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RESUMEN.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos, de 1 os cuales la Aflatoxina
B1 (AFB1) es la mas importante debido a sus efectos to xicos y carcinogénicos. La aflatoxina
afecta negativamente el crec imiento, la conversion alimenticia 'y el consumo de a limento de los
pollos (Gallus domesticus) principalmente en los animales jovenes. El 6rgano mas afectado es el
higado, seguido por el rifidon, 6rganos linfoides como son el bazo y la bolsa de Fabricio y por
ultimo 6r ganos re productores. El presente tr abajo se e nfoco al es tudio de la toxicidad de la s
aflatoxinas en pollos de engorda estirpe Ross de ambos sexos con dosis de AFB1, a 1 mg/kg en
el alimento. Las variables estudiadas fueron el p eso corporal de los animales, consumo diario de
alimento, el porcentaje de hematocrito, la c oncentracidon en suero de proteinas totales, albumina,
la concentracion enzimatica de AST (TGO) y ALT (TGP) que se elevan cuando existe un dafio
hepatico, la concentracion en suero de bilirrubina directa, indirecta y totales, asi como los pesos
relativos de los o6rganos higado, rifién, bazo y bolsa de Fabricio.

En éste trabajo se observaron cambios estadisticamente significativos (p<0.05) en el peso corporal
de los animales y el consumo diario de alimento en el grupo experimental con dosis de aflatoxina
de 1 mg/kg d e al imento; la conc entracidon s érica d e proteinas totales y albtimina, asi como el
porcentaje de hematocrito se vieron disminuidos al dia 21y u na vezretirada la aflatoxina se
normalizaron; los niveles en suero de AST, Bilirrubinas Totales y Bilirrubinas Directas se vieron
aumentadas al dia 21 y normalizadas al dia2 8. Sin embargo los n iveles séricos de ALT y
Bilirrubina Indirecta no se vieron afectados. El peso relativo del bazo se vio disminuido al dia 21
y normal al dia 28; los demas pesos relativos no tuvieron diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).



INTRODUCCION.

Las actividades pecuarias mantienen una gran importancia en el contexto socioeconémico del pais,
al igual que el resto del sector primario, han servido de base al desarrollo de la industria nacional,
ya que proporcionan alimentos y materias primas, divisas, empleo, d istribuyen ingresos en el
sector rural y utilizan recursos naturales que no tienen cualidades adecuadas para la agricultura u
otra actividad productiva. La ganaderia, y en especifico la produccion de carne, es la actividad
productiva mas diseminada en el medio rural, pues se realiza sin excepcion en todas las regiones
ecoldgicas del pais y alin en condiciones adversas de clima que no permiten la p ractica de otras

actividades productivas. (52)

La produccion de carne da una gama muy extensa de sistemas de pr oduccioén dentro de los que
destacan, las granjas de produccion altamente te cnificadas hasta las pequefias producciones de

auto abastecimiento (traspatio). (52)

La produccion de carnes en México se sustenta en diferentes ramas de la ganaderia, dentro de las
cuales sobresalen la bovina, la porcina y la avicola ( 45.9%), que en conjunto aportan el 98 % de
la produccion d oméstica d e pr oductos carnicos, e 1 resto de la s actividades d estinadas a la
produccién de c arne, como son la produccidon ovina, caprina, la de c onejos y la de pavos, entre
otros, m antienen una posicion re stringida e in fluenciada p or los hébitos de c onsumo del a
poblacidn, asi también por regiones establecidas de consumo en el territorio nacional y aunada a

los precios fluctuantes de éstas. (52)

La evolucién favorable de la economia mexicana aunada al acelerado desarrollo demografico, ha
demandado un aumento enl a ca ntidad de productos alim enticios, dentro de lo s cu ales, la
produccion de carne favo rece un crecimiento en |l a ganaderia mexicana, siendo la avicultura una

de las de mayor importancia. (76)

En el afio 2000, la produccion de carne de pollo, fue de 1,825,249 toneladas, 5.1% superior al afio
anterior. El Consumo Nacional Aparente (CNA) de carne de pollo en 2001 se situd en 1,928,022
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toneladas, en términos generales 5.3% superior a la del afio precedente. El consumo ““per capita”
anual estimado fue de 20kg. (75)

La produccion preliminar de carne de pollo en 2002 ascendié a 2,011,500 toneladas, marcando un
crecimiento de 4.3% con respecto al afio previo, con lo que se asegur6 un abasto creciente, tanto

para el mercado de carne fresca, como para la industria alimenticia.(75)

El volumen de l1a produccion de carne de pollo en el 2003 se ubicod en el orden de las 2,160,400

toneladas, ocupando el 45% de la produccion nacional de carne en México.(76)

El Consumo Nacional Aparente (CNA) de carne de pollo continu6 su crecimiento, para situarse en
2,490,700 toneladas en el 2004, 8.1% mas que en 2002, con el cual se asegurd una disponibilidad
“per capita” de 23.9 kilogramos al afio.(76)

A medida que aumenta el numero de aves domésticas, el veterinario participa con mas frecuencia
en el cuidado de su salud y con el objeto de llegar a un diagnostico mas exacto y establecer un
régimen de tratamiento razonable, el médico hace us o del la boratorio de di agndstico. L a
problematica con que se enfrenta el ve terinario de dicado a a ves, es que hay pocos e studios
comprobados que establezcan la relacion reciproca entre la fisiopatologia de las aves enfermas con
las re spuestas bioquimicas y hematologicas correspondientes a alte raciones de ciertos 6rganos o
tejidos afectados en las aves. Por lo que es de suma importancia conocer y establecer parametros

bioquimicos de laboratorio que nos permitan tener un marco de referencia en esta especie. (75)

La avicultura ha representado una de las principales actividades del sector agropecuario del pais,
por la cont ribucion que realiza a la oferta de productos, asi como su participacion en la balanza
comercial, donde los patrones culturales de consumo ha hecho que la carne de pollo sea un o de

los principales ejes ordenadores de la demanda y de los precios de las demas carnes. (75)

Aligual queen otras ramas de lapr oduccion ganadera, e 1 a umento de los volumenesd e
produccién avicola lleva al crecimiento de consumo de alimentos balanceados y por lo tanto, de
granos forrajeros, pastas y/o granos ole aginosas, los q ue c onforman p arte fundamental de las
dietas aplicadas para o btener 1 os mayores niveles de productividad, aprovechando para ello el

potencial productivo que la mejora genética confiere a las aves de engorda. (52)
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Se estima que durante 1999 1a engo rda de po llo, asi como el mantenimiento del p ie d e cria
requirid de 3.5 millones de toneladas de granos forrajeros lo que implicé un crecimiento del 5.8%
en esta demanda. Al comparar esta expansion con respecto a la del volumen de la produccion, se
determina que es menor, lo cual es el resultado directo de un incremento en la productividad de las
aves, el cual se traduce en una menor cantidad de granos y en términos generales de alimento

balanceado, para obtener un kilogramo de carne. (52)

La produccion de carne de pollo contintia ubicandose como la rama de la ganaderia con mayor
consumo de granos forrajeros y oleaginosos, absorbiendo mas del 25.0% del consumo pecuario de

granos como maiz y sorgo. (76)

Los g ranos en el alimento como se me nciond an teriormente son imprescindibles p ara la
elaboracion d e con centrados p roteicos ba lanceados debido a q ue son pro ductos pereced eros es
importante tener en cuenta las condiciones que mantienen estos durante su cosecha, transporte y
almacenamiento ya que deben conservar caracteristicas organolépticas y nutritivas para asi tener

un mejor rendimiento de los alimentos. (14, 84)

Caracteristicas generales que deben conservar los granos:

Bajo las m ismas con diciones de almacenamiento, los g ranos pueden tener c alidades dif erentes
dependiendo del tipo de grano que se coseche.

La calidad inicial de los granos depende de los siguientes factores:

e Condiciones climaticas durante el periodo de maduracion de la semilla
e Grado de maduracion en el momento de la cosecha

e Daios mecanicos

e Impurezas

e Humedad

e Temperatura

e Insectos

e Roedores



e “Microorganismos” (16)

Dentro d e lo s m icroorganismos, los hon gos son lo s p rincipales, p resentes en los granos
almacenados y c¢ onstituyen lam &sim portante causa de pér didas y de terioro durantee |
almacenamiento. De manera que los hongos presentes en los granos y semillas han sido divididos
en do s grup os, “hongosd e campo ”y “hon gos de almacén”, existiendoun tercer g rupo

denominado “hongos de deterioro avanzado”. (13)

Hongos de campo.

Asi son llamadas las especies que contaminan los granos antes de la cosecha, durante su desarrollo
en la planta. Estos hongos necesitan para su desarrollo un alto contenido de humedad; las esporas
de estos hongos pueden sobrevivir durante mucho tiempo en los granos humedos; sin embargo, no
germinan cuando el contenido de humedad esta en equilibrio con humedades relativas inferiores al

75 por ciento. (22)

Hongos de almacén.

Estos h ongos se d esarrollan después d e la co secha, los hongos qu e p roliferan con mayor
frecuencia en os g ranos alm acenados s on algunas e species de los g éneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium y Alternaria.

Las principales pérdidas ocasionadas por hongos en granos y cereales se deben a: la disminucion
del poder germinativo, a lo s cambios bioquimicos, a la pérdida de materia secaen lossilos y
bodegas.

Los daios causados por los hongos del almacenamiento son mayores que los producidos por los

hongos de campo. Ademas que pueden contaminar con metabolitos secundarios. (22)

Es importante resaltar que en la mayoria de los ataques masivos hacia los granos, prevalecen en
gran porcentaje los hongos; es por ello que se trata de abarcar mas acerca de los mismos, ademas

que son de los microorganismos mas difundidos mundialmente. (16) (TABLA 1.1)



(TABLA 1.1) CLASIFICACION DE LOS HONGOS EN BASE A SU CRECIMIENTO (16)

Tipo de Hongo Humedad Temperatura 02/CO0O2 Sustrato
Relativa de
Proliferacion
Campo >95% Baja Aerobia Fitopatogeno Fusarium
plantas vivas Alternaria

Cephalosporium
Cladosporium
Helminthosporium

Almacén <95% 20-25°C  Anaerobia Material Aspergillus
facultativa  fisiolégicamente Penicillium
inactivo

Fuente: Carrillo L. 2002. “Orientacion Bioldgica”. UNAS.

Una invasion fingica d escontrolada y desarrollada en las materias primas y piensos, provoca:
modificacion de las ¢ aracteristicas or ganolépticas del a limento, deterioro y reduccion de 1 as
caracteristicas nutritivas del alim ento, asi ¢ omo se gregacion m asiva d e € nzimas qu e prov oca

reacciones de lisis fuertemente exotérmicas y la presencia de micotoxinas.

La FAO determina que el 25% de los granos del mundo estan contaminados por hongos, por esto
es muy importante prevenir las consecuencias que estos hongos y sus micotoxinas producen en los
animales domésticos, ya que provocan grandes pérdidas econdmicas e incluso riesgos a la salud de

los consumidores de dichos animales contaminados. (33)

Se ha estimado que existen aproximadamente 400 especies de hongos con capacidad toxigénica,

los cuales producen una o mas micotoxinas. (6)

En Canada y Estados Unidos de Norteamérica las micotoxinas mas frecuentes son las ocratoxina,

vomitoxina y z earalenona, m ientras q ue la s a flatoxinas lo s on parael Centro y S udamérica



(México, Gu atemala, Beli ce, Honduras, Ni caragua, Costa Rica, Ch ile, Venezuela, Arg entina,

Colombia y Brasil). (62)

Las micotoxinas mas estudiadas son | as aflato xinas, que constituyen un grupo de metabolitos
heterociclicos sintetizados predominantemente por los hongos como Aspergillus flavus tipo Link
(FIGURA 1.1) y Aspergillus parasticus tipo S peare (42), a si c omo Penicillium puberulum.
Ademas d e estas e species, Ellis et al 1991, descubrieron u nan ueva especie aflatox igénica

denominada Aspergillus nomius. (46)
CLASIFICACION TAXONOMICA DE Aspergillus (57)

e Reino: Fungi

e Filo: Ascomicota

e Orden: Eutoriales

e Familia: Trichocomaceae
e Genero: Aspergillus

e Especie: flavus

Se conocen unas 900 especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18 grupos.

Los mohos del gé nero Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios. L os
productos metabolicos de la invasion fingica suelen ser muy toxicos, tanto para el hombre como
para o tros animales. También producen la in hibicion de la ge rminacién junto c on c ambios de

color, calentamiento, apelmazado y finalmente podredumbre de las semillas. (57)

Caracteristicas morfologicas generales del género Aspergillus.

El color del crecimiento micelial es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion
de los grupos de Aspergillus. Po seen distintos t onos d e verde, pardo, amarillo, blan co, grisy
negro. Las cabezas c onidiales presentan, bajo el microscopio, c uatro formas bési cas: globosa,
radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas grandes suelen parecer diminutas alfileres
sobre el substrato. En los Aspergillus, los c onidios c onstituyen ca denas que se originanenla

célula conididgena o fi alide. En a lgunos Aspergillus hay c élulas ady acentes al as fidlides
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denominadas métulas o células d e so porte. L os Aspergillus poseen una o dos se ries de ¢ élulas

sobre la vesicula, o bien presentan simultaineamente cabezas de ambos tipos. (57)

AFLATOXINAS.

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios, producidos por Aspergillus flavus Link
(FIGURA 1.1) y Aspergillus parasiticus Speare. (26)

Fig. 1.1. Estructura esquematica y microscopica de Aspergillus flavus

Las pr incipales a flatoxinas son c uatro: AFB;, A FB,, AFG | y AF G,. Generalmente AF B; es
encontrada en mayores con centraciones que las otrasy es la mas p otente, siendo carcindgena,
teratdgena y mutagénica, y el organo que mas afecta es el higado, por lo que es considerada una
hepatoxina (57). Aspergillus flavus produce ademas acido aspergilico, acido kojico, aspertoxina,

esterigmatocistina, fisicona y flavotoxinas entre otros compuestos. (26)

Las condiciones necesarias para que dichos hongos produzcan las aflatoxinas son temperatura (30
—35 °C), alta humedad (65 — 80% de humedad relativa) (40, 62); por lo que es importante cuidar



las condiciones de almacenamiento en las cuales se tiene al grano destinado a la a limentacion de

los animales. (45)

En cuanto a su importancia, se sabe que practicamente todos lo seres vivos son susceptibles a las
aflatoxinas. A. flavus estd adaptado a emplear un amplio espectro de fuentes organicas, ademas de
ser saprofito, es un organismo patdgeno oportunista en plantas, insectos y vertebrados incluyendo
al hombre y animales domésticos; sus efectos pueden ser agud os o croni cos d ependiendo d el

organismo afectado, la dosis y frecuencia de exposicion. (8)

Ademas, se ha descubierto que parala produccion de af latoxinas por parte de 10s hongos, se
necesita que € stos se encuentren b ajo un e strés oxidativo en la fase temprana de crecimiento
(trofofase). Esto se da debido a que los hongos interrumpen la reduccion de los cuerpos cetonicos
en la biosintesis de los acidos grasos del alimento, produciendo radicales libres y peroxidacion de

lipidos, y provocando la produccion de las aflatoxinas. (42)

Las prim eras de scripciones de aflatoxinas, se rem ontan a 19 52, cuando Se ibold y Bailey

descubrian una hepatitis que llamaron hepatitis toxica enzootica en las aves.

Y fue hasta 1962 cuando en la Gran Bretafia se detectd un brote de una enfermedad explosiva que
arras6 con 100.000 pavos, de los cuales solo en 500 se diagnostico enfermedad con el hallazgo de
lesiones hepaticas. La etiologia era desconocida en ese momento, por lo que a la enfermedad se le
llam6 “Enfermedad X de los p avos” (Turkey X disease). Primero se detectaron casos en pavos,
pero después se e ncontraron ¢ asos es poradicos en patosy f aisanes. Después de ana lizar e |
alimento consumido por las aves (cacahuate brasilefio), d escubrieron m etabolitos fluorescentes

que nombraron aflatoxinas, debido a su productor, el Aspergillus flavus. (44)

Al mismo tiempo, en Estados Unidos, se desatd una epidemia de hepatomas en truchas arcoiris,
que posteriormente se relacion6 con la contaminacion por aflatoxinas de una mezcla de se millas
de algodén, uno de los componentes de la dieta de dichos peces, descubriéndose asi la primera
evidencia del efecto car cinogénico del as aflato xinas. E n 1973, se encon traron residuos de
aflatoxinas en los huevos y en las canales de pollos, lo que hace constar que los granos no solo

afectan a los animales que los consumen, sino que éstos acumulan las aflatoxinas en su organismo,
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afectando s ecundariamente al h umano. En cua nto a s alud publica, | a ep idemia mas g rande
registrada s e desarrollo enl aIndia en 1974, en lacual 108 delos 3 07 p acientes que habian

consumido maiz contaminado con aflatoxinas, murieron, en la llamada “Cirrosis de la nifiez de la

India” (40)

En 1988, gracias al esfuerzo para remover las aflatoxinas en los alimentos ya contaminados, se
inicia el uso de aluminosilicatos como secuestrantes de las toxinas, protegiendo a las aves de los

efectos toxicos generados por las aflatoxinas. (6)

Desde entonces numerosas investigaciones se han hecho acerca del efecto de las aflatoxinas en la
salud de los animales domésticos, en los cuales se ha detectado baja ganancia de peso, desarrollo
lento, problemas en la r eproduccion, diarrea, desordenes re spiratorios, hemorragias, disminucion
en la produccion de carne y huevos; asi como la alteracion del sistem a inm unolégico, con el
consecuente i ncremento e n el des arrollo d e i nfecciones po r b acterias, virus,y otros ag entes

causantes de enfermedades, lo cual incluso ocasiona la muerte de los animales. (9, 31, 48, 82)

Quimicamente las aflatoxinas son difuranocumarinas (11), estos compuestos estan formados por
anillos heterociclicos, los furanos relacionados a la toxicidad y un anillo de lactona responsable de
la fl uorescenciay el cual también hac e po sible que estos metabolitos sean su sceptibles a la

hidrolisis alcalina. (53) (FIGURA 1.2)

Fig. 1.2. Estructura Quimica de Aflatoxina B1 y M1.
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Hasta el momento, se han aislado 18 diferentes tipos de aflatoxinas, de las cuales las mas

importantes son: AFB;, AFB,, AFG; y AFG;

Las letras B y G se refieren a los colores azul (blue) y verde (green) 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 (4); y los numeros se refieren a los
patrones de separacion de estos compuestos al utilizar el método de cromatografia de capa fina.

(12) (FIGURA 1.3)

Aflatoxin G1 Aflatoxin G2

Fig. 1.3 Estructura Quimica de AFB;, AFB,, AFG, y AFG,

Dentro del grupo de las aflatoxinas, la mas importante es la aflatoxina B1 (C17 H12 O6), por ser
lamas toxicay tener efectos carcinogénicos (30, 45,55,77);esel carcindgeno m as pote nte
conocido en la naturaleza. (35)

En las aves, e n orden decreciente, la s esp ecies ma s su sceptibles son : pa tos, pavos, gansos,
faisanes, pollos (30); los animales jovenes son mas susceptibles que los animales adultos. (30, 44,

45, 46)

Desde e 1 p unto de vista bi oquimico, la s af latoxinas so n ¢ onsideradas como inhibidores
biosintéticos y en el caso de la AFB, se ha encontrado que su actividad bioldgica tiene varias

fases: 1) Interaccion con el ADN e inhibicion de las polimerasas responsables de la sintesis tanto
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b)

de ADN como ARN; 2) Supresion de la sintesis del ADN; 3) Reduccion de la sintesis del ARN e
inhibicion del ARN mensajero; 4) Alteraciones en la morfologia del nucleolo y 5) Reduccion de la

sintesis de proteinas. (19)

La to xicidad de las a flatoxinas e std ampliamente i nvestigada, esto obedece d irectamente ala
repercusion en la salud humana, asi como alas pérdidas materiales y econdmicas qu e p uede

ocasionar una intoxicacion aguda. (70)

La toxicocinética de la aflatoxina se divide en cinco pasos, los cuales son:

(FIGURA 1.4)

Absorcion: el s itio principal de a bsorcion es el tracto gastrointestinal, si n em bargo, tam bién
pueden absorberse a través de los pulmones y la piel. Gracias a que las aflatoxinas son compuestos

altamente liposolubles, son altamente absorbibles hacia el torrente sanguineo. (30)

Distribucion: las aflatoxinas tienden a infiltrarse en los tejidos blandos y depdsitos grasos de los
animales en general, lo que explica la predisposicion por sexo siendo mas afectadas las hembras
que los machos. Sin e mbargo, 1a mayor a cumulacién de las aflatoxinas se daen los 6rganos
involucrados en la biotransformacion de las mismas, como son el rifion y el higado. En una prueba
realizada por Tru cksess 1 983,10 sa nalisisd et ejidosr ealizados d espués de 7 di as de
administracion de aflatoxinas, revelaron que el higado tenia dos veces mas concentracién que el
rindén, mientras que es te tuvo siete vece s m as ¢ oncentracion q ue e I m usculo ylas angre,
comprobando asi que los 6rganos blanco con mayor concentracion de aflatoxina y por tanto, los

mas afectados son el higado y el rifion. (30)

Biotransformacion: la transformacion de las aflatoxinas dentro del organismo se divide en dos

fases. (30)

1. Fase I: la aflatoxina B1 es biotransformada por las enzimas citocromo P-450 en muchos
metabolitos hidrosolubles incluyendo aflatoxinas M1, Q1, P1 y Aflatoxicol.
Los hepatocitos son las cé¢ lulas mas afectadas por 1a accion toxica de la Aflatoxina Bl

(AFB1), lo que se relaciona con la gran cantidad que tienen estas células de citocromo

~ 14 ~



P-450 dentro de ellas, comparandolas con las células de otros 6rganos. (81) Las aves
pueden metabolizar la mayoria de las aflatoxinas B1 cuando estas son administradas en
pequetias cantidades.
La hidroxilacion se encarga de producir un derivado menos toxico que el compuesto
original, la aflatoxina M1.
La dimetilacion se re aliza en el higado y produce u n derivado fe nolico lla mado
aflatoxina P1.
La epoxidacion es una via que se encarga de actuar sobre el doble enlace presente en el
anillo bifurano de la aflatoxina. El producto resultante es la aflatoxina 8,9 epdxido, muy
reactivoe n el D NA, siendoe lpr esunto responsable de la carcinogénesis y
mutagenicidad de la aflatoxina B1.
La reduccion se encarga de reducir el grupo carbonilo presente en las aflatoxinas B1 a
un g rupo hidroxilo con el fi nde f ormar a flatoxicol y dihidroaflatoxicol. Estos
compuestos pueden reoxidarse por medio de una enzima microsomal y formar de nuevo
la aflatoxina B1, por lo que son considerados como almacén de AFB1. (30)

2. Fase II: Se han reportado muchas reacciones de conjugacion de 1 os metabolitos de las

aflatoxinas, siendo las mas importantes las de sulfatos y acido glucuroénico. (30)

d) Eliminacion: Las aflatoxinas asi como sus metabolitos se excretan principalmente por la bilis y en

menor cantidad en el rifién. El 28% de las afla toxinas se eliminan por las excretas en 24 horas,
mientras el 71% fue recuperada de las excretas después de 7 dias. Después de 1.5 minutos de la
presencia de la aflatoxina en el plasma, ésta se hace presente en la bilis, siendo la concentracion
aproximada 7 ve ces mayor en la bilis que en el plasma, lo que indica que los metabolitos de la
aflatoxina B1 se excretan en gran concentracion por la bilis. La proporcion de excrecion via bilis,
orina y contenido intestinal es de 70:15:15 respectivamente. En animales en los que se suspende
por completo la ingestion de aflatoxinas, la vida media de la aflatoxina dentro del organismo es de

1.4 d. (30)

Residuos: La aflatoxina M1 se secreta en la leche de las vacas que reciben una dieta que contiene
AFBI1. Aunque no hay evidencia de excrecion de AFM1 en el huevo de gallina, algunos otros
metabolitos p ueden e xcretarse en el hu evo, asi como la AFBI, aunque en can tidades mucho

menores a las encontradas en el organismo de la gallina. (30)
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Fig. 1.4 Toxicocinética de AFB,

Aflatoxicosis en Pollos.

La enf ermedad pr oducida por af latoxinas e s llam ada af latoxicosis, d e lac ual ha y dos
presentaciones segun el curso, y éste depende del tiempo de exposicion y cantidad de aflatoxinas

que han tenido los animales:

Agudo:

Resulta de laingestion de altas c oncentraciones de a flatoxina e n poco t iempo. Los si gnos
incluyen de presion, anorexia, ictericiay he morragias. Los hallazgos mas importantes son,

ictericia, hemorragias, aumento en las enzimas séricas, necrosis hepatica severa, primordialmente

periportal en pavos, patos, pollos, ratas y gatos. (30, 44)
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b)

Ademas en la fase aguda de la enfermedad se asocia un incremento en la susceptibilidad para
adquirir en fermedades como co ccidiosis cecal, la enfermedad de Marek, salmonelosis, hepatitis

con cuerpos de inclusion y la enfermedad infecciosa de la bolsa de Fabricio (Gumboro). (77)

Se han reportado fallas en la vacunacion ligadas a la aflatoxicosis en pollos y respuestas dispares
en la vacunacion demostradas para la enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa, enfermedad

de Gumboro y célera aviar. (30)

La inmunosupresion se explica por la atro fia en la bolsa de Fabricio, donde se dan los primeros
cambios (30);enel timo yel bazo, existe una deplesion linfoide y una respuesta mitogénica
reducida de linfocitos T y B, disminuyendo la respuesta inmunomediada p or c ¢élulas en gran
medida y la inmunidad humoral en menor cantidad. (77) La aflatoxina se une a los poliribosomas
de los linfocitos T, provocando en ellos trastornos irreversibles e interfiriendo asi con la sintesis de
proteinas (44) y secundariamente, actuan disminuyendo la sintesis del DNA, generando cambios
y pérdidas en la actividad enzimatica, en el metabolismo y ciclos celulares, que pueden resultar en

necrosis y apoptosis, por lo que suprime la funcion inmune. (35)

También hay reduccion en la actividad del complemento (77) debido a la escasa produccion del
mismo por parte del higado (44); se menciona también un decremento en la capacidad fagocitaria
de los heterofilos y macrofagos. También se habla de un decremento en la produccion de citocinas
por las células del sistema inmune, que juegan un papel clave al inicio de la respuesta inflamatoria

cuando los organos han sido dafiados. (35)

Cronico:

Forma mas usual de la enfermedad, resultado de la exposi cion a dosis bajas de aflatoxinas en un
periodo de tiempo largo. Los efectos se dan de dias a meses y sus signos incluyen baja de peso,
baja de produccion, incluyendo la baja en ganancia de peso, asi como la produccion de leche y

huevos.

Los hallazgos mas importantes son: lesiones hepaticas debido a que los hepatocitos son las células

mas afectadas por la accion toxica de la Aflatoxina B1 (AFB1), lo que se relaciona con la gran
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cantidad que ti enen estas c¢¢ lulas d e citoc romo P-45 0 de ntro de e llas, com parandolas c on las
células de otros 6rganos y debido a que el organe lo especifico afectado por los metabolitos es el
nucleo del hepatocito, al ser expuesto un individuo con la toxina de manera croénica se le relaciona
con el carcinoma hepatocelular; (81) también existe proliferacion de ductos biliares en lobulos
hepaticos periféricos, cambios en hepatocitos qu e in cluyen deg eneracion g rasa, inflamacion 'y
necrosis. A m edida que el proceso avanza, el te jido ¢ onectivo p rolifera llegando a fi brosis
periportal, aco mpafiada d e re generacion nodu lar de hepatocitos y est eatosis h epatica. Se

encuentran hepatocitos con variacion marcada en el tamafio nuclear y he patocitos megalociticos
(30, 44), incluso llegando en el ultimo estadio a producir neoplasias normalmente en el higado,

pero el pancreas, vesicula, huesos y el tracto urinario pueden también presentarlas. (77)

La susceptibilidad que tienen los pollos ante la enfermedad depende de:

a) Edad: Los animales jovenes y viejos suelen ser mas vulnerables que los adultos. (30, 44,

46)

b) Sexo: Los machos suelen ser mas vulnerables que las hembras (30, 33, 44), mientras que
las hembras tienden a acumular por mas tiempo las aflatoxinas que los machos debido a la

liposolubilidad de las micotoxinas (77).

Los principales signos q ue p resentan los pollos en aflatoxicosis de penden de la cantidad d e

aflatoxina administrada y estos son:

e Lamayoria de los signos se manifiestan a dosis mayores de 1 mg de AFBl/kg de
alimento. (45)

e Adosismayoresde (0.5 mg de AFBl/kg de alimento e xiste una dis minucion en la
resistencia a enfermedades como salmonelosis, c occidiosis, e nfermedad de Gumboro y
candidiasis, se dan fallas en la pigmentacion normal de la piel y musculos debido al
decremento en el transporte y la deposicion de los carotenos. (45)

e Con dosisde 0.75 mgde AFBIl/kgde alimento, se o bserva anorexia, voc alizaciones
anormales, caida de la pluma, decoloracion de las patas, ataxiay miopatia esquelética.
(77)
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e A dosis de2.5mgde AFB1/kg de alimento se observa un crecimiento retardado, una
pobre conversion alimenticia, algunas veces, convulsiones y opistotonos que preceden a
la muerte. (44, 46, 62, 77)

e (Condosis de 10 mg de AFB 1/kg de alimento, los a nimales pueden lle gar a presentar
signos nerviosos entre los cuales se incluyen debilidad en las piernas y caida de las alas e

inclusive la muerte directa. (30)

Patogenia.

Se menciona que la via de entrada mas logica de las aflatoxinas al organismo animal es la via oral,
através del alimento contaminado. Las aflatoxinas se difunden por todos los tejidos corporales,
indicando rapida absorcion pero lenta eliminacion.

En pri mer lug ar, los organos reproductores, el h igado y lo srifion es tienen una el evada
concentracion de aflatoxinas, debido al papel de las vias hepatica y renal para la eliminacion de las
mismas.

La médula 6sea concentra mas aflatoxinas que el encéfalo, el tejido muscular y la grasa corporal,
en donde la concentracion es menor. (72)

Se Il ega a con centrar cie rta cantidad de afl atoxinas en los o6rganos del siste ma in munologico,
produciendo deplecion de los mismos y en algunos casos necrosis y/o atrofia. (58)

(FIGURA 1.5)
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Fig. 1.5 Principales 6rganos donde la concentracion de AFB1 es mayor.
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Ademas del higado, la ex posicion res piratoria del p olvo c ontaminado con AFB1 se asocia a
tumores del tracto respiratorio. Los neumocitos y las células epiteliales de la mucosa nasal activan
ala AFB1, formando el mismo tipo d e aductos que se forman en los hep atocitos, ya que dichas
células tienen una gran proporcion de citocromo p 450, y por lo tanto son mas susceptibles a la

accion de la AFBI. (30)

Las rutas biliar y fecal son las de mayor excrecion de las aflatoxinas puras o de sus derivados;
estas vias de eliminacion, representan el 65% del total excretado, el resto se elimina por orina.

(72)

Cambios Morfolégicos.

Macroscopicos.
Las lesi ones que se pr esentan en los pollos durante la af latoxicosis también s on var iables y

dependen de la dosis y del tiempo de exposicion.

El higado es el principal 6rgano afectado, y su peso relativo aumenta significativamente aun con
dosis bajas d e afl atoxina, el in cremento e n el p eso relat ivo es debido a una acu mulacién
progresiva de lipidos. (68)

Huff et al, 1986, (38) mencionan que la atrofia hepatica y no la hepatomegalia es el cambio inicial
en etapas tempranas de la into xicacion. Ademas de la hepatomegalia el higado puede presentar
palidez, coloracion amarillenta, friabilidad, congestion, areas hemorragicas, y zonas puntiformes
de color gris b lanquecino. (77) Puede encontrarse también e dema en la vesicula biliar, m enor
viscosidad del liquido biliar y ascitis tefiida con bilis en los casos mas severos. (46)

Los rifiones presentan aumento de tamafio, congestion, palidez y edema perirrenal. (68)

El ag randamiento d e lo s rifiones v a relacionado a un efecto ¢ ompensatorio fisiol6 gico por la
accion de las aflatoxinas. (68)

El corazon puede verse aumentado de tamafo, con congestion o con excesiva cantidad de liquido
pericardico. (23)

La Bolsa de Fabricio llega a presentar reduccion en su peso relativo y distintos grados de atrofia,
al igual que el timo y testiculos. (45, 77)

El bazo tiende a observarse aumentado de tamafio y congestionado. (45, 77)

~ 20 ~



Se ha observado una disminucion en la fuerza de los huesos, (37) en el aparato digestivo hay
inflamacion de pr oventriculo y molleja por un ef ecto irritante directo de la s toxinas, (36) el
pancreas puede estar aumentado de tamafio y ed ematosos y en el intestino se observa e nteritis
mucosa a nivel del duodeno. (69)

También pueden encontrarse petequias y e quimosis que hacen mas evidentes los traumatismos
externos en los animales afectados, ya qu e incr ementan la fra gilidad c apilar in terfiriendo con
muchos componentes d e 1 a co agulacion, no tablemente 1 a protrombina, afectando a si las vias

extrinseca e intrinseca de la coagulacion. (41, 45, 77)

Microscépicos.

Histologicamente se ha observado tum efaccion d e los he patocitos, v ariacion en el tamafio de
hepatocitos y de sus nticleos. En los casos cronicos se observa degeneracion vacuolar en el higado
correspondiente a ¢ ambio graso, n ecrosis focal aco mpafiadaa men udo p or h emorragias
multifocales, co ngestion e n los s inusoides he paticos y pr oliferacion irregular y progresiva de
ductos biliares y célculos biliares. A medida que va progresando, se encuentra cariomegalia,
numerosas figuras mitdticas, nucleolos evid entes, aumenta la proliferacion de ductos biliares en
los cuales se ac umulan I os pi gmentos biliares en gran m ediday fibrosis, ¢ on depdsi tos de
reticulina y colagena; estos cambios pueden acomp afiarse de hepatocitos re generados en for ma
nodular (hip erplasia reg enerativa nod ular) (4 4,46 ) e in flamacion por h eterdfilosy células
mononucleares en las zonas portales (30, 77). A medida que avanza el proceso, el higado se ve
mas pequeio de lo normal debido a la inhibicion mitotica y la necrosis hepatocelular que aumenta

progresivamente. (77)

Algunos autores (23), reportan en pollos alimentados a dosis de 2.5 mg de AFB1/kg de alimento
durante 4 s emanas los si guientes ¢ ambios patoldgicos en el higado: e n la primer se mana,
congestion de sin usoides, hemorragias focales, v acuolizacion grasa del cit oplasma de los
hepatocitos centrolobulillares e in filtracion nodular de células linfoides; en la se gunda, tercera y
cuarta sem anas, cambios progresivos consistentes € n tu mefacciony vacuolizaciond e lo s
hepatocitos centrolobulillares, necrosis de algunos hepatocitos y ocasionalmente proliferacion de
ductos biliares, infiltracion linfoide nodular y congestion; en uno de los animales sacri ficados

durante la tercera semana se observd que la hiperplasia biliar estuvo acompanada por infiltracion

de fibroblastos. (23)
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Enel rifion se encuentran zonas m ultifocales de c ongestion, e dema periren al, degeneracion
albuminosa, hidropica y necrosis en el epitelio de los tibulos renales (30), lesiones glomerulares
membranosas, dilatacion de las células de los tibulos contorneados proximales y distales, ademas
que pueden contener pigmentos biliares, hialinos y lipidos, necrosis del epitelio de los tibulos
contorneados proximales y d istales, con algunos nucleo s g randes ( megalocitosis) con formas

aberrantes o nucleolos muy aparentes y fibrosis intersticial. (46, 77)

En algu nos trab ajos se repo rta que en po llos alimentados a dosis de 2.5 mg de AFBIl/kg de
alimento durante 4 semanas, se observa una vacuolizacion del epitelio tubular r enal, infiltracion
linfoide en glomérulos e intersticio, y la presencia de un material hialino homogéneo en la luz de
algunos tiibulos. (23)

En el bazo, se encuentra una disminucion en la cantidad de linfocitos (deplesion linfoide), sobre

todo en la zona periarteriolar, generalmente sin zonas de inflamacion aparentes. (35)

En la bolsa de Fabricio se observa deplesion linfoide en los centros germinativos de los foliculos

linfoides, siendo las primeras lesiones histopatoldgicas halladas en la aflatoxicosis (30).

En corazdn se observa infiltracion linfoide entre las fibras musculares. (23)

Patologia Clinica.

Las aflatoxinas tienen un efecto depresor sobre los tejidos hematopoyéticos y esto se ve reflejado

en la sangre, tanto en el suero como en los elementos celulares. (56)

Proteinas:

La concentracion sérica de proteinas en pollos es mas baja que en los mamiferos, siendo entre 3.5
y 6 g/100 ml. La hipoproteinemia se presenta con la enfermedad hepatica y renal grave, asi como
con desnutricion, mala absorcion y en hemorragias cronicas.

Cysewsky 1997, menciona que el higado es c onsiderado como 6 rgano blanco primario para

aflatoxinas, con un consecuente dafo sobre la actividad metabolica y capacidad secretora de €ste
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organo, por lo que la hipoproteinemia es debida a un a reduccion de la sintesis proteica y una

mayor fragilidad capilar, lo que permite la fuga de proteinas al intersticio. (21)

El efecto mas notable hallado al estudiar animales que han consumido bajas dosis de AFB1 (1.25
- 2.5 mg/kg de alimento) en largo tiem po ¢ ontinuamente e s una a lteracién del perfil pr otéico
sérico. La cantidad tot al de proteinas séricas sufre un decremento d ebido a una baja en ayy

globulinas principalmente.

Los resultados de Ogguz et al., (2000) mencionan que a dosis de 2.5 mg de AFB/kg de alimento,
deldia 1 al 21, causa una disminucion significativa (p<0.05) en los niveles de prot eina sérica

total. (59)

Es decir, en dosis de 2.5 mg de AFB/kg de alimento, hubo un descenso significativo del 41.17%,
mientras que a 1 mg de AFB1/kg de alimento (dosis utilizada en el present e trabajo), el descenso

fue de 26.44%; diferencia debida a las dosis de AFB1 usadas en los experimentos. (TABLA 1.2)

TABLA 1.2

COMPARACION DE TRABAJOS PARA MEDIR CONCENTRACION PROTEICA SERICA
EN g/dl REALIZADOS A DIFERENTES DOSIS Y MISMOS DIAS DE EXPERIMENTACION

Tratamiento Ogguz et al., 2000 Trabajo presente 2007
Llevado a 21 dias Llevado a 21 dias
Dosis 2.5 g/kg Dosis 1 g/kg
g/dl g/dl
C 2.21+/-0.12° 2.95+/-1.07°
AFB 1.30 +/-0.14° 2.17 +/-0.34°

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.
C=Control; AFB=Aflatoxina

Fuente: Ogguz, H., Kececi, T., Birdane, T.O., Onder, F. y Kurtoglu, V. 2000. “Effect of clinoptilolite on serum
biochemical and haematological characterers of broiler chicken during experimental aflatoxicosis”. (59) y el presente

trabajo.

En los estudios de Jindal et a.l 1994, (43) y Raju y Devegowda 2000, (66) se menciona que a

dosis igual o mayoresa 300 pgde AFBl/kg de alimento, el su ero bioqu imico se afecta
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significativamente y la concentracion de proteina sérica total, albimina y colesterol descienden
significativamente.
Una c onsecuencia i mportante de la hipoproteinemia es la hipo coagulabilidad sangu inea y la

presencia de hemorragias espontaneas cutaneas, sobretodo en la membrana interdigital.

Albumina.

La albimina es la m 4s abundante de las proteinas plasmaticas, sintetizada por el higado y es
liberada al torrente sanguineo de forma mas o menos continua.
La hipoproteinemia es debida a una reduccion en la sintesis proteicay auna mayor fragilidad

capilar, lo que permite la fuga de proteinas al intersticio. (58, 79)

El descenso en la concentracion de albiimina es causado por la inhibicion de sintesis de proteinas

en higado durante aflatoxicosis. (1, 43, 49, 50, 59, 82)

Quezada et al. 2000, mencionan que a dosis de 2 mg de AFBI1 /kg de alimento, las proteinas
plasmaticas y albimina mostraron un descenso significativo, siendo mas severo para albimina en

un 80%. (65)

Concentracion Enzimatica:

Otra fo rma d e e valuarel dafio hepaticoesa través de p ruebas del aboratorio, como la
determinacion de en zimas h epaticas e ntre las cu ales estan: ala ninaminotrasferasa (ALT),

aspartatoaminotrasferasa (AST) y lactatodeshidrogenasa (LDH).

En las dos ultimas décadas se ha estado empleando reacciones enzimaticas para el diagnostico de
las enfermedades en todas las especies animales comunes. Cuando se alteran las concentraciones
de una enzima, ya sea en el suero o en un tejido, ello indica uno o mas de los siguientes procesos:
1) necrosis de las células, 2) alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, 3) dificultad
organica para la eliminacién de la enzima, 4) incapacidad de las células para sintetizar la enzima 'y

5) un aumento en la produccion de la enzima. (65)
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Con respecto a la cuantificacion enzimatica del suero, aun a dosis bajas de aflatoxinas se observa
un in cremento en los n iveles de Aspartato amino t ransferasa (AST/TGO), Alanin amino
transferasa (ALT/TGP), f osfatasa alcalina sé€ rica (FAS), deshidrogenasa lactica (DHL), li pasa,
amilasa pa ncreatica, de la s orbitol de shidrogenasa ( DHS) y dela deshidrogenasa glutamica
(DHG). (23)

La a flatoxicosis cronica pu ede se r d iagnosticada p or la determinacién de s uero bioquimico y

alteraciones hematoldgicas antes de que se hagan evidentes los signos clinicos. (47)

Aspartato Amino Transferasa (AST/TGO):

La aspartato aminotransferasa (AST o TGO) esta presente en muchas células, sin embargo ésta es
util en la e valuacion de le siones que se presentan en higado y musculo, por serla de mayor
actividad en e stos te jidos. La evaluacion de AST es mas especificaque la ALT e n le siones

hepatocelulares en la mayoria de las especies animales. (23, 27, 67, 85)

La actividad més elevada de la enzima AST en el pollo se da en el misculo cardiaco, seguido del
higado y e I mtsculo esquelético. L a ele vacion de dic ha enzima se h a re lacionado ¢ on da fio
hepatocelular en l os pollos, siendo la causa mas frecuente enla elevacion de su actividad la
enfermedad hepatica por afl atoxicosis. En general, se consideran como ani males ano rmales, las
aves que tengan una AST mayor a 230 U/L. Cuando se encuentran lesionados los tejidos blandos,
se observa un aumento en la AST de dos a cu atro veces, mi entras que cuando ex iste necrosis
hepatica, se encuentran elevaciones mas notables (20). Los picos de elevacion de la enzima se dan
en los cursos agudosy sub agudosd el esion h epaticay su duracion es relativam ente co rta

(semanas). (30)

Alanin Amino Transferasa (ALT/TGP):

La enzima alanin aminotransferasa (ALT o T GP) se considera e specifica de lesion hepdtica en

perros y gatos, la vida media en plasma en estas especies es de 60 Hrs.

El incremento sérico es paralelo a la lesion hepatica en procesos agudos, dias después a la lesion

estos niveles pu eden ser b ajos. E sta en zima t ambién se pu ede ele var p or t ratamientos ¢ on
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corticosteroides. La AL T no es usualmente utilizada para eva luar les i6n he patica en e quinos,

bovinos, ovinos, caprinos o porcinos. (23, 27, 67, 85)

La actividad de la ALT en los diferentes tejidos se da en el pollo en orden decreciente primero en
musculo cardiaco, tejido pulmonar y por tltimo en el higado. No existe una gran actividad de esta
enzima en el p lasma de pollos normales. Algunos autores informan de un aumento en la ALT en
pollos con lesién hepatica, mientras que otros autores consideran que esta medicion no es una

prueba diagnostica 1til para descubrir la enfermedad hepatica en las aves. (20)

Ogguz et al., 2002, reporta que dosis de 0.1 mg de AFB1/kg de alimento llevado a 42 dias, hubo
un incremento s ignificativo en la concentracion sérica tanto de la AST como dela AL T, sin
embargo, la concentracion s érica de ALT no aumento con dosis de 0.05mgde AFBl/kg de

alimento. (59)

Da Fal la et. al., 1987, administraron 0 .5 p pm de AFB1 p or4 semanas, h abiendo actividad
significantemente mayor en SDH (succinato deshidrogenasa) y GDH (glutamato deshidrogenasa),
un aumento en la concentracion sérica de LDH (lactato deshidrogenasa), FAS (fosfatasa alcalina
sérica), Fosfatasa acida, sin embargo, p ara que la concentracion de AST y AL T tuvieran un
aumento significativo fue necesario administrar dosis de AFB1 de 3 — 6 ppm durante 42 dias. (23)
El in cremento d e las en zimas séricas me didas fu e in terpretado como una con secuencia de la

degeneracion de los hepatocitos con una subsecuente salida de las enzimas de éstos.

La situacion ideal seria, desde el punto de vista diagndstico, encontrar una enzima especifica para
cada tejido, sin e mbargo, varias de estas enzimas se pueden encontrarse en varios tejidos. Del
mismo modo la concentracion enzimatica varia dependiendo de la especie animal.

Bilirrubinas.

Una i mportante funcion excr etora del higado, relacionada con la secrec ion de bilis,es] a

eliminacién de bilirrubina de la sangre.
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Este pigmento toxico y de coloracion verdosa se origina de la degradacion de la hemoglobina
contenida en los eritrocitos envejecidos que son eliminados de la circ ulacion por las células de
Kupfter hepaticas y por otras células con capacidad fagocitaria del bazo.

La b ilirrubina, es un produ cto term inal e i mportante de lad egradacion de la hemoglobina;
constituye una importante herramienta muy valiosa para el diagndstico tanto de las enfermedades

hemoliticas como de algunas enfermedades del higado.

Una vez que el eritrocito ha alcanzado la plenitud de su vida, la membrana celular se rompe y la
hemoglobina li beradala  fagocitan los m acrofagos tisulares del or ganismo (sist ema
reticuloendotelial). La hemoglobina se escinde primero en globina y hemo y el anillo hemo se abre
para dar: 1) hierro libre que la transferrina transporta en la sangre, y 2) una cadena recta de cuatro
anillos pirrolicos, que constituye el sustrato final de la bilirrubina.

La primera sustancia que se forma es la biliverdina, aunque en seguida se reduce hacia bilirrubina

libre o bilirrubina indirecta, que va liberandose poco a poco de los macrofagos hacia el plasma.

La bilirrubina libre se une de manera inmediata a la albimina del plasma, que la transporta por la
sangrey 1 os liquidos intersticiales. Esta  bilirrubina, ad n ligadaalaalbi  mina, sigue

denominandose bilirrubina libre.

En muy pocas horas, la bilirrubina libre se absorbe por la me mbrana del hep atocito. Al entrar
dentro del hepatocito, se desliga de la albimina y muy pronto se conjuga, en un 80%, con el acido
glucoronico para dar el glucoronido de bilirrubina, en un 10% con el 4cido sulfurico para formar
sulfato de bilirrubinay enun 10% final c on multitud de otras sustancias. De esta manera la
bilirrubina sale del hepatocito a tra vés de un mecanismo de transporte activo y se e xcreta a los

canaliculos biliares y, desde aqui, hacia el intestino.

De manera que en una afecci 6n hepatica, lat asa de sintesis de bilirrubina es normal, perol a
bilirrubina formada no pue de pasar de la sangre al intestino. La bilirrubina libre suele e ntrar al
hepatocito y se conjuga de manera habitual. Esta bilirrubina conjugada regresa luego a 1 a sangre,
quiza por la rotura de los canaliculos biliares congestionados o por modificacion del mecanismo

de excrecion del hepatocito y por el vertido directo de la bilis a la linfa que drena el higado. Por
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consiguiente, casi toda la b ilirrubina del plasma, presente en un a afec cién hepatica es directa o

conjugada, en lugar de libre o indirecta. (32)

Bilirrubinas en aves:

Meétodos: muchos mé todos para medir bilirrubinas se basan e nl a di azoreaccion. El  acido
sulfinilico diazotisado reacciona con la bilirrubina produciendo 2 azodipyrroles. Estos produ ctos

son de color morado-rojizos bajo pH neutro y de color azul bajo un pH mayor o menor.

Fisiologia: en aves el mayor pi gmento biliar es la biliverdina, ya que dicha especie carece de la

enzima biliverdinreductasa, la cual convierte la biliverdina en bilirrubina.

Cambios patoldg icos: lab ilirrubina no pu ede ser n ormalmente d etectada en pl asma de los
psitacidos. Bajo enfermedades hepaticas severas (Clamydiosis) 1as concentraciones se aumentan
hasta 44.5 pumol/l. se p uede percibir una coloracion de color amarillo (ictericia) en la piel de la

cara de algunas aves cuando la concentracion excede de 40 pmol/I. (10)

Hematocrito.

En lo que respecta a los cambios en los elementos celulares de la sangre, varios autores mencionan
que las aflatoxinas producen a nemia caracterizada por un a dism inucion en los v alores d e
hematocrito (ht), del nimero total de globulos y de la concentracion de hemoglobina (Hb), atin en
dosis muy bajas. (38, 41, 79)

La determinacion del origen de la anemia es d ebido a u na inhibicion a nivel de médula 6s ea,
caracterizada por re ducciones e n el paquete  celular, ¢ uenta eritrocitica, concentracion de
hemoglobina y volumen medio corpuscular. La absorcion del hierro y su retencion inicialmente se
reducen pero se compensan al poco tiempo. Los pollos jovenes son mas susceptibles a la anemia.
Los leucocitos totales se incrementan, pero existe una linfopenia. E1 hematocrito se ve reducido

significantemente con dosis de 0.625 a 10 mg de AFB1/kg de alimento. (77)

Tung et al., 1975, utilizando dosis gradu ales de aflatoxinas, observaron una dism inucién en los

valores de hematocrito, hemoglobina con hiperplasia mieloide y disminucion en el tejido adiposos
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de la médula 6sea, ademas de esplenomegalia y una leve respuesta macrocitica en aquellas dosis
bajas que disminuyeron el conteo de eritrocitos pero no provocaron cambios en hematocrito y
hemoglobina. (82)

Asi, se postula una p osible in hibicion d e la hematopoyesis, u na h ematopoyesis anormal, un

incremento en la destruccion de globulos rojos, o bien una combinacion de los tres mecanismos.

Los factores d e coagulacion, sobr etodo lo s factores VII, V y el fib rindgeno se ven reducidos
considerablemente a dosis de 2.5 mg de AFB1/kg de alimento. La protrombina se ve afectada a

dosis de 0.625 mg de AFB1/kg de alimento, siendo la mas sensible a la aflatoxicosis. (30)

Otros.

La aflatoxicosis también g enera u n dec remento en la s lipoproteinas séricas, el pigmento
carotenoide, c olesterol, triglicéridos, acido urico, calcio , f6 sforo, hierro, cobre, z inc y lact ato
deshidrogenasa, mientras que aumentan los niveles séricos de la enzima sorbitol deshidrogenasa,

la deshidrogenasa glutdmica, sodio, acido glucolitico y el potasio. (77)

Mientras que a dosis de AFB1 de 10 mg/kg de alimento, los niveles plasmaicos de testosterona y

hormona luteinizante (LH) se reducen significativamente. (18)

Diagnostico.

El diagnostico de 1a aflatoxicosis es dificil, sin embargo, se puede llegar a el por medio de una
historia c linica bien realizada, medicion de los pardmetros re productivos, signos clinicos y los
hallazgos d e los es tudios de necropsias e histopatologia. EI diagnostico de finitivo de la
aflatoxicosis se determina realizando pruebas de laboratorio, tanto quimicas como bioldgicas, para

la deteccidn de las toxinas en el alimento.

La seleccion de un método para la d eterminacidon y cuantificacion de aflatoxinas se basa en la
infraestructura con que se cuentay quetan rapido y preciso se re quiere el resultado, sie ndo

comunes los métodos presuntivos; 10os méas utilizados en la industria d e al imentos p ara el ser
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humano son los m étodos cuantitativos, siendo el mas sensible y confiable el HPLC, si el analisis
es para medir la calidad de los granos, y el resultado tiene que ser rapido, el mas utilizado es el
Aflatest q ueesun m étodo de d iagnostico q ue esta a ceptado oficialmente porla  AOAC

(Association of Analitical Communities).

Para tener un buen resultado se tien e que reali zar un buen mu estreo p ara tener un tamafio de
muestra representativa. Para la in vestigacion, los métodos mas adecuados incluyen al HPLC y la
cromatografia.

Existen diverso s métodos p ara constatar qu e un a limento esta contam inado por afl atoxinas.
Existen métodos presunt ivos, cualitat ivos, se micuantitativos y confi rmatorios, como los

inmunoenzimaticos. (62)

a)  Presuntivos:

Se b asane nla fluorescencia c aracteristica baj o luz ul travioleta de onda larga
asociada conla presenciade A. flavus y A. parasiticus. El mas destacado es la
técnica de la luz negra, que consiste en exponer el grano a la luz ultravioleta a una
longitud de onda de 365 nm en un cuarto oscuro y con el grano quebrado.

Cuando lo s hon gos ¢ recen sob re los granos p roducen un co mpuesto quimico
conocido como acido kdjico, y ademads, quizd produzcan aflatoxinas. El 4cido kojico
reacciona con ciertos componentes naturales de los granos teniendo como resultado
la formacion de un com plejo quimico que pr oduce fluorescencia de co lor verde
amarillento. (62)

En consecuencia, una prueba positiva es simplemente indicativa de que puede haber
aflatoxinas p resentes, asi esta p rueba se cla sifica como preliminar,y a qu e las
muestras positivas deberan someterse a un método de analisis mas preciso con el

objeto de confirmar los resultados. (62)

b)  Cualitativos:
Se encuentran los métodos de minicolumna de Velasco (1972), Shannon (1972),
Holaday (1975) y Romer (1986), como los mas utilizados, ya que estan aprobados
por la AOAC. Estas minicolumnas detectan con centraciones arriba de 10 ppb de

aflatoxinas. (62)
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c)

d)

e)

El uso de pe quefias columnas cr omatograficas pa ra la de teccion d e toxinas en
alimento fue introducido por Holiday en 1968.

Ha sido de uso general en gran nimero de laboratorios, sus principales ventajas son
la disminucion del tiempo de desarrollo, equipo, operacion simple y bajo costo por
muestra. Solo indica la presencia de las toxinas, mas no su tipo, por o tra parte, al
trabajar sobre extractos de ali mento se in crementa la sensibilidad, el manejoy el

tiempo de la prueba. (80)

Semicuantitativos:

La cromatografia de capa fina es el método mas comun. Tiene como desventaja la
variabilidad d e re sultados debido a c ondiciones d e temperatura y humedad en el
laboratorio, en la placa cromatograficay subaja sensibilidad al error (62). Este
método puede convertirse en cuantitativo al utilizar la fluordensitometria, al medir la
intensidad d el a fluorescencia encontrada en las m anchas de aflatox inaen un

fluordensitometro utilizando una longitud de onda de 365 nm. (29)

Cuantitativos:

La cromatografia liquida de alta resolucion (HP LC) y la crom atografia de capa fina
mas fluordensitometria, son las mas frecuentes en los laboratorios de calidad, siendo
los m as sensi bles al detectar 1 pg/kg de aflatoxinas. Sus des ventajas incluyen el

costo de los materiales y equipo a utilizar y la necesidad de personal capacitado. (29)

Inmunoenzimaticos:

Su fu ndamento ¢ onsiste e n sec uestrar las af latoxinas po r m edio de a nticuerpos
monoclonales especificos, existen ensayos para cada micotoxina, como el Aflatest,
que se emplea para cuantificar aflatoxinas. Tienen la desventaja de ser poco sensibles

ya que pueden dar reacciones cruzadas produciendo falsos positivos. (62)
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Detoxificacion.

a) Meétodos Quimicos:
Extraccion con disolventes utilizados para remover las aflatoxinas de las semillas,
estos d isolventes pueden ser etanol, aceton a, isoprop anol, h exano metanol, e ntre

otros. (17)

b)  Métodos Fisicos:
Adsorcion: se utili zan materiales adsorbentes (arcillas) que se afiade n al alim ento;
estos incluyen a las ben tonitas, zeolitas, caolin y aluminosilicatos. Estos materiales
forman un enlace con las aflatoxinas y con otras pocas micotoxinas, por medio de sus
atomos de silicio, tanto in vivo como in vitro y por medio de este enlace, secuestran a
las aflatoxinas durante su paso por el tracto gastrointestinal, evitando su absorcion.
Otros efectos de | as arcillas incluyen la reduccion del paso de las aflatoxinas por el
tracto g astrointestinal, pr oteccion de m ucosa géstrica y entérica, a umentoenla
consistencia de las heces. (17)
Sin embargo, Watts et. al. (2003) comprobaron que los aluminosilicatos solamente
secuestran a la AFBI, por lo tanto, si el alimento se encuentra contaminado por una
mezcla de micotoxinas, las demas micotoxinas mantendran su efecto dafiino sobre el
organismo. (87)
Calentamiento: a temperaturas de 237 a 306°C.
Irradiacion ionizante: con rayos Ultravioleta a 222, 265 y 362 nm y rayos gamma.

Irradiacion no ionizante: o solar. (74)

c) Métodos Biologicos:

También lla mado biodegradacion de las micotoxinas, se r ealiza p or m edio de la
fermentacion con1 evaduras como Candida intermediaobac terias como
Flavobacterium auratiacum B-184, produciendo a partir de la estructura liposoluble
de las m icotoxinas, p roductos hi drosolubles d espués de 6 horas de incubacion de
manera e xperimental. El mecanismo de detoxificacion nos e encuentra bien

establecido, si n em bargo, algunas in vestigaciones s ugieren que se trata de un
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fenomeno de mineralizacion y no de metabolismo de las toxinas por medio de las
bacterias y levaduras, debido a que no necesitan fuentes ex 6genas de energia para

detoxificar las micotoxinas. (6)

Prevencion

Es reconocido que el m ejor método de control de la pre sencia de hongos pro ductores d e
aflatoxinas en los granosy alimentos, es la prevencion dela formacion de aflatoxinas, pe ro

también es cierto que esto no siempre es posible.

Cuando las condiciones climaticas predisponen en las cosechas a la formacion de aflatoxinas o el
dafio realizado por insectos, permiten que niveles criticos de hongos y toxinas se d esarrollen, el

control es casi imposible.

Los procedimientos de prevencion y control de la formacion de las aflatoxinas deben realizarse en
los diferentes pasos de 1 os procesos de elaboracion de los alimentos. Por ejemplo, las tolvas de
almacenamiento p ara los ingredientes d eben limpiarse per iddicamente, solo d eben ¢ omprarse
materias primas de buena calidad y se deben mantener c ondiciones de almacén adecuadas, sin
almacenar cantidades excesivas o ingredientes con al to con tenido d e humedad; t ambién es

recomendable el an alisis peridodico de materias primas y alimentos terminados para detectar el

crecimiento de microorganismos y la formacion de toxinas.
Las pérdidas econdmicas causadas por el rechazo de granos contaminados son considerables. Pero

son mas importantes las pérdidas no detectadas, debido a la reduccion de la productividad en la

explotacion de animales. (63)
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JUSTIFICACION.

Los cer eales utili zados p ara la el aboracion de alimento balance ado generalmente
presentan contaminacion con aflatoxina en concentraciones bajas, que ocasiona retrazo
del cre cimiento, menor conversion al imenticia e in cremento de 1a mortalidad entre
otras m anifestaciones, lo que m erman e | p otencial p roductivo, re productivo y la
ganancia econdé mica enla industria av icola. El diagnostico de enf ermedad p or
micotoxicosis es dificil de realizar y éste se dificulta si los cambios morfoldgicos no
son aparentes en la inspeccion del cadaver, como los que se presentan por ingestion de
concentraciones bajas de micotoxinas, por lo que es importante utilizar herram ientas
de labo ratorios, como loes lav aloracion b ioquimica enzimatica p ara detectar
alteraciones funcionales tempranas que sean sugestivas de micotoxicosis (aflatoxina).
Por este motivo e s i mportante ge nerar da tos a nivel experimental (¢ ondiciones
controladas) y de laboratorios que sirvan de re ferencia a los médicos v eterinarios o

profesionales involucrados con la industria avicola.
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HIPOTESIS.

La presencia de aflatoxinas en alimento utilizado para aves, provocara la
elevacion sér ica d e enz imas ¢ omo a spartato amin otransferasa (AST),
alanin aminotransferasa (ALT), asi com o bilirrubinas, y niveles séricos
de proteinas p orin gestion de a limento ¢ ontaminado ¢ on a flatoxina

durante un periodo de consumo de 21 dias.
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OBJETIVO.

Observar la variacion en los pardmetros bioquimicos y morfoldgicos que nos
permitan obtener u nm arco de referencia s ugestivo de la s a lteraciones
hepaticas que se dan como respuesta a la a flatoxicosis en las aves, aun en

ausencia de alteraciones morfologicas macroscopicas y microscopicas.

* Objetivos particulares.

1.- Evaluar el efecto sobre el peso corporal y de organos internos (higado,

rifidén) de las aves que consumieron alimento con aflatoxina (1 ppm).

2.- Evaluar las alteraciones en el hematocrito, las transaminasas y bilirrubinas

séricas de las aves que consumieron alimento con aflatoxina (1 ppm).

3.- Correlacionar las alteraciones morfoldgicas y bioquimicas de las aves que

consumieron alimento con aflatoxina (1 ppm).
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MATERIALES Y METODOLOGIA.

a) Biolodgicos: Para la realizacion del experimento se utilizaron:

e 72 pollos de engorda obtenidos de una casa comercial ubicada en Tepotzotlan, Estado de

Meéxico, los cuales son de estirpe Ross, de ambos sexos.

e cepa Aspergillus flavus Link productora de aflatoxina B1 y B2, obtenida de la Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS), de la FES Cuautitlan, UNAM.

e alimento comercial balanceado de iniciacion, con 23% de proteina, para pollo de engorda.

b) R eactivos: Kit Comercial de marca Wiener lab. para de terminacién en suero de Proteinas
totales, Albimina, Alanin amino transferasa (ALT o TGP), Asp artato amino transferasa (AST o

TGO) y Bilirrubinas.

¢) Equipo: flurometro, espectrofotdmetro, balanza electronica, comederos y bebederos de acero

inoxidable.

d) Otros: tubos capilares, tubos de vidrio de 12x10, gradilla, jeringas, lector de hematocrito,

centrifuga y refractdmetro de Golberte

Lugar donde se desarrollo la tesis. Las aves se mantuvieron en la unidad de aislamiento de la
sala de necropsi as del area de Patologia en el campo 4 de la FES-Cu autitlin UNAM, yen la
Unidad d e Investigacion en Granosy Semillas de 1a FES-Cuautitlan, ubicado en el Centro de

Asimilacion Tecnologica, en Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Disefio experimental.

Para la realizacion del experimento se ut ilizaron 72 pollos estirpe Ross de engorda de 1 dia de
edad sin se xar, 1 os cuales fueron divididos aleatoriamente en 2 tratamientos de 3 6 aves cada
tratamiento (Grupo Control y Grupo Experimental AFB1) y cada tratamiento con 3 repeticiones.
Los pollos de los diferentes tratamientos fueron colocados en jaulas independientes con comedero
y bebedero individual, los cuales fueron alimentados de la siguiente manera:

1. Grupo Control: alimento comercial + 0 xg/kg Aflatoxinas B.

2. Grupo Experimental AFB1: alimento comercial + 1000 xg/kg Aflatoxinas B.




El a limento b alanceado de iniciacion para el Grupo Con trol, fu e an alizado p ara d escartar la

presencia de afl atoxinas ut ilizando columnas de inmunoafinidad AF LATEST. El alimento

utilizado para las aves del Grupo Experimental 1 fue analizado de la misma manera y se le afiadid

arroz con taminado con Aspergillus flavus Link p ara lograr las dosis de 1 m g de AFBl/kg de

alimento. El consumo de agua y alimento fue ad libitum.

Variables a medir:

Peso y Consumo Individual Semanal.

Los animales fueron pesados al iniciar el experimento, asi como en los dias 7, 14,y 21 de
experimentacion. Lo s po llos eran revisados 2 veces por dia, registrando signosy

mortalidad en c aso de que | os hubiera. Se les aliment6 cada dia y se media el consumo
individual. Los parametros productivos de consumo individual semanal (CIS) y mortalidad

(M) fueron calculados de la siguiente manera:

CIS = consumo total semanal de la jaula / # aves vivas de la jaula a los 7 dias

M = (# aves muertas / # aves iniciales) 100

Por un periodo de 21 dias, consumieron el alimento propuesto desde un principio; del dia
21 al dia 28 todas las aves recibieron alimento libre de micotoxinas para poder evaluar el
efecto re sidual. El consumo de a limento y el pe so de lasaves fueron r egistrados

semanalmente.

Peso Relativo de 6rganos:

Se sacrificaron aproximadamente 6 aves por repeticion a través de dislocacion cervical al
dia 21 y 28 de edad para la realizacion de la necropsia y la toma de muestras de higado,
rifion, bolsa de Fabricio y bazo para su fijacion y conservacion en formalina amortiguada

al 10% y su posterior observacion histoldgica.
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Ademas, se midio el peso real de los 6rganos con una balanza electronica y posteriormente
se realizaron los siguientes calculos para determinar el peso relativo: peso en g. del 6rgano

x 100 / peso en g. del ave.

Niveles séricos de Proteinas, Albumina, TGO, TGP y Bilirrubinas:

Al momento del sacrificio se tomaron muestras de sangre (sin anticoagulante) to mando
aproximadamente 6 aves por repeticion. Del suero obtenido se desarrollo la cuantificacion
de proteinas, concentracion enzimatica (TGO y TGP), asi como de bilirrubinas, segun lo

describe el Kit Comercial Wiener lab.

Para la realizacion del experimento se utilizé un Kit Comercial especifico para mamiferos,
ya que éste fue también utilizado por trabajos previos, mostrando una excelente eficacia lo
que se reflej6 con buenos res ultados, por lo tanto, tam biéns e s iguid parte dela

metodologia que éstos presentaron. (7, 15, 28, 34, 64)

Proteinas. Son compuestos organicos macromoleculares, ampliamente distribuidos en e 1
organismo y esenciales para la vida. Actian como elementos estructurales y de transporte y
aparecen bajo la forma de enzimas, hormonas, anticuerpos, factores de coagulacion, etc.
En condiciones patologicas como pérdidas renales, desnutricion, infecciones prolongadas,
etc., suelen prese ntarse hipoproteinemias, mientras que en otras como mieloma multiple,
endocarditis bacteriana y hemoconcentraciones de div ersos o rigenes, se o bservan
hiperproteinemias.

Fundamento d el m étodo. Lo s enlaces peptidicos de las prote inas reaccionan con el i6n

cuprico, en medio alcalino, para dar un complejo color violeta con maximo de absorcion a
540 nm, cuya intensidad es proporcional ala concentracion de proteinas totalesenla

muestra.

Albumina. La proteina mas abundante en el plasma es la albiimina. Una de sus funciones
mas im portantes e s la de permitir el transporte de 4 cidos grasos, hormonas esteroides,
bilirrubina, catecolaminas, que en fo rma libre son insolubles en m edio acuo so. La

concentracion de al bimina en plasma influye notablemente en e 1 m antenimiento de la
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presion ¢ oloidosmotica, lo  que e staria rel acionado consur elativamente bajo peso
molecular y su gran carg a neta. En condi ciones patoldgicas co mo las m encionadas
anteriormente, se v en acompafadas de hipoalbunemias. Lo s aumentos ano rmales d e la
albumina son ocasionales y se relacionan casi siempre con deshidratacion.

Fundamento del método. La albimina reacciona especificamente —sin separacion previa-

con la f orma ani6é nica dela 3, 3°,5, 5° —tetrabromo c resolsulfon ftaleina ( BCF), en
presencia de un exceso de colo rante, en medio tamponado a pH 3,8. El aumento de
absorbancia a 625 nm respecto del Blanco de reactivo, es proporcional a la cantidad de

albumina presente en la muestra.

TGO y TGP. Las transaminasas TGO y TGP son enzimas ampliamente difundidas en el
organismo ¢ on a Ita ¢ oncentracion e n ¢ orazon, higado, musculo e squelético, rifion y
eritrocito. L a ac tividad sé ricaen condiciones no rmalesesb aja onu la. Un dafio o
enfermedad en cualquiera de estos tejidos conduce un aumento en los niveles séricos.

Asi, luego de un infarto en miocardio, se produce en suero un marcado aumento de la
actividad de TGO (abundante en musculo cardiaco). En hepatitis virales y otras formas de
enfermedad hepatica que involucren ne crosis tis ular, predominara la actividad sérica de
TGP (ab undante en tejido hepatico). Una el evada a ctividad de tr ansaminasas puede

detectarse también en traumas accidentales o quirtrgicos y en distrofias musc. o miositis.

Fundamento del método. La TGO cataliza la siguiente reaccion.

L-aspartato + a-cetoglutarato ——»I'GO glutamato + oxalacetato

La TGP cataliza la siguiente reaccion:

L-alanina + a-cetoglutarato ———»TGP glutamato + piruvato

El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se forma piruvato), reacciona con la 2, 4-
dinitrofenilhidracina p roduciéndose, en medio alcalino, un compuesto coloreado que se

mide a 505 nm.

Bilirrubinas. La bilirrubina, compuesto de degradacion de la hemoglobina, es captada por
el higado para su conjugacion y excresion en la bilis. Las alteraciones hepatocelulares u
obstrucciones biliares pueden provocar hiperbilirrubinemias.

La eritroblastosis fetal o anemia hemolitica del recién nacido es una patologia provocada

por incompatibilidad mat erno-fetal en la qu e se p roduce una destruccion excesiva de
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globulos rojos. Esto resulta enu nse vero aumento de la bil irrubina sérica co n el
consecuente riesgo de difusion del pigmento al sistema nervioso central.

Fundamento del método. La bilirrubina reacciona especificamente con el acido sulfanilico

diazotado produciendo un pigmento ¢ olor ro jo-violaceo (azobilirrubina ) que se mide
fotocolorimétricamente a 530 nm. Si bienla bilirrubina conjugada (directa) re acciona
directamente co n e 1 di azorreactivo, la b ilirrubina no ¢ onjugada (indirecta) requiere la
presencia de un desarrollador acuoso que posibilite su reaccion. De forma tal que, para que
reaccione la bilirrubina total ( conjugaday no conjugada) presente e n la m uestra, debe

agregarse benzonato de cafeina al medio de reaccion.

e Porcentaje de Hematocrito:

Al momento delsa crificiose t omaron m uestras de sangre con E DTA (4 cido
etildiaminotetracético). Se recolectd sangre en tubos capilares en % partes de su longitud y
se sellaron con fuego, se colocaron en la centrifuga a una velocidad de 5,000 rpm durante 5
minutos, verificando que el extremo cerrado del capilar quedara hacia el aro exterior de la
centrifuga. Después de los 5 minutos, se colocaron los tubos en el surco del lector del
hematocrito, d e modo que la ca pa flogistica coincidiera con la linea perpendicular que
cruza el surco; dirigiendo el paquete celular hacia el indicador rojo, se gird el disco hasta
que el angulo de 90° de las lineas del disco toquen los extremos de la muestra total, hasta el
plasma. Posteriormente, se midio el total de paquete celular + plasma y el paquete celular

solo y se determind el porcentaje de paquete de eritrocitos expresado en porcentaje.

Analisis Estadistico:

Se utiliz6 un ANOVA deunavia,parael analisis estadistico en las variables de peso, CIS,
hematocrito, TGO, TGP, Bilirrubinas, Proteinas totales, Albumina y los pesos relativos de higado,
riflones, bazo y bolsa de Fabricio. Las medias de los grupos fueron comparadas con la prueba de
TUKEY para constatar 1 a existe ncia de diferencias significativas entre ellos. Lo s d atos se
analizaron utilizando el soft ware estadistico Statgraphics Plus 5.0 con un nivel de significancia

(P<0.05).
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RESULTADOS.

Signologia:

Se pesaron individualmente 72 pollos de 1 dia de edad y se repartieron al azar, creando dos grupos
uniformes, el prim er g rupo denominado C (control) y el se gundo g rupo de nominado AFB

(alimentado con aflatoxina).

La mortalidad que presento el grupo C fue de 5.5%, y ésta se presento en los dias 7 y 12 todos por
Infeccion Saco Vitelino; mientras que para el grupo AFB se present6 en los dias 3 y 4 de iniciado

el experimento debido a aplastamiento de las aves, con un porcentaje del 5.5%.

Peso:

Al primer dia de iniciado el experimento, el grupo C y el grupo AFB presentaron un peso vivo
de 50.7g y 50.8 g, respectivamente; para el dia 7 del e xperimental, los pollos del grupo C
mostraron un peso vivo de 137.58 gy los del grupo AFB un peso vivo de 125.47 g; mientras que
en el dia 14 el grupo C presentd un peso de 282.14 gy el grupo AFB un peso de 267.32 g sin

haber diferencia estadistica entre ellos en estos dias. (p>0.05). (Tabla 2.1)

Después de 21 dias, los pollos del grupo C presentaron un peso de 495.82 gy los del grupo AFB
un peso de 424.39 g, habiendo diferencia estadistica significativa en el peso promedio entre los

dos grupos. (p<0.05). (Tabla 2.1)

Cabe mencionar que al dia 21 se retird el alimento contaminado con aflatoxina para ver el efecto

residual de la micotoxina durante 1 semana.

Asi en el dia 28 observamos que las a ves del grupo C presentaron un peso mayor,de 751.2 g

respecto al grupo AFB con un peso de  670.0 (p>0.05). (Tabla 2.1)

Consumo de alimento.

Durante los dias 7, 14y 21 de experimentacion, no se observo diferencia e stadistica entre los
tratamientos. (p>0.05)



Sin embargo, en estos dias se observo que el mayor consumo lo obtuvo el grupo C, respecto al
grupo AFB (p>0.05), como se observa en la Tabla 2.2.

Para el dia 28 éste parametro se comportd de manera contraria, teniendo mas consumo de alimento
poraveel grupo AFB, pors ustraccion de alimento contaminadoy adi cion d e ali mento sin
aflatoxina, con un consumo de 123.52 g mientras que el grupo C tuvo un consumo individual de

110.02 g, habiendo diferencia estadistica significativa (p<0.05). (Tabla 2.2)

Aspartatoaminotransferasa (AST o TGO).

La elevada concentracion de dicha enzima se ha relacionado con dafio hepatocelular en los pollos,
siendo la ¢ ausam 4s frecuente en el aum ento des uac tividad, la enfermedad he patica por
aflatoxicosis.

Para el pr imer muestreo lle vadoa caboeneldia 21, el g rupo A FB pres ent6 u na mayor
concentracion sérica, respecto al grupo C. siendo de 51.25 Ul yde 45.35 UI respectivamente

(p<0.05).

En el segun do m uestreo, los niveles enzimaticos de AST/ TGO, no presentaron diferencia
estadistica significativa entre los do s grupos (p>0.05); sin embargo, el grupo AFB mostrd una
concentracion e nzimatica mas al ta (5 0.29 UI), mi entras que el grupoC presentd una

concentraciéon de 47.7 UL. (Tabla 2.3) (Gréafica 2.1)

Alanin aminotransferasa (ALT o TGP).

El incremento sérico de la enzima ALT/TGP, es paralelo a la lesion hepatica en procesos agudos,

dias después a la lesion estos niveles pueden ser bajos.

Se realizd el mismo procedimiento pa ra det erminar la concentracion dela enzima ala nin
aminotranferasa (ALT/TGP), que para la AST, y se obtuvo lo siguiente:

Al dia 21 deinici adoel trabajo, la m ayor concentracion e nzimdtica fue para las a ves que
consumieron alimento libre de aflatoxinas en comparacion con aquellas que consumieron alimento
contaminado con ¢ stas; sin embargo, ¢sta diferencia no tiene significancia estadistica (p>0.05),

como se muestra en la Tabla 2 .4.
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En el segundo muestreo la concentracion enzimatica de la enzima ALT, para los dos grupos, fue
inferior en comparacion con el primer muestreo, siendo relativamente superior el grupo C con
4.11 UI, mientras que el grupo AFB present6 una concentracion enzimatica de 3.97 UI (p>0.05).

(Gréfica 2.2)

Proteinas Totales y Albumina.

Tanto las proteinas totales como la albumina, presentaron diferencia estadistica significativa en el
primer muestreo (p<0.05) entre los dos tratamientos, siendo el grupo C el que presentd una mayor
concentracion, en comparacion con el grupo que consumi6 alimento contaminado con aflatoxinas.

Asi, la diferencia entre grupos, tanto para proteinas totales como para albumina fue de:

0.78 g/dl para proteinas totales y 1.04 g/dl para albumina. (Tabla 2.5 y 2.6)

Para el segundo muestreo no se present6 diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre los dos
tratamientos, tanto para proteinas totales como para albumina.

La concentracion sérica de proteinas totales quedo de la siguiente forma: el grupo AFB, revelo
una concentracion de 1.37 g/dl, mientras el grupo C una concentracion de 1.35 g/dl.

En cuanto a la c oncentracion de albimina, las aves que consumieron alimento contaminado con
aflatoxinas, mostraron una c oncentracionde 1.78 g/dl,y las aves libres d e af latoxina, u na
concentracion de 1.76 g/dl. Las diferencias se pueden observar en las Tablas 2.5 y 2.6 y/o Graficas

23y24.

Hematocrito.

Las aves alascuales se les suministrd a limento contaminado con a flatoxina du rante 21 d ias
consecutivos, mostraron un hematocrito de 24.95%, inferior al hematocrito que present6 el grupo

libre de aflatoxinas, el cual fue de 26.89% (p<0.05).

Una vez susp endido el al imento contaminado con aflatoxina y dar alo s dos grupos el mis mo
sustrato, el porcentaje de hematocrito fue de 26.3% para el grupo AFB y de 25.66% para el grupo
C (p>0.05).

Estas diferencias se pueden observar en la Tabla 2.7 y/o Grafica 2.5.
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Bilirrubinas.

En lo que respecta a las bilirrubinas se observo lo siguiente:

En los dos muestreos realizados en la experimentacion, la concentracion sérica de las bilirrubinas
fue mayor en las aves del grupo AFB, que para las aves que consumieron alimento libre de éstas;
sin embargo, solo la B. T. y la B. D. mostraron diferencia estadistica (p<0.05) después de 21 dias

de iniciado el trabajo y ésta diferencia fue de 0.1338 mg/l para B.T. y de 0.82975 mg/l para B.D.

En el segundo muestreo, las aves que estuvieron en contacto con las aflatoxinas mostraron una
concentracion sérica de B.T. de 0.5872 mg/l y de B.D. de 0.1147 mg/l, mientras que las aves que
no tuvieron contacto con el ali mento contaminado presentaron una concentracion sérica B.T. de

0.5483 mg/l y de B.D. de 0.102 mg/1 (p>0.05).

En B.L, las diferencias existentes tanto para el primer muestreo como para el segundo, fueron de

0.0502 mg/l y de 0.0594 mg/1, respectivamente (p>0.05).

Estas di ferencias, t anto estadisticamente significativas c omo | as no significativas se pueden

observar de manera mas clara en la Tabla 2.8. y en las Graficas 2.6, 2.7 y 2.8.

Peso Relativo de Organos (higado, riiion, bazo, bolsa de Fabricio).

Durante lo s do s mu estreos re alizados en 1a experimentacion, lo s érganos que no p resentaron
diferencia estadistica significativa entre los dos tratamientos, fueron el higado, el rifion y la bolsa

de Fabricio. (p>0.05)

Sin embargo, al dia21 el pes o relativo del higado muestra un ligero aumento en las a ves que
estuvieron en contacto con aflatoxinas con respecto al grupo C, con una diferencia de 0.05%, y
para el segundo muestreo, una diferencia de 0.36%, también siendo mayor el grupo AFB.

Los porcentajes se muestran en la Tabla 2.9

El peso relativo del rifién al prim er muestreo, manifesté un mayor peso relativo para el grupo C
que para el grupo AFB, con una diferencia de 0.06%; mientras que para el segundo muestreo se

observo una diferencia de 0.21% siendo mayor el grupo AFB, como se muestra en la Tabla 2.10.
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Durante los dias 21 y 28 del experimento, se observo un mayor peso relativo de la B. de Fabricio
para el grupo alimentado con aflatoxinas que para el grupo C, mostrando una diferencia al primer

muestreo de 0.02% y al segundo muestreo de 0.06%. (Tabla 2.11)

A diferencia de los otros 6rganos, el bazo presentd, en el primer muestreo, diferencia estadistica
entre los grupos (p<0.05), siendo mayor el porcentaje de las aves del grupo C con un 0.09%, que
las aves que tuvieron contacto con aflatoxinas con un 0.07%; sin embargo, esto no se observo en
el segundo muestreo ya que hubo un crecimiento en el peso del bazo en las aves que consumieron
aflatoxinas una vez que se les re tir el alimento contaminado, por lo que el peso promedio del
bazo del grupo AFB ahora fue mayor conun 0.8%, re specto al grupo C conun 0.066%, sin

reflejar diferencia estadistica significativa (p>0.05). (Tabla 2.12)

Los cambios en contrados en la m orfologia de lo s organos p ara el grup o AFB, se e nuncian

enseguida: (FOTOS 1.1)

v’ el higado se observo demasiado grasoso, de aspecto friable, a marillento y ¢ on bordes
redondeados; (FOTO 1.2)

v' los r ifiones p resentaron au mento de tamafio pero no de peso, color roj izo, de fo rma
irregular, con presencia de liquido y de aspecto friable; (FOTO 1.4)

v’ el bazo p resentd una d isminuciéon de tam afio ¢ onsiderable, de color rojo int enso, d e
superficie lisa, sin presencia de liquido; (FOTO 1.3 (B))

v" la bolsa de Fabrici o, prese nto un color blanquecino, d € aspecto friable, de superficie

rugosa con presencia de liquido. (FOTO 1.3 (A))
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DISCUSION.

Peso.

La intoxicacion por aflatoxinas lleva a un cuadro patologico con importantes efectos sobre los
parametros productivos, entre ellos el peso.

En los célculos estadi sticos realizados, p ara analizar el peso de las aves se encontrd diferencia
significativa entre el grupo tratado con aflatoxinas a dosis de 1 mg/kg de alimento y el grupo
control, hasta el dia 21. Sin embargo, después de 7 dias de consumo de alimento contaminado se

aprecia una ligera reduccion en el peso del grupo AFB la cual persiste hasta el dia 28.

Los resultados obtenidos coinciden con los trabajos de investigacion de Quezada et al., (2000),
acerca de la afeccion d e lo s p ardmetros p roductivos en los p ollos de eng orda, los cuales
observaron que a dosis de 2 mg de AFB/kg de alimento, hay una disminucién notable en peso en
las aves que consumieron alimento contaminado con aflatoxinas. E stos mismo investigadores y
(65) mencionan pérdida de peso a los 14 dias de tratamiento y se incrementa la pérdida a los 28
dias, con una disminucion del 20% de peso respecto a las a ves del grupo control; en el presente
estudio se estimd una disminucion del 10.8% de peso, tomando en cuenta que la dosis utilizada

fue de 1 mg de AFB /kg de alimento.

Este hecho tiene sus bases en la interferencia que las aflatoxinas causan sobre los procesos de
digestion, metabolismo y transporte de los nutrientes, lo cual es una consecuencia directa de la
accion adv ersa de estas tox inas sobre la sintesis proteica a n ivel celular, esp ecialmente a n ivel
hepatico, interfiriendo con el metabolismo de las grasas, asi como de minerales (zinc) y vitaminas
(B6, B12) (77). Los signos mas frecuentes de aflatoxicosis cronica son la disminucion de peso de
las aves y p or c onsiguiente un pobre de sarrollo. (43, 50), aunque e sto también depende de la
especies, sexo y edad (2). La especie mas su sceptible es el pato, los animales jovenes y v iejos
suelen ser mas vulnerables (30, 44, 46), asi como los machos lo son, sobre las hembras, ya que
consumen una mayor cantidad de alimento (mayor dosis) (30, 33, 44), mientras que las hembras
tienden a acumular por mas tiempo las aflatoxinas que los machos debido a la liposolubilidad de

las micotoxinas, especificamente de las aflatoxinas (77).
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Consumo de Alimento.

El consumo de al imento se ve af ectado desde la semana 1 hasta la 4,ya que lasaves que
consumieron menor cantidad promedio de alimento fueron las del grupo AFB, con respecto a las
aves del grupo Control, sin embargo, al dia 28 el grupo Experimental aumento su consumo de
alimento con respecto al grupo Control y esta diferencia es estadisticamente significativa (p<0.05).
Esto es similar a los est udios reali zados por Reddy et al., (1984), los cual es observ aron una
reduccion en la ganancia de peso y en el consumo de alimento en pollos aun con dosis menores
(750 ng de AFB /kg de alimento) durante 28 dias, del mismo modo Da Falla et al., (1987) con
una dosis de 700 ng de AFB/kg de alimento y en un periodo de 2 semanas, también describieron
éste e fecto sobre e 1 con sumo de alimento, no ob stante, éste efec to no fu e observado e nla
investigacion realizada por Maurice et al., (1982), sin embargo, hay que destacar que este grupo
de investigadores utilizaron concentraciones por debajo de las utilizadas por De Falla et al (1987),
Reddy et al (1984) y las utilizadas en este proyecto, la cual fuede 50y 100 ug de AFB/kg de
alimento. (23, 54, 68)

Asi porlos estudios rea lizados p reviamente y por lo s resultados obten idos en este trabajo,
podemos enunciar que las aves al ver afectado el consumo de alimento, se ve reflejado en el peso
corporal, y que es necesario una concentracion de aflatoxinas en el alimento por arriba de 100
ppb, causando en los ani males que han consumido alimento contaminado anorexia e inapetencia
debido a quese altera lapa latabilidad de 1 a limento, asi como de sordenes e n la absorcion,

distribucion y metabolismo de los nutrientes (68).

Aspartato Amino Transferasa (AST/TGO).

Se ha descrito que la aspartato aminotransferasa (AST o TG O) esta presente en muchas células,
sin embargo ésta es util en la evaluacion de lesiones que se presentan en higado y musculo, por ser
una de las enzimas de mayor actividad en estos tejidos. (23,24,27, 67, 85). Sin e mbargo, la
mayor concentracion de AST en el pollo se da en el musculo cardiaco, seguido del higado y el
musculo esquelético. La elevacion de dicha enzima se ha relacionado con dafio hepatocelular en
los pollos, siendo la causa mas frecuente en la elevacion de su actividad la enfermedad hepatica

por aflatoxicosis. (23, 24, 27, 67, 85)
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En el presente trabajo se observd una concentracion enzimatica mayor parael grupo AFB que
para el grupo C (p<0.05)ald ia 21 de iniciado el e xperimento. Una v ez r etirado el a limento

contaminado con aflatoxina, las concentraciones de AST son similares en ambos tratamientos.

En estudios realizados por Ogguz et al., (2002), donde se utilizaron dos dosis de AFB, a 50 y 100
ppb, durante 42 dias; a 50 ppb se observa una disminucion en la concentracion enzimatica (28.01
UI), mientras que a 100 p pb aumenta (36.84 UI), con resp ecto al grupo C ontrol (32.5 UI)
(p<0.05). En comparacion con el presente trabajo en donde hubo aumento en el grupo alimentado
con AFB, es importante mencionar que la concentracion fue mayor a la utilizada por Ogguz et al.,

(2002). Por lo que se pudo observar una elevacion significativa desde el dia 21.

El mismo efecto reportado en este estudio, fue d escrito por Jindal et al (1994), refiriendo que
arriba de 300 pg de AFB/kg de alimento, los niveles enzimaticos de AST se incrementan en el
torrente sanguineo. Por el contrario Raju y Devegowda (2000), indican que a dosis de AFB de 300

ng/kg de alimento, no hay alteracion en la concentracion sanguinea de AST.

Este resu lta ser un dato ttil en el diagnostico de aflatoxicosis aviar y que esun recurso poco
utilizado por los médicos dedicados a esta especie animal indicando un dafio funcional, (3, 78) ya
que en muchas o casiones no se apre cia c ambio morfoldgico ma croscopico ni microscopico en

higados de aves que consumen alimento con aflatoxinas.

Al retirar las aflatoxinas, las alteraciones, tales como el dafio hepatico disminuyeron, permitiendo
encontrar una concentracion enzimatica de AST similar a la presentada por el grupo control. Ya se
ha descrito la gran capacidad de destoxificacion del higado en aves, en las cuales se ha observado

una eliminacion de hasta el 70% de aflatoxina y sus metabolitos después de 72 hrs (30).

Alanin aminotransferasa (ALT o TGP).

Respecto a la con centracion sérica de ALT del grupo AFB fue menor en c omparacion con el
grupo C s in ser es tadisticamente significativos (p>0.05), tanto eneldia 21 como de spués de

retirado el alimento contaminado.
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La actividad de la ALT en los diferentes tejidos se da en el pollo en orden decreciente primero en
musculo cardiaco, tejido pulmonar y por ultimo en el higado. No existe una gran actividad de esta
enzima en el plasma de pollos sanos. Algunos autores como Ogguz et al (2002) (79) informan de
un aumento en la ALT en pollos que recibieron 50 y 100 ug de AFB/kg de a limento por un
periodo d e 42 dias. Otros inv estigadores con sideran que este indicador no e s un a prueba
diagnostica util para eval uar alteracion funcional he patica en las aves (20), similar a lo que se

observo en este estudio.

Proteinas Séricas Totales.

Las proteinas séricas son otros de los componentes que se af ectan por un mal funcionamiento
hepatico o a lteracion en la sintesis p roteica ce lular. En el pre sente estudio se ob servo u n
decremento en la concentracion de proteinas séricas en las aves del grupo AFB (p<0.05) al dia 21;
mientras que para el segundo muestreo, no se observa efecto residual al suspender el alimento con

AFB.

En base a lo observado se puede proponer que la valoracion de la concentracion de proteina sérica,

es un indicador temprano de intoxicacion por aflatoxinas.

Coincide con lo presentado en la literatura la cual menciona que la determinacion de los efectos
bioquimicos toxicos de aflatoxinas es importante p ara diagnosticar aflatoxicosis en pollos (71),
observando alteraciones bioquimicas en el suero y en la sangre, antes de que se hagan evidentes
los signos clinicos y las alteraciones morfoldgicas. (47)

La toxicidad de AFB en pollos puede ser manifestada por un descenso en la concentracion sérica
de Proteinas Totales, (51, 60) afectando la sintesis de RNA mensajero, por lo que se 1 nhibe la
sintesis de proteinas en el higado, y manifestdndose con una disminucion en la concentracion de

proteinas plasmaticas (1, 5, 43, 49, 77, 82)

Este efecto es reforzado por el estudio realizado por Cysewsky (1997), en el cual menciona que el
higado es considerado como 6rgano blanco primario para aflatoxinas, con un consecuente dafo

sobre la actividad me tabdlicay capacidad secretora de éste 6 rgano (2 1). Og guz et al., (2000 )
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mencionan que a dosis de2.5mgde AFB/kgde alimento,del dial al 21, se causauna

disminucion significativa (p<0.05) en los niveles de proteina sérica total. (59)

Albumina.

En el primer muestreo se observo una disminucion en la concentracion de albumina para el grupo
AFB comparado con el grupo C, siendo estadisticamente significativo (p<0.05), a diferencia del

segundo muestreo en el que no hay manifestacion negativa.

Se explica de manera clara, ya que la albumina es la mas abundante de las proteinas plasmaticas,
sintetizada por el higado y liberada al torrente sanguineo de forma mas o menos continua, por lo
que un descenso en las con centraciones séricas son su gestivas d e d afio por su stancias to6 xicas,

entre ellas las aflatoxinas. (1, 30, 43, 49, 50, 59)

Quezada et al., (2000), mencionan que a dosis de AFB de 2 m g/kg de alimento, las proteinas
plasmaticas y albumina mostraron un descenso del 80%. Mientras que en este estudio se observo
un descenso del 47.27%, lo que correlaciona significativamente con Quezada et al., al utilizar en
este estudio una dosis de 1 mgde AFB/kg de alimento. Sin embargo O gguz et al (2002) no

describen este fendmeno con concentraciones de aflatoxina en alimento de 50 y 100 ug /kg. (60)

Porcentaje de Hematocrito.

Para el primer muestreo, se observo una dis minucion en el porcentaje de he matocrito, para el
grupo expuesto con AFB m ientras que para el se gundo muestreo, €ste efecto negativo no se
manifiesta; esto indica que no hubo lesion permanente sobre la médula 6sea, simplemente existid
un efecto depresor sobre la misma (38, 47, 49). Algunos autores mencionan que la mayor cantidad
de aflatoxinas se encuentra en los 6rganos involucrados en la biotransformacion de las aflatoxinas,
seguidos de los 6rganos con mayor actividad metabdlica, como es el caso de la médula dsea. (30,

45,73, 77)
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Lastra, M. J. 2000, menciona que el rango normal del hematocrito en aves, es de 27 a 32 %, lo
que indica que hay un d escenso en los niveles normales cuando se le suplementa aflatoxinas a

dosis de 1 mg/kg de alimento a las aves, ya que se observé un porcentaje de 24.95 al dia 21.

Ogguz et al., (2000), demostraron que a dosis de 2.5 mg/kg de alimento, durante 21 dias, hubo un
descenso significativo del hematocrito (p<0.05); el grupo Control mostrd un porcentaje de 32.40,
mientras que el grupo AFB, un porcentaje de 22.7, mientras que a dosis de 1 mg/kg de alimento,
también durante 21 dias, hubo diferencia significativa (p<0.05); el grupo Control con 26.89 de

porcentaje, y el grupo AFB con 24.95.

Bilirrubinas.

Al dia 21 de iniciado el experimento, se observo diferencia significativa en la concentracion sérica
de bilirrubinas directas y totales, incrementandose en las aves del grupo AFB. El mismo patron de
comportamiento que se observd para AST al retirar el alimento con aflatoxina por una semana, se

observoé al mediar las bilirrubinas.

Las aflat oxinas asi como sus m etabolitos se exc retan principalmente por la bi lis y en menor
cantidad en el rifion. E1 28% se eli minan por las e xcretas en 24 horas, mientras el 71% fue
recuperada de la s ex cretas des pués de 7 dias. Despuésde 1.5 minutos de la presencia de la
aflatoxina en el plasma, ésta se hace presente en la bilis, siendo la ¢ oncentracion ap roximada 7
veces mayor en la bilis que en el plasma, lo que indica que los metabolitos de la aflatoxina B1 se
excretan en gran concentracion por la bilis. La proporcidon de excrecion via bilis, orina y contenido
intestinal es de 70:15:15 respectivamente. En animales en los que se suspende por completo 1a

ingestion de aflatoxinas, la vida media de la aflatoxina dentro del organismo es de 1.4 dias (30)

Cabe recordar que las bilirrubinas se origina de la degradacion de la hemoglobina contenida en los
eritrocitos, la cual es fagocitada por macrofagos tisulares; esta hemoglobina escinde en globina y
hemo; y el anillo hemo se abre para dar: hierro libre que la transferrina transporta en la sangre, y
una cadena recta de cuatro anillos pirrolicos, que constituye el sustrato final de la bilirrubina. (32).
La primera sustancia que se forma es la biliverdina, aunque en seguida se reduce hacia bilirrubina
libre o bilirrubina indirecta, que va liberandose poco a poco de lo s macrofagos hacia el plasma.

La bilirrubina libre se une de manera inmediata a la albimina del plasma, que la transporta por la
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sangre. Esta bilirrubina, atn ligada a la albumina, sigue denominandose bilirrubina libre. En muy
pocas horas, la bilirrubina libre se absorbe por la membrana del hepatocito. Al entrar al hepatocito,
se desl igad ela albuminay se c onjuga en un 8 0%, conel &cido gl ucordnico parad ar el
glucordnido de bilirrubina, un 10% se combina con el 4cido s ulfurico para formar s ulfato de
bilirrubinay en un 10% restante seunea una variedad d e co mpuestos. De esta man era la
bilirrubina sale del hepatocito a tra vés de un mecanismo de transporte activo y se e xcreta a los
canaliculos biliares y desde aqui, hacia el intestino. De manera que en una afeccion hepatica, la
tasa de sintesis de bilirrubina es normal, pero la bilirrubina formada no puede pasar de la sangre al
intestino. La bilirrubina libre suele en trar al he patocito y se conjuga d e manera h abitual. Esta
bilirrubina conjugada regresa luego al a sangre, qu iza por la rotura de los ca naliculos biliares
congestionados o por modificacion del mecanismo de excrecion del hepatocito y por el vertido
directo de 1 a bilis al a linfa que drena el hi gado. Por consigui ente, casi toda la bilirrubina del
plasma, presente en una afeccion he patica es directa o conjugada, en lugar de libre, como lo
ocasionado por las aflatoxinas en los hepatocitos la ¢ ual ocasiona cambios en la p ermeabilidad

celular y de los canaliculos biliares, asi como necrosis del tejido.

Peso Relativo del Higado.

Como se menciono en los resultados, en 1os dos muestreos no se observo diferencia estadistica

significativa (p<0.05) entre los grupos.

En estudios realizados por Quezada et al., (2000), se demostr6 que el peso relativo del higado de
pollos tratados con dosis de AFB de 2 m g/kg de alim ento dur ante 21 dias, no se increment6

significativamente (p<0.05), como lo ocurrido en éste trabajo.

Lo anterior no concuerda con otros investigadores, ya que ellos mencionan que el higado es el
principal 6rgano afectado, y su peso relativo aumenta significativamente aiin con dosis bajas de

aflatoxinas, y éste aumento es debido a una acumulacion progresiva de lipidos (39, 50)

La afeccion del higado se explica ya que es un érgano involucrado en la biotransformacion de
AFB1, y por lo tanto, donde se encuentra la mayor acumulacion de ésta, convirtiéndose asi en un
organo blanco parala a feccion de las af latoxinas. L os m etabolitos hid rosolubles re sultantes

incluyen a las aflatoxinas M1, Q1 , P1y aflat oxicol, que aunqu e son m enos dafiinos, siguen

~53 ~



causando estragos graves a las células d el higado al ser altamente activos y una vez que las
aflatoxinas han e ntrado al organismo por via porta lle gan al higado; éste se enc arga desu
biotransformacion por m edio dela hidroxilaciéon conlae nzima citoc romo P-4 50 y la
glucoronizacion dentro de los hepatocitos, donde en el reticulo endoplasmatico liso, sufren dicha
biotransformacion, produciéndose de ellas metabolitos hidrosolubles entre ellos aflatoxinas M 1,

B2a, Q1 y Aflatoxicol. (30, 45, 46, 55, 65, 77)

En éste trabajo, no hubo incremento estadisticamente significativo (p<0.05), en ninguno de los dos
muestreos, a diferencia de los resu Itados de Ortatatli y Ogguz (2001), en los cuales al u sar una
dosis de AFB de 2.5 mg/kg de alimento durante 21 dias, se muestra una dif erencia significativa

(p<0.05) entre el grupo AFB y el grupo Control.

Por esto tltimo, y lo descrito previamente se concluye que a dosis de AFB no mayores a 2 mg/kg

de alimento durante 21 dias, no hay un incremento significativo.

Peso Relativo del Rifnon.

Lo visto en el peso relativo del higado fue también observado en el peso relativo del rifidén, por lo
que en ningun muestreo hubo incremento o disminucion significativa (p<0.05).
Tampoco se observo alteraciones en el peso del rifion en los trabajos de Ortatli et al., (2001), y

Quezada et al., (2000) al utilizar dosis de AFB de 2 mg/kg de alimento durante 28 dias.

Peso Relativo del Bazo.

A diferencia de los otros 6rganos, en el bazo si present6d una disminucion significativa (p<0.05) en
el peso relativo para el grupo AFB en comparacion con el grupo C, todo esto s6lo en el primer

muestreo.

Los o6rganos linfoides resultan ser también blanco del efecto de las aflatoxinas por lo que se ven
afectados de manera importante la Bolsa de Fabricio y el Bazo. Se menciona que el peso absoluto
del bazo se reduce a partir de dosis de AFB a 3 mg/kg de alimento, (31) sin embargo, en éste caso

solo se necesito de 1 ppm para observar este fendmeno
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El que no se encuentre el aumento y si una disminucion en el peso relativo del bazo, nos indica
que hubo un efecto d afiino d e las aflatoxinas sobreelb azo enlo s grupos experimentales,

encontrandose histopatolégicamente una deplesion linfoide.

Dicho dafo al bazo es g enerado gracias a la toxicidad que produ cen las aflatoxinas sobre los
linfocitos, sobre todo los tipo B, (77) ademas de la disminucion en la respuesta mitdtica de los
linfoblastos que se da en todos los 6rganos linfoides impidiendo la nueva formacion de linfocitos
By T (45)y por ultimo una necrosis de 1 parénquima del 6rgano, produciendo una fibrosis e
impidiendo asi el paso de la sangre a través del 6rgano y por lo tanto generando un menor peso en
dichos grupos experimentales respecto al peso de los bazos de los animales del grupo control. (30,

45)

Pero, estos resultados no concuerdan con los de Ortatli y Ogguz (2001), los cuales muestran un
incremento significativo (p<0.05) para el grupo alimentado con aflatoxina a dosis de 2.5 mg/kg de

alimento, en comparacion con el grupo C durante 21 dias. (61)

Tung et al., (1975 ),ind icaqu e a dosis graduales de aflatox ina se ob serva una marcada

esplenomegalia. (82)

Peso Relativo de 1a Bolsa de Fabricio

En ninguno de los dos muestreos hubo diferencia estadistica significativa, (p<0.05), entre los dos
grupos. Lo presentado en éste trabajo coincide con lo presentado por Ortatli y Ogguz (2001), ellos
reportan que adosisde AFBde 2.5 mg/kg de alimento p or 2 1 dias, n o h ubo dif erencia
significativa (p<0.05) asi como Reddy et al., (1984), reportan que a dosis de 6 mg/kg de alimento
durante 28 dias no hay alteracion en el peso relativo de la Bolsa de Fabricio, coincidiendo con los

resultados expuestos en ésta investigacion.
Opuesto a lo que menciona Ubosi et al., (1985), ya que reportaron que a dosis de AFBd ¢ 996

png/kg de alimento durante seis semanas, causé una disminucion en el peso relativo de la Bolsa de

Fabricio. (83) Se menciona que la Bolsa de Fabricio llega a presentar reduccion en su peso relativo
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y esto es debido a distintos grados de atrofia, que dan la apariencia de un incremento en el nimero

de foliculos linfoides. (23, 58, 73, 81)
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CONCLUSIONES.

La pre sencia de af latoxinas e ne | alimento ocasiona grandes problemas en los p ardmetros
productivos de las aves de engorday por lo tanto, también grandes p érdidas economicas a los
productores. Dicho esto, es importante establecer cuales fueron esos parametros, ya que algunos
de e stos pueden servir como prueba diagnodstica te mprana, y asi poder e stablecer m edidas

correctivas que conlleven a pérdidas econdémicas menores o nulas.

e El peso de las aves mostrd afectacion en los animales del Grupo Experimental, mermando
éste parametro, sin embargo, insuficiente para afectar de manera constante hasta el dia 28,

debido al tiempo de exposicion y a la dosis de la aflatoxina.

e El consumo individual semanal, no reveld datos importantes para el trabajo.

e Los valores de Proteinas totales y albiimina, di sminuyeron en el dia 21 para e 1 Grupo
Experimental y no asieneldia28, locual indica un efecto r esidual nulo sobre es te

parametro, indicador que a dosis bajas no hay afectacion suprema en dichos parametros.

e El efecto en el hem atocrito por la adicion de aflatoxinas en el alimento, se observo en los
animales d el Grupo Experimental AFB , deb idoaqu e el tiempo de exposicion fue
suficiente para causar dafio a 1a médula 6sea y asi disminuir la produccion eritrocitica en

21 dias de la médula 6sea.

e Se observo aumento en la concentracion sérica de la e nzima he patica TGO, la cual se
encuentra dentro de los  hepatocitos y se liberaen gran cantidad enla fase aguday
subaguda del dafio hepatico. Dicha enzima fue estadisticamente diferente al Grupo Control
en el dia veintiuno, dato que hace notar que ésta enzima es indicador temprano y muy
sensible a cualquier lesion hepatica.

e Todo lo contrario con los valores de TGP, y esto nos revela que la medicion de ésta enzima

no es una prueba diagnodstica para aflatoxicosis temprana en pollos de engorda.
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e Enuna afeccion he patica, la sintesis de bilirrubina es normal, pero éstano pasa de la
sangre al intest ino, por lo que est a bilirru bina conjugada se que da enla sangre, por
consiguiente, ca si toda la bilirrubina del plasma, p resente e n una af eccion he patica es
directa o conjugada enlugarde libre, como lo oc asionado por las aflatoxinas en los
hepatocitos, es asi como se evidencia que dicha medicidn si es un buen indicador temprano
de aflatoxicosis, ya que los datos obtenidos en éste trabajo, coinciden con lo e xplicado
anteriormente, es decir, a los 21 dias de experimentacion la bilirrubina directa y la total se
observaron au mentadas, mientras qu e l a indirecta se mantuvo en v alores b asales ¢ on

respecto al Grupo control.

e Enlo que respecta a los pesos relativos, solo se observé afectacion en el bazo, aumentando
su valor del Grupo Experimental AFB en el dia 21, lo que genero algo inesperado, puesto
que normalmente se observa una disminucion en todos los valores, lo cual hace nos hace

creer que el tiempo de exposicion para que este efecto se de, debe ser mayor a los 21 dias.

Finalmente, se concluye que la presencia de alimento contaminado con aflatoxinas a d osis de 1
mg/kg de a limento provoco elevacion séricadela enzima TGO o A ST, bilirrubina directa 'y
bilirrubina total, c oincidiendo con la hip otesis, sin embargo los niveles séricos de proteinas asi

como los de la enzima TGP o ALT, no presentaron dicho aumento.
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APENDICE.

TABLA 1.1

CLASIFICACION DE LOS HONGOS EN BASE A SU CRECIMIENTO

Tipo de Hongo =~ Humedad Temperatura 02/CO02 Sustrato
Relativa de
Proliferacion
Campo >95% Baja Aerobia Fitopatogeno Fusarium
plantas vivas Alternaria

Cephalosporium
Cladosporium
Helminthosporium

Almacén <95% 20-25°C  Anaerobia Material Aspergillus
facultativa  fisiologicamente Penicillium
inactivo

Fuente: Carrillo L. 2002. “Orientacion Biologica”. UNAS.

TABLA 1.2

COMPARACION DE TRABAJOS PARA MEDIR CONCENTRACION PROTEICA
SERICA EN g/dl REALIZADOS A DIFERENTES DOSIS Y MISMOS DIAS DE
EXPERIMENTACION

Tratamiento Ogguz et al., 2000 Trabajo presente 2007
Llevado a 21 dias Llevado a 21 dias
Dosis 1 g/kg
g/dl
C 2.21+/-0.12° 2.95+/-1.07°
b b
AFB 1.30 +/- 0.14 2.17 +/-0.34

C=Control; AFB=Aflatoxina

Fuente: Ogguz, H., Kececi, T., Birdane, T.O., Onder, F. y Kurtoglu, V. 2000. “Effect of clinoptilolite on serum
biochemical and haematological characterers of broiler chicken during experimental aflatoxicosis”. (59) vy el presente

trabajo.
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TABLA 2.1

PESO VIVO PROMEDIO EN GRAMOS

Tto. Dias
Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
g g g g g
C 50.7 +/- 5.01° 137.58 +/- 22.6° 282.14 +/- 47.8° 495.82 +/- 45.8° 751.2 +/-83.84°

AFB 50.8 +/- 5.3° 125.47 +/-27.18° 26732 +/-64.1° 42439 +/-68.6°  670.0 +/-83.89°

C=Control; AFB=Aflatoxina; g=Gramos

TABLA 2.2

CONSUMO DE ALIMENTO PROMEDIO INDIVIDUAL EN GRAMOS

Tratamiento Dias

experimentales
Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
g 8 g g
C 22.24 +/- 0.64° 43.06 +/-2.78° 66.66 +/- 7.21° 110.02 +/-4.36°
AFB 19.79 +/- 0.92° 42.69 +/- 2.41° 63.15 +/- 4.58° 123.52 +/—5.04b

C=Control; AFB=Aflatoxina; g=Gramos



TABLA 2.3

CONCENTRACION ENZIMATICA PROMEDIO DE AST/TGO EN Ul

Tratamiento Dias de experimentacion

Dia 21 Dia 28
Ul Ul
C 45.35 +/-4.93° 47.7 +/-3.03°
b a
AFB 51.25 +/- 1.45 50.29 +/- 2.74

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina; Ul=Unidades Internacionales

TABLA 2.4

CONCENTRACION ENZIMATICA PROMEDIO DE ALT/TGP EN UI

Tratamiento Dias de experimentacion

Dia 21 Dia 28
Ul Ul
C 7.67 +/-0.056 ° 4.11+/-1.07°
AFB 6.78 +/- 0.98 3.97 +/- 0.81

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina; Ul=Unidades Internacionales
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TABLA 2.5

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN g/dl

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
g/dl g/dl
2.95+/-1.07° 1.35+/- 0.048 °

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina

TABLA 2.6

CONCENTRACION DE ALBUMINA EN g/dl

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
g/dl g/dl
2.20+/-0.87° 1.78 +/-0.15°

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina; g/dl=Gramos/Decilitro
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TABLA 2.7

PORCENTAJE PROMEDIO DE HEMATOCRITO

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 28
%
C 26.89 +/-1.94° 25.66 +/- 1.41°
b a
AFB 24.95 +/- 1.57 26.3+/-1.49

C=Control; AFB=Aflatoxina;

TABLA 2.8

PROMEDIO DE BILIRRUBINAS EN SUERO (mg/l)

Tto. Dia 21 Dia 28 Dia 21 Dia 28 Dia 21 Dia 28
c 0.082 +/- 0.5483 +/- 0.07175 +/- 0.102 +/- 0.6355 +/- 0.4117 +/-
0.0481*° 0.1120° 0.0675* 0.0242 * 0.0858 0.1477%
ST 0.2158 +/- 0.5872+/- 0.9015 +/- 0.1147 +/- 0.6857 +/- 0.4711 +/-
0.0142° 0.1067 * 0.0985 " 0.0132% 0.1021% 0.1395%

C=Control; AFB=Aflatoxina; mg/I=Miligramo/Litro
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TABLA 2.9

PESO RELATIVO DE HIGADO EN %

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
% %
3.41+/-0.33° 2.4+/-0.83°

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina;

TABLA 2.10

PESO RELATIVO DEL RINON EN %

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
% %
1.16 +/-0.18° 0.81+/-0.20°

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina;



TABLA 2.11

PESO RELATIVO DE LA BOLSA DE FABRICIO EN %

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
% %
0.26 +/- 0.06 * 0.19 +/- 0.08 *

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina;

TABLA 2.12

PESO RELATIVO DEL BAZO EN %

Tratamiento Dias de experimentacion
Dia 21 Dia 28
% %
0.092 +/-0.02° 0.06 +/-0.02®

0.074 +/-0.02° 0.08 +/- 0.03 ®

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

C=Control; AFB=Aflatoxina;
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GRAFICA 2.1

CONCENTRACION PROMEDIO TGO
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CONCENTRACION TGO EN UI

Dia 21 Dia 28

DIAS DE EXPERIMENTACION

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

GRAFICA 2.2
CONCENTACION PROMEDIO TGP
20
w 7 o
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Q 4 - C
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N7
© o0 . .
Dia 21 Dia 28
DIAS DE EXPERIMENTACION

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.
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GRAFICA 2.3

CONCENTRACION PROTEINAS TOTALES

.
Ny
1 a ';

Dia21 Dia 28

CONCENTACION PROTEICA EN g/dI

DIAS DE EXPERIMENTACION

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

GRAFICA 2.4

CONCENTRACION DE ALBUMINA
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CONCENTRACION ALBUMINA EN g/dI

DIAS DE EXPERIMENTACION

*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.
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GRAFICA 2.5

% DE HEMATOCRITO
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*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

GRAFICA 2.6
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*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.
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GRAFICA 2.7

BILIRRUBINA DIRECTA EN mg/I
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*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

GRAFICA 2.8
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*Literales diferentes en cada columna Indica diferencia significativa al comparar las medidas utilizando
la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05.

~ 77 ~




FOTO 1.1

Fotografia Izq. higado, rifidén, bazo y b. de F. del grupo control.

Fotografia Central y Derecha. higado, rifién, bazo y b. de F. de aves del grupo con AFBI1

Higado del grupo aflatoxina: Hepatosis grasa

se€vera.

FOTO 1.3
Grupo aflatoxina: (A) Bolsa de Fabricio
aumentada de volumen y edematizada. (B) Bazo

con disminuido de tamano.

FOTO 14

Rifion del grupo aflatoxina: Nefromegaliay congestionado.
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