido organicos,
como el acido citrico, lo que nos brindaria una opcién mas para el control de la

aflatoxicosis.

VI. OBJETIVO GENERAL

29



Evaluar la efectividad de destoxificante del &acido citrico en alimento

balanceado con Aflatoxinas.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la eficacia del acido citrico 1.0N, para disminuir la concentracién
de las aflatoxinas, en los alimentos utilizados para patos domésticos.

e Comprobar la concentracidn éptima de &cido citrico, al ser utilizado en
el proceso de destoxificacién, tomando como base 1.0N para evaluar el
funcionamiento del producto, administrado en el alimento.

e Evaluar las posibles lesiones hepéticas, por medio de pruebas de
laboratorio (GTO, GTP).

e Evaluar las alteraciones morfolégicas en higados de patos alimentados

con aflatoxina, &cido citrico y alimento destoxificado.

VIII. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién del presente experimento, se utilizé 40 patos de la raza
Pekin, con 1 dia de edad, no sexados, divididos al azar en 4 lotes de 10 patos cada
uno y colocados en jaulas. En una caseta experimental, ubicada en la unidad de
investigacion en granos y semillas (UNIGRAS) de la dependencia de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitldn Campo 3.
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La dieta que se les proporcioné fue alimento para pollo de engorda, de la
etapa de iniciacién con 19.0 % proteina, 2.5% grasa, 5.0% fibra, 12.0% humedad,
6.0% cenizas, 55.0% ELN; este se utilizé durante el tiempo que durd el experimento
(11 dias) y agua a libre acceso. Para descartar que el alimento estuviera
contaminado con aflatoxinas, se le realizdé la determinacién por medio del método
Aflatest (diagrama 1), el cual determina la concentracion de aflatoxinas en ppm de
alimento. Para la determinacién de aflatoxinas se utilizo el fluorometro de la marca
SOURCE Scientific Systems inc. (Garden Grove C.A 92641 USA. Serial No. 0460
Model. No. VICAM 4).

8.1.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 40 patos de la raza pekin, divididos al azar, para aplicar 4

tratamientos se utilizo un disefio totalmente al azar, realizando el siguiente manejo.

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucién de aflatoxinas y quimico para lo 4 lotes.

‘ Lote Aflatoxinas (120ug/Kg.) Acido citrico(45g)
‘ 1 ) (-)

2 (+) (=)

3 (-) (+)

4 (+) (+)




El alimento que se les proporciond fue en base materia humedad, utilizando

el procedimiento siguiente para agregar la cantidad indicada de Aflatoxinas y acido

citrico a la dieta.

Ellote 1 (T + A) recibié 500g de alimento sin aflatoxinas + 750ml de agua,

lote testigo.

El lote 2 (T + Q) recibié 500g de alimento sin aflatoxinas + (705ml de agua
+45g de 4cido citrico).

El lote 3 (AF + A) recibié 500g de alimento con aflatoxinas (0.120 mg/g) +
750 ml de agua.

El lote 4 (AF + Q) recibié 500g de alimento con aflatoxinas (0.120 mg/g) +
705ml de agua +45g de acido citrico.

DIAGRAMA 1
Determinacién de aflatoxina total mediante el método de inmunoafinidad en mini columna.
(AFLATES-VICAM)

AFLATEST

50g de muestra
5g de sal
100ml de metanol al 80%

licuar a alta velocidad
Aflatest 1 minuto
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Bio- code 2 minutos

Filtrar en papel Whatman No. 1
(papel filtro predoblado)

AFLATEST

10 ml de Fluido
40 m] de agua destilada

Filtrar en papel fibra de vidrio

Agregar 10 ml a la columna

AFLATEST

Lavar la columna con 20 ml de agua destilada hasta sequedad

AFLATEST

Recuperar las aflatoxinas en una celda, con 1 ml de metanol HPLC

Agregar 1 ml de revelador (solucién de Bromo 0.003%)
Mezclar por 15 segundos

Tomar lectura en el fluorometro (después de 1 minuto)

PARAMETROS PRODUCTIVOS.

Los animales fueron pesados por lotes, al inicio y al final del experimento esto

fue los dias 1 y 11. El consumo del alimento se midié por lote y la conversidn

alimenticia (alimento /ganancia de peso). La mortalidad que se presento también fue

registrada. El consumo promedio de alimento para los patos fue de 10g/Kg. aprox.

ESTUDIO MORFOLOGICO
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Para el estudio patoldgico, se sacrificaron a 3 animales de cada lote los dias 7
y 11, con el objetivo de observar cambios morfoldgicos, las aves que morian en el

transcurso del trabajo de investigacion se les realizé la necropsia vy la toma de

muestras.

Los drganos observados fueron: higado, rindn, bazo, bolsa de Fabricio,
corazoén, estos fueron disecados y pesados individualmente para obtener los pesos

absolutos vy relativos en comparacion al peso del animal.

Posteriormente se obtuvieron muestras representativas de cada dérgano vya
mencionados, se procedié a su fijacién con formalina al 10 % por 24 hrs., para ser
procesados por las técnicas convencionales de histopatologia coloredndose con

hematoxilina-eosina para su posterior observacién microscépica.

8.1.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un ANOVA completamente al azar para las variables de peso,
consumo de alimento, conversién alimenticia, enzimas hepaticas y las medias
fueron comparadas con la prueba de TUKEY. Los datos se analizaron utilizaron el
paquete Estadistico Statgraphics Plus 5.0 utilizando un nivel de significancia de

a=0.05 para distinguir diferencias entre tratamientos.

IX. RESULTADOS
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Cuadro 2. Pesos promedio de las aves en gramos.

‘ Tratamiento 'nicial Final j
| T+A 49.8g a 228.0ga

’TH_—Q 49.3g a 191.0ga

’_AF+A 48.8g a 129.0g b :
|AF+Q 149.0g a 1205gb

L

Literales difercntes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).

CAMBIO EN PESOS.

El peso inicial promedio fue de 49g. no encontréndose diferencias
significativas estadisticamente hablando para los 4 lotes (p>0.05) grafica 1. Sin
embargo para el peso final se observaron diferencias estadisticas entre los lotes
1(228g) v 2(191g) en relacién con los lotes 3(129g) vy 4(120.5g) siendo estos los

pesos inferiores, (grafica 2).

Cuadro 3. Pesos de diferentes érganos en gramos.

Bolsa de

Tratamiento Higado Corazén Rinon Bazo

Fabricio '
T+A 162ga 22ga 0315ga 3.24g a 0.464g a
T+Q 12.6g a 1.6gb 0.246g b 2.63ga 0.279g a
AF+A 8.0gb 1.6gb 0.173g b 3.24g a 0.651g a
AF+Q 6.8gb 1.3gh 0.169g b 2.06ga |0.366g a i

|

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
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HIGADOS

Los promedios de los pesos de higado, que se muestran en la grafica 2,
dieron los siguientes resultados en gramos: lote 7(16.20g) siendo el peso promedio
mas alto, observandose diferencias estadisticas con los lotes 3 (9.09g) y 4 (6.87g),

al contrario del lote 2(12.69g), con el que no hay diferencias estadisticas.

CORAZONES

Al observar los datos en la grafica 3, correspondientes a los pesos de
corazén, el mejor peso promedio lo obtuvo el lote 1(2.209g) mostrando diferencias

estadisticas significativas con el resto de los lotes.

BOLSA DE FABRICIO

En la grafica 4 se muestran los promedios de los pesos de la bolsa de Fabricio,
donde el lotes 2 (0.246g), el lote 3 (0.173g) y el lote 4(0.169g) no muestran
diferencias estadisticas entre ellos, pero al compararlos con el lote 1(0.315g)
quienes obtuvo el mejor, mostré diferencias significativa (p<0.05).

RINONES

Los datos que se obtuvieron de los pesos de rindn nos rﬁuestran, que los
promedios de cada lote indica que estadisticamente hablando no tienen diferencias
significativas, teniendo para el lote 1({3.245g), lote 2(2.634g), lote 3(3.240g) y el lote 4
(2.065g).



BAZOS

El pesos promedio del bazo para cada lotes se comportaron estadisticamente
sin diferencias entre ellos, ya que se encuentran tentendo como valores para el lote

1(0.4649), lote 2 (0.279g), lote 3 (0.651) y el lote 4 (0.3664g).

Cuadro 4. Concentracion enzimatica en UL.

[Tratamiento TGP TGO

T+A 44.2 ul a 37.9ul a
T+Q 150.8ul  a 34.2ul a
AF+A 247.7ul b 68.7 ul a
AF+Q 321.1ul b 445 ul a

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).

TGP/ALT (ALANINA AMINOTRANSFERASA)

Los patos que no consumieron aflatoxinas en el alimento mostraron una
concentracion enzimatica de 44.267 UL (lote 1), y el lote 2 obtuvo una
concentracién de 150.83UL, no mostrando diferencia estadistica entre ellos, sin
embargo, cuando los patos consumieron aflatoxinas sin quimico su concentracién
enzimatica fue 247.77 UL (lote 3) y (lote 4) una concentracién de 321.13UL, estos

tratamientos sélo mostraron diferencias estadistica al compararlo con el lote 1.

TGO/AST (ASPARTATO AMINOTRANSFERASA)

En la grafica 8 , las concentraciones enzimaticas que se observan para los 4
lotes, nos indican que aunque el lote 3 es el que tienen la mas alta concentracion
enzimatica, estadisticamente hablando no muestra diferencias significativas con

relacién a los demas lotes.
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9.1.1 EXAMEN MORFOLOGICO

MICROSCOPICO

e HIGADOS

El lote 1 se observo degeneracion albuminosa y vacuolar difusa leve (2/3) del
organo, degeneracién vacuolar difusa moderada (1/3).

El lote 2 Degeneracion vacuolar difusa leve-moderada (3/3).

El lote 3 Degeneracién albuminosa difusa moderada (3/4), hiperplasia de
conductos biliares moderada (1/4), hiperplasia de conductos biliares severa (1/4).

El lote 4 degeneracién albuminosa difusa severa (1/4), degeneracién vacuolar
multifocal moderada (3/4), Infiltracion de heterofilos periportal moderada (4/4),
hiperplasia de conductos biliares severa (3/4).

¢ BAZOS

El lote 1, sin cambios patoldgicos aparentes.

El lote 2 Sin cambios patoldgicos aparentes (SCPA) (2/3) Deplecién linfoide
leve (1/3).

El lote 3 Deplecion linfoide moderada (3/4)

El lote 4 Deplecién linfoide moderada (3/3) Multiples focos de apoptosis de
lev-mod. (2/3).
¢ CORAZONES

Los 4 lotes se observaron, sin cambios patologicos aparentes.

* RINONES
Lotes 1, 2,3 sin cambios patoldgicos aparentes.
El lote 4 sin cambios patoldgicos aparentes (2/3), Infiltracién de heterdfilos

multifocal mod. (1/3).



MACROSCOPICO

Se observé en los higados contaminados con aflatoxinas, un aumento en el
tamano del 16bulo derecho vy una coloraciéon amarillo-rojiza: y en los higados que
ademds contenian acido citrico, se observo hemorragias subcapsulares y pequenos

puntos blancos del tamano de la cabeza de un alfiler.

En los corazones contaminados se encontré hidropericardio, infiltrado con un

liquido color ambar (trasudado).

X. DISCUSION.

PESO INICIAL

ESTA TESIS NO SAL}
OE LA BIBLIOTECA
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Clarence (1987) reporta que el peso normal de patos de la raza Pekin 1 dia de
edad fluctia entre 45-60g, lo cual coincide con los pesos obtenidos durante la fase

experimental, en donde el peso promedio general fue de 49g.

PESO FINAL

Durante la fase experimental se observé que el efecto de las aflatoxinas
provoco una disminucién en los pesos de casi el 25%; Smith y Hamilton (1970)
mencionan que el consumo de 2.5 mg /g de aflatoxinas disminuye la ganancia de
peso y el consumo de alimento en pollos, recordando que en este experimento la
dosis utilizada fue mas alta y los resultados obtenidos en los lotes fueron similares a
los reportados por los autores antes citados, cabe destacar que aun con la

administracion de acido citrico esto no se tuvo variantes ,como se esperaba.

HIGADO

Campbell (1988) comenta que cuando el pollo consume alimento
contaminado con aflatoxinas, el higado se dana, llevando a la disminucién de la
sintesis proteinica, aunado a esto que las aflatoxinas incrementan la fragilidad de los
capilares, lo cual ocasiona la fuga de las proteinas del plasma hacia los tejidos y
degeneracién grasa. Lo anterior provoca la disminucién en el peso del higado
(menor densidad), lo que concuerda con este experimento, ya que el higado
contaminados con aflatoxinas, presenté un menor peso, incluso aquellos higados de

los patos que en su alimentacion se les administro el acido citrico Gnicamente.

CORAZON
Richard y Hamilton (1987) comentan que el bajo peso del corazén es
consecuencia de un sindrome de falta de absorcién provocada por una disminucién

en la actividad especifica de enzimas pancredticas (tripsina, amilasa y lipasa) en
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pollos, coincidiendo con lo observado en este experimento, donde los corazones
contaminados cen aflatexinas, sufrian una reduccién en su peso utilizando una dosis
de 120ppb en patos de 1 dia de edad, por otro lado el Jowaman et al.., (2004)
indican que a dosis de 50-100 ppb en patos de 4 semanas de edad, al aparecer la
toxina no produce cambios en el peso del corazén, aun que hay que comentar que

para este experimento existieron dos variantes la edad y la dosis.

BOLSA DE FABRICIO

Algunos autores como Gardiner (1965), reportan que durante la aflatoxicosis
hay una disminucion en el tamano de bolsa de Fabricio en pollos, lo observado en
este experimento solo fue una baja en el peso aun que esto implica también una
disminucién del tamano y por lo tanto una baja en la inmunidad, Thaxton et al.,
(1974) explican la habilidad inmunosupresiva que poseen las aflatoxinas , en virtud
de que inhiben la accién de la RNA polimerasa y subsecuentemente limitan la
sintesis proteica , esta deficiente sintesis, reducird en forma importante la cantidad
de anticuerpos e imnuglobulinas circulantes predisponiendo a los pollos a padecer

complicaciones secundarias por baja inmunidad.

RINON

Durante la fase experimental no se observaron cambios morfoldgicos,

macroscopicos y microscépicos.

BAZO

El pesc del bazo, en los lotes 3 y 4 contaminados con aflatoxinas, donde
existi6 un aumento de un 20 %, teniendo como un promedio normal en este

experimento de .464g; algunos autores como Jowaman et al., (2004) reportan que a
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dosis de 50 y 100 ppb de aflatoxinas, el bazo incrementa su peso después 2

semana de ser contaminado, lo que se confirmo en este experimento.

TGP

Después de haber realizado pruebas enzimaticas para verificar el efecto
toxico que ocasionaron las aflatoxinas al organismo de los patos, se comprobd que
las concentraciones enzimaticas de ALT/GTP y AST/GTO aumentaron casi en un
50%, en los animales contaminados con aflatoxinas, a si como los que solo tenian el
quimico, observandose concentraciones de 247.77 UL/L siendo los valores normales
reportaclos en patos de 10.1- 55.3 UL/L segun Williams and Trainer (1971)
citados por Smith y Stuart (1987) quienes mencionan que aun a bajas dosis de
allatoxinas se ha encontrado un aumento en las concentraciones de ALT/GTP vy

AST/GTO en pollos.

Las mortalidades fueron mayores en los lotes que consumieron aflatoxinas
observandose esto en los primeros dias del experimento. Hamilton y Smith (1970)
mencionan que a dosis de 2.5mg/g afecta la mortalidad en pollos, mientras que
Jowaman et al.,, (2004) mencionan que a dosis de 50-100ppb no tiene ningun
efecto en la tasa de mortalidad en patos. Sin embargo en éste trabajo aunque la

dosis fue ligeramente mayor (120ppb) si se observé mortalidad.

XI. CONCLUSIONES

* Lo observado el la fase experimental, con relacién a la administracién de
acido citrico en el alimento contaminado , dio como resultado la disminucion

en la concentracion de aflatoxina, esto evaluado con la técnica de aflatest.
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En las aves la administracion previa de acido citrico en el alimento
contaminado, no evito las lesiones morfofisiologicas hepdticas durante el
desarrollo de la aflatoxicosis, esto se fundamento con  caracteristicas
histopatologicas, ademas de la realizacién de pruebas de laboratorio en

enzimas ALT/GTP, AST/TGO.

Al ser administrado el acido citrico en el alimento, se observo la disminucién

de el consumo de el alimento, atribuido a la baja palatabilidad.

Existen reportes de que se han utilizado otros &cidos orgénicos como &cido
lactico, propidnico y ascoérbico, obteniendo resultados satisfactorios, pero
ninguno acerca del acido citrico, lo que da origen a la busqueda de nuevas

opciones para el control de la enfermedad en las explotaciones pecuarias.
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GRAFICA 1. PESO INICIAL Y FINAL

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T+A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico

(T+Q), Alimento c/aflatoxina con agua(AF + A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico
{(AF+Q).
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GRAFICA 2. PESOS DE LOS HIGADOS
Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T +A), Alimento s/aflatoxina con actdo citrico

(T+Q),Alimento c¢/aflatoxina con agua(AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico
(AF+Q).
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GRAFICA 3. PESOS DE LOS CORAZONES.

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T+ A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico (T+Q),
Alimento c/aflatoxina con agua(AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico (AF+Q).
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GRAFICA 4. PESOS DE LAS BOLSAS DE FABRICIO

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua {T+A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico
(T+Q),Alimento c/aflatoxina con agua(AF + A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico
(AT+Q).
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GRAFICA 2. PESOS DE LOS HIGADOS

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T +A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico (T+Q),
Alimento c/aflatoxina con agua(AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico (AF+ Q).
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GRAFICA 5. PESOS DE LOS RINONES

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05}.
Alimento s/aflatoxina con agua (T+A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico (T+Q).
alimento c/aflatoxina con agua (F+A), Alimento c¢/aflatoxina con acido citrico (AF+Q).
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GRAFICA 6. PESOS DE LOS BAZOS

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T+ A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico (T+Q),
Alimento c/aflatoxina con agua (AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico (AF+Q).

ALANINA AMINOTRANSFERASA(UL/L)
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GRAFICA 7. CONCENTRACIONES ENZIMATICAS (TGP) EN UL.

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T+A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico T+Q),
Alimento c/aflatoxina con agua (AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico (AF+Q).
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (UL/L)
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GRAFICA 8. CONCENTRACIONES ENZIMATICAS (TGO) EN UL.

Literales diferentes en cada columna indica diferencia estadisticas significativa (p<0.05).
Alimento s/aflatoxina con agua (T+A), Alimento s/aflatoxina con acido citrico T+Q),
Alimento c/aflatoxina con agua (AF+A), Alimento c/aflatoxina con acido citrico (AF+Q).
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