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1. Introduccion

La nutricion animal, en gran parte, se basa en el consumo de granos y
sus derivados, estos son cosechados todo el afio bajo condiciones climaticas
diversas, por lo tanto, el crecimiento, cosecha y el manejo poscosecha varia de
zona a zona, afectando la calidad de los productos finales. Los granos y las
semillas, son invadidos por hongos tanto en campo como en almacén, entre
los principales géneros que producen micotoxinas: Aspergillus, Fusarium y
Penicillium, que sintetizan toxinas altamente hepatotéxicas, nefrotoxicas,
inmunodepresoras, teratogénicas y cancerigenas para los animales
domésticos y seres humanos.

Las fumonisinas son el grupo de micotoxinas mas recientemente
descubiertas y han sido objeto de una atenciéon considerable, son producidas
principalmente por Fusarium moniliforme, la fumonisina (FB1) es la molécula
predominante producida por el hongo. La fumonisina ha sido asociada con
ciertas enfermedades en animales como son la leucoencefalomalacia en

equinos (LEME) y edema pulmonar porcino (EPP).

En Sudafrica, Europa, Asia sudoriental, Taiwan, Brasil, Honduras, India,
Canada, Argentina, Croacia y Nepal, sefalan la presencia natural de
fumonisinas principalmente en el maiz y sus productos, sin embargo en
Filipinas, Tailandia e Indonesia se ha observado una contaminacién de hasta
50% el maiz. Los paises africanos son los mas afectados en un 90% en sus
cosechas en estos paises se han detectado niveles de fumonisina en maiz de
2000 mg/kg y en alimento para animales rangos de 4000 a 11000 mg/kg. Otros
investigadores mencionan la presencia de fumonisina en Argentina, Costa
Rica, Honduras y Venezuela pero en cantidades que van de 1 a 150ppm.,
afectando principalmente al maiz amarillo en el 83% de las muestras
analizadas (Chulze, 1996; Placinta, 1999; Gordon, 2000). Los productos de
maiz refinado para consumo humano disponible en el comercio estan por lo

general contaminados en niveles de < 1 pg/g de fumonisina B¢ (Visconti, 1999).



La Food and Agriculture Organization (FAO) estima que méas de 25% de
la produccién de alimentos en el mundo esta contaminado en un cierto grado

con micotoxinas (Lawlor, and Lynch 2001).

La mayoria de los hongos crecen en los cereales produciendo sus
toxinas cuando las condiciones son favorables. Asi se estima que entre el 25
y 40% de los cereales puede estar contaminado con alguna o varias
micotoxinas. (Pittet, 1998).

Diferentes autores mencionan que la (FB1) interfiere con la biosintesis
de los esfingolipidos o la esfingosina (So), debido a que la (FB1) en parte de su
estructura quimica es similar al complejo alcohol-amino de la esfingosina (So)
(Mayes, 1988; Wang, 1991; Visconti ,1999). Las fumonisinas (FB1) y (FB2)
provocan problemas neurotoxicos, hepatotéxicos, nefrotdxicos, edemas

pulmonares y lesiones cardiacas (Gimeno, 2001).

Los signos clinicos de dolor, disnea aguda con alta mortalidad, lesiones
de edema intersticial e hidrotérax sugiere una toxicosis con fumonisinas. Los
cambios en los valores en la quimica del suero y la elevacién de esfingonina/
esfingosina (SA/SO). Las enzimas hepaticas usualmente se elevan en los dias
4 a 7 después de iniciar la exposicion, mientras que la GGT vy bilirrubinas
contindian un incremento en las semanas 1 a 2, la proporcion de SA/SO es el
mas sensible indicador para el dafo por fumonisinas.

(Gimeno, 2002).



1.1 Consumo de carne de cerdo en México

El consumo nacional aparente de carne y productos porcinos en México
fue de 1, 730,200 toneladas en 2008 manteniéndose en una participacion del
25% dentro del consumo general de carnes en el pais. En 2009 se perfila
como un ano de recesion global a nivel mundial por lo cual este sector se vera

afectado de igual forma a nivel agropecuario (SAGARPA, 2009).

La compleja situacion de la economia mundial y el encarecimiento de
los granos empleados en la alimentacion del ganado son dos de los principales
factores que tuvieron una gran incidencia sobre el comportamiento de la
produccién porcicola nacional. Para el 2006 los precios de los granos tienen
un alza, afectando los costos de produccion en todas las ramas de la ganaderia

por lo tanto en México como a nivel mundial.

Aunado al aumento en los costos de produccién se registré una fuerte
caida de los precios liquidados por el ganado porcino para abasto implicando la
perdida de la rentabilidad de la actividad, situacion que fue resentida en mayor
o menor medida por los diferentes estratos productivos y la ubicacion
geografica de las granjas (SAGARPA, 2009).

1.2 Insumos alimenticios para el cerdo

En los tres dUltimos anos la economia mexicana mostr6 avances
importantes sin embargo algunos sectores econdmicos vieron afectados su
desempeiio como resultado del encarecimiento de los granos lo que tuvo una
fuerte repercusion en el mercado de alimentos para consumo humano y sobre
las ramas de la ganaderia que soportan la alimentacién del ganado
mayoritariamente en alimentos balanceados (SAGARPA, 2009).

Los pequenos productores resintieron el mayor dafno ya que los precios
de mercado dificilmente le permitieron recuperar los costos de produccién
generando no solo la descapitalizacion, sino un nivel fuerte de endeudamiento

que los llevo al retiro de la actividad.



El agravamiento del entorno econdémico y los visos de recesion a nivel
mundial fueron factores que vinieron a complicar el panorama de la porcicultura
en 2008. Es importante establecer que la afeccion de la planta productiva en
2007 se reflejo hacia principios del 2008 y que el crecimiento de la produccion
procedente de empresas porcicolas y grupos organizados de porcicultores no
fue lo suficiente grande para subsanar la baja de esta produccion (SAGARPA,
2009).

Las respuestas clinicas a las micotoxinas va depender de la
concentraciéon en el alimento, duracién de la comida con presencia o ausencia
de otra micotoxina de la especie, edad y estado de salud del animal, la
respuesta clinica puede variar de aguda a cronica, la vomitotoxina causa en
los cerdos rechazo del alimento; la zearalenona afecta a los oOrganos
reproductivos; la ochratoxina causa dano renal y la aflatoxina aumenta la
susceptibilidad de enfermedad a través de su accidon inmunosupresora, la

aflatoxina puede también causar hemorragias y desordenes digestivos.

1.3 Micotoxicosis

La toxicosis aguda o crénica puede resultar de la exposicion del alimento
o contaminacion de la cama con toxinas que pueden ser producidas durante el
crecimiento de varios hongos saprofitos o fitopatégenos en los cereales, heno,
paja, pasto, o algun otro forraje (Marasas, 1995).
Algunas de las principales caracteristicas de una micotoxicosis son:
» La causa no puede ser identificada inmediatamente.
» No son transmisibles de un animal a otro.
» El tratamiento con drogas o antibidticos ha sido poco efectivo en el
curso de la enfermedad.
> Los brotes son usualmente estacidénales por que la secuencia climatica
puede favorecer el crecimiento de hongos y la produccién de toxinas.
» Se indica estudios especificos asociados con alimento en particular.
» Aunque hay muchos numeros o especie de hongos que pueden ser
encontrados en el examen del alimento estos no son necesariamente

indicativos de que la produccién de toxinas ha ocurrido.



La confirmacion del diagnéstico de la enfermedad de micotoxicosis
requiere una combinacion de informacion.
La deteccion de las esporas no son suficientes para un diagnéstico.
La presencia del hongo en el alimento no garantiza que esto presente la
micotoxina por lo que se requiere de un diagnéstico mas amplio y documentado

para poder definir una micotoxicosis.

Mas de una micotoxina puede estar presente en el alimento y sus
diferentes propiedades toxicoldgicas pueden causar signos clinicos y lesiones
que no coinciden con aquellas que se ven en los animales, son administradas
en experimentos con micotoxinas puras o simples.

Diversas micotoxinas se consideran inmunosupresoras, ya que permiten
la entrada de agentes oportunistas como virus, bacterias o parasitos generando
asi cuadros clinicos marcados.

Puede ser una opcion el uso de aluminosilicatos para adsorber
micotoxinas, éste se ha empleado en alimento balanceado, asi como en granos

para disminuir la concentracion de ellos (Mallmann, 2007).

1.3.1 Contaminacion de alimentos de cerdo por micotoxinas

Cuando el alimento contaminado con micotoxinas es mezclado con
alimento de buena calidad, puede ser una alternativa para prevenir un fuerte
crecimiento de hongos toxigénicos. Otra alternativa para evitar contaminacién
por micotoxinas es el uso del secado o el empleo &cidos organicos como por
ejemplo acido propionico para prevenir el crecimiento del hongo (Lawlor, and
Lynch, 2001).

El deficiente porcentaje de proteina y selenio han sido implicados como
factores predisponentes en algunos casos de micotoxicosis por (FB1), siendo
los animales jovenes los mas susceptibles.

(Lawlor, and Lynch, 2001).



La contaminacién de alimento o la concentracion micotoxinas sugiere
que factores relacionados con el mal acopio del grano pueden influenciar en los
resultados observados.

1.3.2 Fusarium spp

El género Fusarium es uno de los hongos mas importantes debido a que
es el agente causal de diversas enfermedades en las plantas, asi como
productor de micotoxinas, las cuales afectan animales y humanos. (Richard, et
al., 2000).

Algunas especies de Fusarium afectan a cereales, otras especies
pueden crecer en el refrigerador capaz de contaminar frutas y hortalizas
almacenadas.

La persistencia de Fusarium en el suelo durante uno a varios afnos se debe a la
presencia de las clamidosporas, ya que requieren para germinar fuentes

exogenas de nutrimentos (Lacey, 1989).

Fusarium moniliforme

Dentro de los principales hongos el género Fusarium, esta reconocido
mundialmente ya que dependiendo de la especie, es capaz de producir una
serie de toxinas con diversa estructura quimica. Muchas de las especies
toxigénicas de Fusarium son patdgenas para plantas y cereales. Si durante la
formacion de la mazorca se presentan condiciones de alta humedad, los
granos son deteriorados por este hongo, causando la pudricién de la mazorca
(Placinta, 1999).

Ciertas especies del género Fusarium son capaces de causar una
variedad de enfermedades en el maiz, incluyendo enfermedades de la plantula,
pudricion del tallo y pudricion de la mazorca.

Las micotoxinas producidas por Fusarium spp en los granos de cereal son

metabolitos secundarios que atraen la atencién de cientificos y productores.



Dentro del género Fusarium se encuentran:

1.- Fusarium verticilloides finalmente llamado Fusarium moniliforme, este
hongo es también conocido por el nombre Gibberella moniliformes,
actualmente nombrado Gibberella fujikuroi.

2.-Fusarium proliferatum.

3.-Fusarium grarninearium (también llamado Giberella zeae).

Fumonisina (B1) ha sido relacionada con patologias como
leucoencefalomalacia en equinos (ELEM) también llamada ceguera por
tambaleo (blind staggers) y edema pulmonar porcino (Vincelli and Parker
2002).

Tanto F. moniliforme como F. proliferatum figuran entre los hongos
comunmente asociados con el maiz, y que pueden recuperarse de la mayoria
de los granos, incluso de los que parecen sanos. La presencia de fumonisinas
en las plantaciones de maiz en el campo guardan una correlacion positiva con
la incidencia de casos de estas dos especies fungicas que predominan durante
la fase tardia de madurez (Visconti, etal. 1999; FAO/OMS, 1999).

1.3.3 Fumonisina

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas recientemente
descubiertas y han sido objeto de una atencién considerable ya que son
producidas principalmente por Fusarium moniliforme, sin embargo otras
especies de Fusarium pueden producirlas, como F. proliferatum; F. nygamai; F.
anthophilium; F. dlamini'y F. napiforme la (FB1) es la molécula predominante
producida por el hongo.

El mecanismo general de accién de las fumonisinas es la inhibicion de la

sintesis de esfingolipidos. (Haschek, et al. 2001)

La toxicosis por fumonisinas en cerdos fue llamada edema pulmonar

porcino, después de una epidemia en cerdos alimentados con maiz



contaminado con Fusarium verticilloides (F.moniliforme), este maiz fue
cultivado en 1989 en lowa, lllinois y Georgia.

Los cerdos que murieron tuvieron un edema pulmonar severo, que no fue
identificado en otras especies después de estar expuesto a fumonisina
(Marasas, 2001).

Las condiciones que favorecen la produccion de fumonisinas por hongos
de Fusarium no se tienen claramente definidos; sin embargo, periodos de
sequia seguidos por frié en condiciones de humedad durante la polinizacién y
desarrollo de los granos puede favorecer su produccion la micotoxina
determinando la magnitud de el efecto que pueden ser baja de peso en casos
severos, disminucion de la produccién, falla organica y muerte (Stack and
Carlson 2003).

Dependiendo de la magnitud de exposicién, duracién y concentracion su
recuperacion de los cerdos puede darse si la contaminacion del alimento es
removido de la dieta. Consecuentemente la FDA recientemente establecié los
niveles de accion recomendados para la fumonisina en el alimento de

humanos y animales.

1.3.4 Estructura quimica

Recientemente el hongo Alternaria sp también mostr6é la capacidad de
producir (B1). Estos son compuestos altamente polares, por lo que ellos son
solubles en agua, pero insolubles en solventes organicos (Ross, et al. 1990;
Nelson, 1992; Rosiles, et al. 1996). En la Figura 1 se muestra la estructura
de la (FB1).

Seis diferentes fumonisinas han sido aisladas e identificadas: (FB1)
(descubierta en 1988), FB2, FB3 y FB4, sin embargo solo FB1, FB2 y FB3 han
sido detectadas como contaminantes naturales en maiz (Placinta, et al. 1999;
D'Mello, etal. 1999).



NH: OH

OH

Fig. 1 FUMONISINA B1 (Voss, et al. 2007)

1.3.5 Mecanismo de accion de la Fumonisina (FB1)

La (FB1) tiene una unidad hidrocarbonada de cadena larga similar a la

de la esfingonina y esfingosina (Fig.2), esta cadena juega un papel en su
toxicidad.
Diferentes autores mencionan que la (FB1) interfiere con la biosintesis de los
esfingolipidos o la esfingosina (So) (Fig.2), debido a que la estructura quimica
de la FB1 es similar al complejo alcohol-amino de la esfingosina (SO). (Soriano,
et al. 2005; Constable, et al. 2003; Norred, et al. 1997).

OH
Hof\l)\/\/\/\/\/\/\/\
NH,
Esfingosina
OH R, OR;
NHR | R, CH, OR,

Fumonisina B1

Fig. 2 Diferencia entre fumonisina B1 y Esfingosina (Norred, etal 1997)



Los esfingolipidos (fosfoesfingolipidos, glicoesfingolipidos) son
importantes en la integridad de la membrana celular, en la comunicacion
intercelular, son mediadores del crecimiento celular y de la diferenciacion y
muerte de las células. En los mamiferos, la concentracion de esfingosina es por
lo general, de 3 a 5 veces mas elevada que la de esfingonina. La esfingonina
N-aciltransferasa y la esfingosina N-aciltransferasa (ceramida sintetasa) son
enzimas fundamentales en el metabolismo de la biosintesis de los
esfingolipidos. (fig. 3) (Lino, et al. 2004).

Las fumonisinas pueden alterar la concentracién y la proporcion entre la
esfingonina (Sa) y la esfingosina (So) de forma que se disminuye la biosintesis

de la esfingosina y se acumula esfingonina (fig.3).

Estas micotoxinas pueden en células eucaridticas, bloquear la
biosintesis de los esfingolipidos, que son la base de formacion de mensajeros
secundarios que controlan los diferentes procesos entre células tales como la
activacion y desactivacién de proteinas especificas y la expresién genética
(Lino, etal. 2004).

En cerdos, la inhibicién parcial o total de la esfingosina y de la enzima N-
aciltransferasa son las responsables de los problemas de hepatotoxicosis, de
forma que la relacion esfingonina/esfingosina por lo que se utilizan como

biomarcadores de intoxicacién por fumonisinas (Mallmann, and Dilkin, 2007).

Los esfingolipidos son encontrados en abundancia en cerebro y tejido
nervioso, por ejemplo los glicoesfingolipidos son uno de los mayores
componentes de los lipidos que forman la mielina, la cual es un constituyente
de la membrana de los oligodendrocitos y de las células de Schwann, en el
sistema nervioso central y periférico, lo que explica las alteraciones observadas

en equinos. (Mayes, 1988; Wang, etal 1991; Visconti, et al. 1999).
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(Soriano, et al. 2005)

Debido que la biodisponibilidad de purificar la fumonisina es limitada, su
estudio se ha ejecutado en su mayoria en roedores. En ratas las fumonisinas
son pobremente absorbidas y excretadas rapidamente por higado y en menor
proporcién degradada a través de rifidn.

Un estudio sobre a farmacocinética de la B1, marcada con carbono 14
(IB1]"), fue administrada por via intravenosa (I.V.) e intragastricamente (1.G.),
se recolectaron muestras de sangre, orina y heces, en intervalos de tiempo
especifico sobre las 72hrs. Después de la dosificacién por 1.V., la concentracion
en plasma se distribuyd triexponencial. Solamente algunos niveles de
radiactividad fueron asimilados en plasma después de 3 dias. Este es

eliminado principalmente en heces (58%) y orina (21.2%).

Se observaron residuos de fumonisina en tejido del higado, rifidn,
intestino delgado, cerebro, pulmén, corazén y glandulas adrenales, 72 hrs
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después de ser administrada por I.V. Cuando la fumonisina fue administrada
|.G. la biodisponibilidad fue de 3-6%, después de 3 dias, el total de residuos en
tejidos fue de 10 a 20 veces mas bajo que la dosis intravenosa (Prelusky,
1994).

En otro estudio reportado, los cerdos fueron alimentados con fumonisina
marcada radiactivamente [B1]™ a una dosis de 2-3 ppm por 24 dias se observé
acumulacion de residuos en higado y rindn. Posteriormente cuando se les
cambi6 la dieta con alimento libre de [B1]'* la radiactividad disminuyé 35%

después de 3 dias, teniendo trazas después de 9 dias.

La fumonisina, por lo tanto, tiene muy mala biodisponibilidad oral en cerdos, sin
embargo la distribucién de la fraccion adsorbida tuvo afinidad especifica por el
higado.

Por lo tanto, las dietas contaminadas con (FB1), que son consumidas
por cerdos en largos periodos pueden producir una acumulacién de residuos
potencialmente toxicos en higado y rifién (Haschek, et al. 2001).

1.3.6. Patogenia de fumonisinas en cerdos

Las fumonisinas (B1) y (B2) provocan problemas neurotoxicos,
hepatotoxicos, nefrotéxicos, edema pulmonar y lesiones cardiacas (Gimeno,
2001).

Existen evidencias de dafo bioquimico, celular y morfolégico en los animales
que consumen alimento contaminado con fumonisinas, dentro de las
alteraciones que se observan en equinos, cerdos, rumiantes y pollos se
encuentran tracto gastrointestinal, dafio hepético, cerebro y pulmén y muerte.
(D"Mello, et al. 1999; Placinta, et al. 1999).

En dietas con mas de 120 ppm de (FB1) produce en cerdos edema
pulmonar en un tiempo de 4-10 dias. Si los niveles en la dieta son mas de

12



50ppm causan hepatotoxicosis dentro de 7-10 dias, pero los cerdos sobreviven

al desarrollo de la enfermedad.

La fumonisina (FB1) y FB2 son similarmente toxicas en cerdos y hay
una relacion constante en maiz contaminado en el campo. La fumonisina FB3

parece no ser toxica en cerdos. (Straw, et al,1999).

La enfermedad se ha reproducido experimentalmente por la alimentacion
de maiz contaminados con F. verticillioides, y por la administracion intravenosa
de fumonisina B1. Un estudio realizado (Harrison, et al 1990), mostré que la
B1 pura, a concentraciones de 0.4mg/kg peso corporal/4 dias, causa edema
pulmonar en cerdos por inyeccion intravenosa. Gumprecht, et al. 1998,
desarrollaron edema pulmonar en el dia 3. En cerdos alimentados con
alimento contaminado con 20 mg de (FB1)/kg de peso corporal /dia

desarrollaron edema pulmonar en 3 dias (Gumprecht 1998).

Las fumonisinas inducen acumulacion de material membranoso en
células endoteliales pulmonares en el cerdo. (Haschek, et al., 2001).
Molelin et.al, encontraron dafo en el higado y edema pulmonar en cerdos
destetados, donde los niveles de (FB1) excedian 23-175 ppm
respectivamente.

1.3.7 Signos clinicos y lesiones

Inicialmente hay letargica, inquietud, depresidén, hiperemia en piel,
salivacion ligera, disnea, boqueo, postracién, cianosis, debilidad general y
muerte.

Los signos comienzan después de 4 a 7 dias de consumo de alimento
con fumonisinas.

El consumo de (FB1) 75-100ppm dentro de 1-3 semanas causa ictericia,
anorexia, perdida de peso, perdida de la condicién corporal.

(Lawlor, and Lynch 2001).
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Los cerdos que ingieren pequefas cantidades de fumonisinas pueden
desarrollar una pequena ictericia en piel, mucosas y la conjuntiva ocular.
(Stack, and Carlson 2003).

El higado, pulmones, son los 6rganos afectados por (B1), a dosis bajas
provocan una enfermedad lenta y progresiva en el higado, una elevada dosis
también provocan edema pulmonar agudo (Lawlor and Lynch 2001).

El tratamiento para los animales afectados es dificil por el tiempo de
ingestion y el inicio de los signos clinicos. La prevencion es el mejor plan de
manejo, para el grano adquirido, puede analizarse para (B1) pero por su costo

rara vez se realiza. (Stack, and Carlson 20003).

1.3.8 Diagnostico

Para el diagnostico de una micotoxicosis se puede realizar lo siguiente:
» Evaluacién de la concentracién de aflatoxinas y fumonisinas en el
alimento.
Necropsia
Histopatoldgico

Perfil enzimatico, proteina, albumina, bilirrubinas.

YV V VYV V

Relacion esfingonina/esfingosina - especificamente se realiza la
determinacion de la relacion para diagnosticar- fumonisina ya que esta

relacién sirve como biomarcador de la enfermedad (Moreno, 2009).
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1.4 Justificacion

Los granos son parte fundamental de la alimentacion a nivel mundial,
México por su parte destina parte de su produccion al consumo humano pero
de igual forma también al consumo en cerdos por lo cual los granos son

susceptibles de contaminacién por Fusarium.

Estas micotoxinas han adquirido gran importancia debido a los efectos
nocivos que causan al ser ingeridas en los alimentos, tanto en el hombre como
en los animales. Las fumonisinas son consideradas nocivas para los cerdos,
sin embargo son las menos estudiadas en esta especie, a pesar de su efecto
adverso en el aparato respiratorio € higado reportada en animales. No se
tienen datos de la incidencia de fumonisinas en Meéxico, asi como el

comportamiento de éstas en presencia de otras enfermedades.

Las fumonisinas tienen especificidad de 6rgano y especie, en un trabajo
realizado con cerdos, ovejas, conejos, ratas, observO que solo hubo
alteraciones en el endotelio capilar pulmonar en cerdos, en las demas especies
afectdé otros organos, por lo que la fumonisina fue especifica de dérgano y
especie (Gumprecht 2001).
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1.5 Hipétesis

Se administré alimento con una dosis 12 ppm y 40ppm de (FB1)
esperando tener como primer signo clinico problemas respiratorios, ictericia,
aumento en la temperatura, baja en el consumo de alimento, provocando baja
de peso, lo cual resulta en pérdidas para el productor elevandose costos de
produccién haciéndolo menos rentable para el porcicultor.
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2. Objetivos Generales

Observar la relacion del crecimiento de los lechones con presencia de

(FB1)  administrada a la alimentacién diaria de los lechones durante un

periodo determinado.

2.1 Objetivos Particulares

» Evaluacién de los cambios morfopatolégicos provocados por (FB1)
en pulmoén e higado.

> Evaluacién cambios histopatolégicos provocados por (FB1).

» Evaluar la baja de peso corporal en lechones administrando (FB1).
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3. Material y Métodos

3.1 Evaluacion de la concentracion de aflatoxinas y fumonisinas en el
alimento.

3.2 Determinacion de Aflatoxinas.

La cuantificacion de aflatoxinas se llevé a cabo de acuerdo al método
reportado en el manual de la AOAC 991.31(1995), empleando columnas con
anticuerpos monoclonales contra la toxinas (FB1), FB2, G; y G, (Aflatest,
VICAM Science Technology, 303 Pleasant St., Watertown, MA, USA).

3.3 Determinacion de fumonisinas

La cuantificacion de las fumonisinas se llevé a cabo por medio de la
técnica de columnas con anticuerpos monoclonales para fumonisinas
(Fumonites,VICAM Science Technology, 303 Pleasant St., Watertown, MA,
USA). Para ello se realizé la extraccion colocando en un vaso de licuadora
50grs de muestra molida, 100ml de metanol al 80%, 5gr de NaCl, se
homogeniz6 en licuadora por 1 min. Posteriormente se filtré a través de papel
whatman No.1, se tomaron 10 ml y se llevé a un volumen de 50ml con solucién
buffer de fosfatos/tween-20 al 0.1%, nuevamente se filtrd la solucion con filtro
de microfibra de 0.1um., se tomaron 10ml y se pasaron a través de la columna
de Fumonitest. Después de pasarlo por la columna se lavdé pasando 10ml de
solucion buffer de fosfatos/tween-20 al 0.1%, se realizé un segundo lavado
pasando 10ml de solucion buffer de fosfatos. Posteriormente se diluy6é pasando
1ml de metanol grado HPLC el cual fue recolectado. Al diluido se le agrego 1ml
de revelador, se homogenizé y se ley6 en el fluorometro (VICAM) y se obtuvo

la lectura 4 minutos después en unidades de ppm (mg/Kg).
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3.4 Fumonisina (FB1)

La toxina empleada fue (FB1) estandar (F1147.Sigma—Aldrich), con una
pureza del 98%. Se prepard una solucién a una concentracién de 87ppm en
agua destilada y se almacen6 a una temperatura de 4°C. La administracion de
la fumonisina (FB1) a los lechones destetados fue de 12 ppm y 40ppm (mg/kg
de peso vivo) diario/via oral.

3.5 Lechones

Se emplearon 15 lechones recién destetados de 29 dias de edad, con
un peso de 4.17 a 7.6 kg, hibridos, de ambos sexos, procedentes de una
granja libre de PRRS. EIl experimento se llevd a cabo en el laboratorio de
Virologia y en la Unidad de Investigacion en Granos y Semillas de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C) de la Universidad Nacional

Autébnoma de México.

3.6 Diseno experimental

El disefio experimental fue completamente al azar con 3 tratamientos y
3 replicas por tratamiento (duracién del experimento 18 dias).
» Grupo A: Control negativo.
» Grupo B: Intoxicados con 12ppm de (FB1) a partir del dia 0 (inicio del
experimento).

» Grupo C: Intoxicados con 40ppm de (FB1).

Se utilizaron 15 lechones de engorda F1 de 29 dias de edad, los cuales
son divididos en tres grupos de 5 cerdos cada uno.
Grupo A: 5 lechones alimento + 0 g/kg de peso vivo
Grupo B: 5 lechones alimento + 12ppm/kg de peso vivo de (FB1)/via oral.
Grupo C: 5 lechones alimento + 40ppm/kg de peso vivo de (FB1)/via oral,
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A los lechones se les administré alimento y agua a libre acceso, por un
periodo de 18 dias. El consumo de alimento y el peso se midié al inicio y al
final del periodo experimental. Después los lechones fueron sacrificados para
realizar la necropsia, evaluacion macroscopica de higado, pulmén, asi como
para la recoleccion de muestras de tejido, las muestras recolectadas fueron
conservadas en formol amortiguado al 4% y su posterior procesamiento y
observacion histolégica.

3.7 Signos clinicos observados en los lechones

Los lechones diariamente se observaron para apreciar la signologia
clinica como: diarrea, aumento de temperatura corporal (pirexia), disnea, baja
del consumo del alimento, evaluacion del peso al inicio, intermedio y final del

experimento.

3.8 Registro de Temperatura

Diariamente se tomo la temperatura corporal via rectal a cada uno de los
cerdos en todos los grupos tratados.

3.9 Evaluacion de ganancia de peso

A todos los cerdos de los grupos A, B, C, por la manana se les registrd el peso,

durante el dia 0 (inicio del experimento), dia 8 y dia 18 (final del experimento).

3.10 Necropsia

Los lechones fueron sacrificados al término del periodo experimental. Se
sacrificaron por medio electro-insensibilizacion, segun se indica en la norma
oficial NOM-033-ZO0-1995.

Durante la necropsia se realizaron las observaciones y registro de las
lesiones macroscopicas asi como la localizacién, forma y tamano segun el
I6bulo afectado. La determinacion del grado de lesion neumoénica, se realiz6
con base en la observacion y registro de la vista dorsal y ventral pulmonar.
(Ciprian, 1988).
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3.11 Evaluacion histoldgica

Para la evaluacion histologica se tomaron fragmentos de tejido pulmonar
e higado, conteniendo tejido sin cambios patoldgicos aparentes (SCPA) y tejido
lesionado, los cuales fueron fijados en formalina amortiguada al 10%, para su
posterior procesamiento y por ultimo se realizd la tincidbn con hematoxilina y
eosina (Harms, et al.,, 2001 ;Valladares, et al. 2007).

3.1.2 Analisis estadistico

Se utiliz6 la desviacion estandar para indicar la relacion de peso entre

los grupos A, B, C con respecto a la medida del promedio.
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4. Resultados

4.1 Evaluacion de la concentracion de aflatoxinas y fumonisina (FB1) en el

alimento.

En la evaluacion de la concentracion de aflatoxinas y fumonisina (FB1),
en el alimento empleado para el consumo de los cerdos, se encontrd, 3ppb
(ng/kg) de aflatoxinas y 1ppm (mg/kg) de fumonisina (FB1).

4.2 Evaluacion de la Temperatura

Los resultados obtenidos de la temperatura corporal promedio en los
lechones se muestran en la grafica 1. Los cerdos del grupo A control negativo,
mostraron una temperatura promedio de 39° C, a partir del dia 7 hasta el final
del experimento, de igual manera el grupo B, pero, el grupo C en relacion a los

dos grupos anteriores hay aumento de temperatura.

Grafica 1.
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4.3 Evaluacion del peso a través de la desviacion estandar

Cuadro 1. Promedio de peso corporal (media +/- desviacion estandar)

registrados durante el experimento.

Peso (kg)

Tratamiento Dia -5 Dia 0 Dia 8 Dia 18

Grupo A 6.3+/-0.57 |6.93+/-0.60| 8.0 +/-1.0 11.0+/-1.0

Grupo B 6.25 +/- 2.06 7.5+/-2.38 | 7.25+/-3.39 | 7.17 +/- 2.61

Grupo C 6.7 +/- 1.30 6.4 +/-1.19 | 6.08 +/-1.39 | 6.35 +/- 2.91

4.4 Planimetria de pulmén

Planimetria es un método de comparacion entre dos diagramas
pulmonares de uno normal y otro enfermo para llegar a un diagnostico
presuntivo el cual consiste en comparar la lesiones encontradas
macroscopicamente para después de la necropsia indicar el o los Iébulos
afectados y asi hacer la comparacién con el grupo control A, grupo B, grupo C
(Lopez, 2009).
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23



VISTA DORSAL

i

A a

J
3 —
i | |}
. X I O
= \ s
= L T I =l .'__-'_4/
1-_ e [
1 | ] | r/

VISTA VENTRAL L -

T
HREN
\L]
i
<HHH

L

Grupo B

VISTA DORSAL

™
jj5\=%aerd
| T = L/I.ﬁ:}
]‘TII I 1 A
A

:| :ill.i:f

‘1 ' I | | o T |
VISTA VENTRALN\—— i iyﬁ
B

8
= ) ! /
{ Ir - f
118
\ e T
N HHH yz
Grupo C

Grupo A, Grupo B, Grupo C (Lépez J. 2009)



4.5 Evaluacion histopatologica

Grupo

Organo A

Grupo B

Grupo C

Pulmoén | (SCPA)

Dilatacién capilares
alveolares moderada a
difusa, material eosinofilo
correspondiente a edema
fig.9

Neumonia intersticial en
septos alveolares
engrosados con infiltracién
mononuclear, hiperemia,
hemorragia. fig.10

Higado | (SCPA)

Perdida de arquitectura con
degeneracién vacuolar
albuminosa, nucleos
desplazados a la periferia
fig.12

Marcada perdida
arquitectura y degeneracion
vacuolar, albuminosa,
nucleos desplazados a la
periferia fig.13

Fig.4 Pulmédn de lechén intoxicado con (FB1) con un 3.4% consolidacién

rojiza.




Fig. 5 Pulmén de lechén intoxicado con (FB1) 6.4% hemorragia, edema.

Fig. 6 Higado intoxicado grupo B con (FB1) ligero redondeo de los bordes.

Fig. 7 Higado intoxicado grupo C con (FB1) bordes redondeados.



Fig. 8 Pulmédn de lechdn correspondiente al grupo A.

Fig. 9 Pulmén de lechdn correspondiente al grupo B intoxicado con (FB1).



Fig. 10 Pulmén de lechén correspondiente al grupo C intoxicado con (FB1).

Fig.11 Higado del grupo control el cual conserva su estructura normal (SCPA).



Fig. 12 Higado intoxicado grupo B con (FB1).

Fig. 13 Higado intoxicado grupo C con (FB1).
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5. Discusion

Las micotoxinas provocan pérdidas econdmicas en las granjas por las
diferentes afecciones que producen en los animales. Debido a que se
encuentran presentes como contaminantes en una gran variedad de cereales
con lo que se preparan las dietas para los animales. Dentro de las micotoxinas,
las fumonisinas han sido asociadas con edema pulmonar porcino y

leucoencefalomalacia equina (Rosiles, et al. 1996).

Los cereales en México y en otras partes del mundo que son utilizados
en la elaboracion de alimentos balanceados como el maiz, frecuentemente se
encuentran contaminados con micotoxinas, en México son pocos los estudios
realizados sobre la incidencia de fumonisinas en el maiz cosechado para

consumo animal y humano (Robledo, et al. 2001).

En este estudio se realizé la determinacion de la concentracion (FB1),
en el alimento comercial empleado para la alimentacién de los lechones, con el
proposito de descartar la presencia de altas concentraciones (FB1) externas a

las inoculadas durante el experimento.

En el grupo A, donde recibio el alimento libre de (FB1), no se

encontraron lesiones hallazgos a la necropsia.

El grupo B inoculado unicamente con (FB1), no present6 hipertermia,
estos resultados coinciden con un estudio previamente reportado, donde
cerdos tratados con dosis orales bajas (equivalente de 5-8 ppm) de (FB1)
contenidas en el material de cultivo durante 20 dias, presentaron temperaturas
de 39.5-39.8°C (Halloy, et al, 2005).

Otro parametro que se midi6 fue, el registro de peso corporal de los
animales que se realizé durante este estudio, mostrd, una ganancia de peso
equivalente a 29.61%, en el grupo A. Los valores del coeficiente R? fueron mas
elevados en el grupo A control negativo (0.883), por la menor variacion del
peso durante el estudio (desviaciones estandar de + 0.57 a + 1.0); la mayor
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ganancia en peso en promedio se presentd en el grupo A, con valor de 1.57 kg

representando casi el 30% de aumento de su peso original.

Se ha reportado que a dosis de 1, 5, 10 asi como de 20 y 40 ppm (mg/kg
de alimento) de (FB1), no se presenta efecto en la ganancia de peso en cerdos
con pesos iniciales de 8.5-10kg (Zomborszky, et al., 2000; 2002).

En este estudio aunque no se observaron ganancias de peso en los
grupos tratados con micotoxina, los resultados fueron sugestivos de un efecto

sobre los animales.

No obstante, a pesar de haber empleado en este estudio, una dosis de
(FB1) 12ppm y 40ppm en un periodo corto (18 dias), se pudo observar el efecto
de ésta en los cerdos tratados.

El pulmén sano del grupo A control. La consolidacion rojiza solo se
mostré donde estuvo presente la (FB1) quiza pueda ser el promotor del
desarrollo en el dafio de consolidacion rojiza, podria pensar que la (FB1) es

capaz de producir estas lesiones.

Macroscépicamente a la necropsia en el grupo B y C se presentd una
ligera neumonia intersticial, caracterizada por un ligero engrosamiento de los

septos alveolares por macrofagos (Halloy, 2005).

Una de las alteraciones causadas por la fumonisinas es la
inmunodepresion, con asociacién del consumo de alimento contaminado con
mas de 20ppm de (FB1). (Gimeno, 2008).

Esto nos lleva a pensar que la intoxicacion con fumonisina puede
provocar susceptibilidad a infecciones por algunos microorganismos como en el
estudio de Hall, et al. 1990, donde observaron los signos clinicos
caracteristicos de neumonia en animales tratados con micotoxinas e
infectados con Pasteurella. multocida.
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Oswald et al. 2003; 2005, demostraron que la administracion oral de
purificado (FB1) aumenta la susceptibilidad de los lechones a la infeccion
experimental con cepa patdgena de Escherichia coli, esta susceptibilidad se
asocio con la disminucion de los niveles de ARNm codificado para IL-8 en el
ileon de los cerdos tratados (FB1). Investigaron el efecto de la exposicién oral
con fumonisina, sobre la inflamacion de pulmones causada por P. multocida, la
ingestidén del extracto de micotoxinas aumentd la expresién de IL-18 y RNAm
de IFN-y, comparado con la infecciéon con P.multocida se observé un aumento
de la expresién de TNF-a. La combinacién de tratamiento con fumonisina y
P.multocida. se tuvo expresion de RNAm para TNF-a, IFN-y e IL-18 y se
observo un aumento significativo lesiones pulmonares principalmente
neumonia intersticial subaguda en estos animales, por lo que demostré que la
fumonisina es también un agente que predisponen al desarrollo de neumonia

causada por P .multocida.

No se conoce el mecanismo por el cual la (FB1) en cerdos predispone a
patologias pulmonares inducidas por P.multocida (Halloy, et al. 2005), sin
embargo, puede estar relacionado con la capacidad de la (FB1) de inhibir
macréfagos intravasculares pulmonares para eliminar particulas y bacterias de
la circulacion (Smith, et al. 1996). Estudios in vitro, evidencian que las
fumonisinas influyen en la respuesta inflamatoria, para ello se incubaron
macréfagos alveolares pulmonares con B1 provocando a una reduccion

significativa del nimero de células viables (Liu et al., 2002).

Alternativamente, la vulnerabilidad del endotelio capilar pulmonar
porcino a la toxina (Gumprecht et al. 2001) puede dar lugar a danos
pulmonares e iniciar un proceso inflamatorio pulmonar que se incrementa por

la infeccion bacteriana.

Las fumonisinas en cerdos provocan hepatotoxicosis, edema pulmonar,
problemas cardiacos, problemas renales e inmunosupresién (Gimeno, 2008),
asi como una disminucién en el consumo del alimento, ganancia de peso vivo e
indice de conversion (Harrison, et al. 1990, Hascheck, et al. 2001).

Hay que considerar que el efecto toxi
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co de (FB1) va a depender de la concentracién, por consiguiente el grado de
contaminacion puede presentar diferentes alteraciones en el cerdo. Los
resultados mostrados en este estudio, con una dosis de 12ppm y 40ppm de
(B1) y tiempo de exposicion corto, se observaron menores ganancias de
peso, asi como los cambios patoldégicos macroscépicos en pulmén fueron de
leves a moderados. No obstante, si se presentaron cambios histopatol6gicos,
en pulmon, higado.

Se ha reportado previamente que cerdos destetados, alimentados con
dietas que contenian (FB1) en concentraciones de 10, 20, 40 mg/kg de
alimento por 4 semanas, muestran un problema ligero de edema pulmonar a
dosis bajas, sin embargo, los animales que consumieron alimento con dosis
altas de 40mg/kg de (FB1), presentaron problemas severos de edema
pulmonar. Esto concuerda con nuestros resultados obtenidos bajo el disefio
experimental planteado, empleando una de (FB1) (12ppm) por 3 semanas (18
dias) y solo dos cerdos manifestaron un ligero edema pulmonar, por lo tanto no
todos los cerdos del grupo B, tratado de igual manera presentaron la misma
severidad del dano ocasionado por la (FB1), como se pudo observar
(Zomborszky, 2000).

Debido al corto tiempo y las concentraciones bajas de (FB1), las
lesiones observadas a nivel histolégico tanto en higado y pulmén de los grupos
B y C, son sugestivas de procesos toxicos, de los cuales no hay reportes
previos en cerdos, solo en roedores por lo que se sugiere realizar trabajos

enfocados a evaluar este efecto (Riley, 2006).

Los cambios observados en dosis de mas 40 ppm explican la forma
cronica del edema pulmonar en cerdos, la cual no se observé claramente en
este trabajo, sin embargo las lesiones macroscopicas en higado no mostraron
cambios significativos, aunque histolégicamente si, lo que nos sugiere que las
concentraciones de (FB1), empleadas para intoxicar a los cerdos fueron
suficientes para indicar un proceso patolégico.

33



De acuerdo a lo anterior se puede decir que si se cumplieron los

objetivos planteados en este trabajo.
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6. Conclusiones

El interés de esta tesis consiste en estudiar el comportamiento (FB1) en
alimento para el consumo de lechones, donde se llego a las siguientes
conclusiones.

Para el grupo A se administré alimento sin (FB1), por lo tanto no se
observaron cambios a nivel macroscopico y microscopico; la temperatura y el
peso se mantuvieron dentro del rango normal.

Para el grupo B encontramos que si hubo cambios a nivel macroscépico
y microscopico, la temperatura y el peso se ven afectados por la ingesta de
(FB1) en relacion al grupo A.

En el grupo C hay cambios muy marcados a nivel macroscopico y
microscépico, estas lesiones en la literatura se asocian a procesos bacterianos,
la elevacion de la temperatura con relacion a los grupos A y B. En el peso se
marca una diferencia considerable, debido a que se le administro la mayor
cantidad de (FB1).

Con este trabajo experimental se concluye que la presencia (FB1) en
cerdos afecta directamente la morfologia normal del higado y pulmén donde
se centra el trabajo experimental. Ademas de la disminucidén sobre la ganancia
de peso la cual es de gran importancia para la produccion porcicola donde es
punto principal en estos animales.

Ademas que la presencia (FB1) en el alimento en concentraciones altas
afecta de manera considerable a la produccién porcina, donde en ocasiones no
realizan un buen control en la calidad del alimento o quiza un muestreo del
mismo para medir concentraciones de (FB1) que pudiera contener nuestro
alimento, tal vez por considerarlo un gasto innecesario, pero de esta manera
facil y sencilla podemos prevenir futuros problemas dentro de la produccién.
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