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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en Cuautitlan lzcalli, Estado de Mexico en las
instalaciones de la FES-Cuautitlan UNAM, en el transcurso del presente afio. El
propésito de este trabajo consistié en la evaluaciéon del dafio que causan las AF en
el intestino del conejo (lagomorfos), mediante la obtencion y observacion de
muestras, provenientes de conejos alimentados de pelets contaminados con
AFB1, empleando Microscopia Optica, Microscopia Electrénica de Barrido y
Microscopia Confocal, lo que podria ayudar a evidenciar lesiones causadas en el
sistema digestivo del conejo por la presencia de las mismas. En muchos paises al
igual que en México, la reproduccion de conejo representa una gran actividad
econdémica en muchas regiones y estados del pais y ya que se han encontrado
pocos estudios del efecto de las aflatoxinas sobre los conejos y debido a que los
animales que han sido alimentados con pelets contaminados pierden peso aun
gue el intestino es un 6érgano que en la histopatologia siempre se ha encontrado
sin cambio patologico aparente. La aflatoxina B; (AFB;), esta entre los mas
potentes carcinégenos conocidos. Su accion carcindbgena se basa en la
biotransformacion por el sistema hepatico microsomal P450 a AFB1-8,9-epoxido,
un intermediario altamente reactivo capaz de unirse a las proteinas. Los efectos
toxicos de las AF comunmente observados en los animales incluyen desde mala
absorcidén de nutrimentos hasta la muerte del animal. Se alimentaron por 21 dias,
diez conejos variedad Nueva Zelanda con pelets contaminados con 610ppb de
AFB1, para la determinacion de esta concentracién se utiliza la técnica de
Aflatest®, posteriormente se dio muerte a los conejos, las muestras tomadas
durante la necropsia fueron tratadas para poder ser observadas bajo diferentes
técnicas de microscopia. El estudio mostro evidencia significativa de las
consecuencias que provocan el consumo de Aflatoxinas sobre el tejido intestinal,
un paso en la busqueda de resultados que puedan plantear a productores
nacionales y extranjeros, investigadores y autoridades una prueba de las
consecuencias que trae consigo la contaminacion del alimento por AF, no solo
para uso animal sino también por el impacto que tienen estos animales, ya que en
muchas comunidades de diferentes paises son una base para la alimentacion de
muchas personas y esto por supuesto habla, de un posible riesgo a la salud
humana si se consumen animales expuestos a estas toxinas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

1.1 MICOTOXINAS.

Las micotoxinas, son metabolitos secundarios generados por algunas
variedades de hongos. Dichos metabolitos fungicos, generan dano por:
ingestion, inhalacién o absorcion cutanea. Probablemente las micotoxinas han
ocasionado enfermedades desde que el hombre comenzd a cultivar plantas de
forma sedentaria; ya que dichas sustancias se encuentran en unag ran
variedad de granos de gramineas y otras semillas almacenadas. El estudio
serio sobre las micotoxinas se inicio en los afos sesenta después del
descubrimiento de las aflatoxinas, desde entonces se han aislado por lo menos
300 metabolitos toxicos de hongos de los cuales se han estudiado pocos
(Hesseltine, 1979) se estima que hay por lo menos 23 tipos de envenenamiento
por micotoxinas y por lo menos otras 25 enfermedades en animales y el
humano en el que la causa es el consumo de micotoxinas. Las propiedades
quimicas, biologicas y toxicologicas son diversas. De ahi que sus efectos
téxicos sean extremadamente variables, dependiendo de la dosis, periodo de
exposicion, especie animal, edad, sexo y estado nutricional, efectos con otros
quimicos (Ellis WO et al 1991, Mishra HN 2006). Por otra parte el sinergismo
de varias micotoxinas puede darse en tres formas: in interaccion; interaccién
negativa y en la mayoria de los casos aumentando el efecto de cada una. Una
sola cepa de A. Flavus es capaz de producir varios tipos de aflatoxinas de
manera simultanea, asi como otros hongos pueden producir varias micotoxinas
simultaneamente con cepas de Aspergillus spp. presentes en alimentos vy
piensos (Galvano et al 2001). Alguno de estos hongos es contaminante
inevitable de alimentos, segun datos comunicados por la Organizacion para la

Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO).

Fue también en los afos sesenta, cuando se descubrié que los metabolitos
secundarios de los hongos A. flavus y A. parasiticus eran los responsables de
la muerte de diferentes animales de granja. A estos metabolitos se les dio el

nombre de aflatoxinas (AF) y se aislaron en esa década cuatro compuestos: By,



G1, B2 y G a los cuales se les determinaron sus propiedades fisicoquimicas y
toxicidad. Desde entonces se han aislado por lo menos 18 compuestos
diferentes de aflatoxinas (B2a, G2a, M1, M, Aflatoxicol a 'y b, Q4, P4, D4, y otros)
como productos metabdlicos de sistemas microbianos y animales o producidos
espontaneamente como respuesta al medio ambiente, aunque las cuatro

primeras son las unicas aisladas en forma natural (Tejada 2009).

Segun la NOM-188-SSA1-2002 las AF son los metabolitos secundarios
producidos por varios mohos, cuya estructura quimica es heterociclica,
pertenecientes al grupo de las bisfurano cumarinas. Poseen toxicidad aguda y
cronica, asi como efectos mutagénicos y carcinogénicos en animales y el

hombre.

Son estructuralmente un grupo diverso de compuestos con bajo peso molecular
generalmente entre 300 a 400D producidos por géneros como: Aspergillus
spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Claviceps spp. y Alternaria spp. (Steyn
and Stander 1999).

Las AF son compuestos fluorescentes, altamente oxigenados, inodoras,
insipidas e incoloras, quimicamente estables en los alimentos y resistentes a la
degradacion bajo procedimientos de coccidbn normales son ademas
compuestos heterociclicos caracterizados por contener di hidrofuranos o
tetrahidrofuranos unidos a una cumarina. La Aflatoxina B1 es el mas abundante
en forma natural, muy téxica y de alto poder cancerigeno (Pier, 1986, Leeson et
al, 1995, Bhat, 1987, Wogan y Newberne, 1967).

Son producidas principalmente por los hongos A. flavus (AFBs y AFB,,
distinguiéndose por su color fluorecente bajo la luz ultravioleta B= Blue;
G=Green, Ac ciclopiazonico, Ac, kojico,); A. parasiticus (AFB4, AFBy, AFGq y
AFGsy,); A. nomius (AFB4 y AFB,, Ac kojico). (Abarca et al, 2000).

La aflatoxina B4 (AFB1), esta entre los mas potentes carcinbgenos conocidos.
Su accion carcindgena se basa en la biotransformacion por el sistema hepatico

microsomal P450 a A FB1-8,9-epoxido, un intermediario altamente reactivo
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capaz de unirse a las proteinas, a los acidos ribonucleicos y
desoxirribonucleicos formando un compuesto estable con el N7 de los residuos
guanil que puede causar, entre otros muchos efectos, mutaciones en el codén

249 del gen p53 supresor de tumores.

Esta alteraciéon es caracteristica de v arios carcinomas, especialmente el
carcinoma hepatico humano. Estos metabolitos secundarios, son producidos
cuando hay deficiencia de nutrientes esenciales o cuando el crecimiento del
hongo termina y los procesos de sintesis del mismo se encaminan hacia la

produccion de pigmentos, antibidticos o micotoxinas. (Diaz 1996).

Las AF de la serie 1 son en general mucho mas toxicas que las de la serie 2.
La AFB4 ha sido clasificado en el grupo 1 por la IARC (Internacional Agency
Research Cancer) como carcinégeno cuyo principal 6rgano blanco es el

Higado (International Agency for Research on Cancer 2002).

Los efectos téxicos de las AF comunmente observados en los animales
incluyen desde mala absorcion de nutrimentos hasta la muerte del animal,
integridad tisular reducida, fragilidad capilar, tasas de crecimiento menores y
malas conversiones alimenticias, disminucién de | a respuesta inmune (fallas
vacunales), problemas reproductivos en hembras y machos, incremento en la
sensibilidad a temperaturas extremas (Davegowda y Munthy 2005, Leeson et
al 1995). Wogan y Newberne (1967) probaron desde hace mas de 40 afios la
carcinogenicidad de la AFB1 en a nimales de | aboratorio, confirmando los

efectos téxicos de las mismas.

El destino de una micotoxina en el cuerpo animal depende de la cantidad y
velocidad de absorcion del tracto gastrointestinal (TGl), su distribucion su unién
o localizacion en tejidos, los procesos de biotransformacion y excrecion. La
toxiquinética y la toxidinamia de un a toxina, esta determinada por las
propiedades fisicas del compuesto y por la interaccion con los tejidos
responsables de su eliminacion (Galtier, 2003)



Dentro de las AF existe una clasificacién que estipula cuales son de baja o de
alta toxicidad para el caso de las micotoxinas de alta toxicidad se menciona
que la LDsg oral menor a 10 mg/kg de p eso corporal de ratdn, incluyendo
penitrem, AFB4, toxina T2, ocratoxina A, diacetoxiscirpenol y fusarenon X son

AF de alto riesgo animal y humano (Galtier, 2003).

Por el otro lado los efectos a largo plazo de micotoxinas como mutagenos y
carcinégenos han sido ampliamente estudiados, de esta manera AFB4 ha sido

clasificada como cancerigena en humanos (grupo 1).

1.2 CONEJOS.

El conejo es un mamifero que pertenece a la familia de los lepéridos como las
liebres que puede ser domestico o silvestre, se clasificaban antes entre los
roedores, por la prominencia de sus incisivos se les llamaba duplicidentados
(dos incisivos) para distinguirlos de los otros roedores (unicidentados),
actualmente lo forman con los lagomys un orden nuevo, llamado los

lagomorfos.

El conejo es uno de los animales preferidos en los estudios zootécnicos, ya que
en la explotacidon pecuaria se observa una discreta tendencia de los criadores
en incrementar la explotacion de animales de medio y pequefio porte como
suinos, aves, conejos, etc., intentando aumentar la produccion de bienes de

consumo, debido a que estas especies no necesitan de gran espacio fisico.

El conejo silvestre es originario de la Peninsula Iberica alcanza 40 cm de largo
y puede llegar a pesar mas de 1.5 kg. su pelo varia del marron claro al gris,
posee dos largas orejas orientables, su labio superior esta partido (labio
leporino) y sus miembros posteriores adaptados para el salto. Muy gregario
vive en madrigueras cavadas en terrenos arenosos y arbolados; La hembra es
muy prolifera tras unos treinta dias de gestacion pare de tres a cuatro camadas

anuales y de cuatro a diez gazapos por cada una.

El conejo ha evolucionado en el Mediterraneo Occidental y en otras latidudes

debido a la introduccion de esta especie a través de los colonos europeos que
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se instalaron en paises lejanos en los siglos XVIII y XIX aunque no de muy
buena manera y con consecuencias no esperadas. Es en este sentido se
puede considerar a Australia, como el caso mas devastador al introducir una
especie como el conejo a un habitad diferente y generando un dificil problema
ecolégico al disiparse de manera importante la poblacion de conejos silvestres

dafiando a la flora y fauna nativa.

Los conejos son animales bien adaptados a su medio aunque anatdmicamente
no estén bien dotados para la excavacion, como otros animales, ellos viven en
ciudades subterraneas que se comparten varias generaciones. Una adaptacion
muy importante es el lugar estratégico donde se encuentran sus ojos situacion
que le permite un campo de visibilidad sumamente amplio y orejas que se

pueden calificar como periscopicas.

Se alimentan de toda <clase de materiales vegetales, siendo
extraordinariamente adaptable su dieta, su conducta social es altamente
diferenciada, fuertemente territoriales marcan sus fronteras olorosamente,
mediante la secrecion de las glandulas submaxilares en una actitud y

movimiento caracteristico denominados “mentoneo”.

Por otro lado, el conejo es una especie utilizada como animal de
experimentacion debido a la facilidad en su manejo, principalmente relacionada
a instalaciones y alimentacion. Ademas de los aspectos zootécnicos que
justifican la utilizaciéon de este animal, conviene resaltar su importancia para los
morfélogos en la Anatomia Comparada y profesionales del area médica,
especialmente para el estudio del comportamiento animal y efectos de
medicamentos y otros estudios toxicos.

1.3 APARATO DIGESTIVO DE LOS CONEJOS.

El aparato digestivo de | os conejos, inicia por su dentadura no presenta
caninos, sus dientes no poseen raiz tipica y son de crecimiento continuo, por lo
que estos animales deben desgastarlos (permanentemente desgaste por la

accién de roer); una lengua no prensil, el paladar duro y canales de las



glandulas salivales que abren en las mejillas. Hacia atras se encuentra el

paladar blando, la faringe, en cuyo fondo se abren el esofago y la laringe.

El eséfago llega al estbmago que es uno delos dérganos voluminosos con
capacidad de hasta 200cc y se caracteriza por tener una musculatura débil, por
lo cual el conejo no vomita. Anatdmicamente se distinguen dos sectores: la
zona cardial o fundus, de paredes finas y que actua como reservorio y el antro
pilérico con mucosa glandular y paredes algo mas gruesas posterior a el se
conecta al duodeno por medio del piloro. El duodeno, de unos 10cm de
longitud, contiene las aberturas del pancreas y el conducto biliar del higado;
ambas glandulas anexas del aparato digestivo que segregan el jugo
pancreatico y la bilis respectivamente. El duodeno se continta con el yeyuno e
fleon, quien se comunica con el ciego por medio de la valvula ileocecal. El
ciego es un organo grande que termina en un apéndice cecal que no es hueco
y cumple una funcion de apoy o al sistema inmune. El ciego y el colon
constituyen el intestino grueso del conejo. El ciego contiene una flora y fauna
capaces de digerir la fibra y alimentos ricos en celulosa por medio de los
protozoarios y bacterias contenidos en éste 6rgano. El tramo final del aparato

digestivo es el recto, que termina en el esfinter anal.

Desde el punto de vista funcional, el conejo mastica sus alimentos finamente
antes de ingerirlos, éstos ingresan al estomago y luego al intestino delgado en
donde se digiere la proteina y carbohidratos de los granos que consume, y se
absorben los azucares y aminoacidos. La fibra ingresa sin digerir al ciego, en
donde los microorganismos contenidos en él se encargan de la digestién de la
celulosa y la formacion de los cecotrofos que son ricos en proteina microbiana
que el conejo consume directamente del ano. Este proceso que caracteriza su
fisiologia digestiva se denomina "cecotrofia" y fue observado y descrito por
primera vez por el Médico Veterinario francés Charles Morot en 1882. Otras
especies que lo presentan son la liebre, el castor, el koala y los lemings de
Escandinavia. El proceso consiste basicamente en que a p artir de r esiduos
alimentarios que ya sufrieron una digestion gastrico-intestinal; en el ciego y
colon se produce un tipo de excreta (cecotrofo) con caracteristicas fisico

quimicas distintas a las fecas propiamente dichas. Este cecétrofo es eliminado
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con cierta ritmicidad y a partir de la tercera semana de vida, el animal lo ingiere
directamente del ano sometiéndolo a u n segundo proceso digestivo. Este
proceso no debe confundirse con la coprofagia, ya que el conejo no ingiere las
heces, sino el cecoétrofo que por su contenido nutricional es considerado un
alimento verdadero. Entonces ciego, cecotrofia y cecoétrofo, constituyen
respectivamente, el organo, la funcién y el producto de si ntesis de este
complejo proceso que ha per mitido al conejo lograr una al ta eficiencia

alimentaria.

El primer contacto de las AF es con los epitelios del aparato digestivo, y dado
que el mayor dafio en las intoxicaciones cronicas ocurre en el higado, se ha
pensado durante mucho tiempo que esto se debe a g ue es el érgano mas
importante en la detoxificacion de las sustancias y toxicos ingeridos. Esto crea
el primer circuito dentro del aparato digestivo, debido a que el higado segrega
las AF en la bilis. El circuito es duodeno, higado y bilis, con lo cual las AF dan
una primera vuelta. En especial los lagomorfos como el conejo doméstico,
digieren la fibra en el masivo ciego, como ya se ha dicho y al formar los
cecotrofos, en los que las AF continuan activas, causan que se cierre el
segundo circulo intestinal, ahora con el intestino delgado, ciego y por medio de

los cecotrofos de vuelta a la cavidad oral.

La dosis letal de AF para los conejos se ha reportado como de dos miligramos
por kilo de peso, lo cual corresponde a una de las mas bajas de los animales

domésticos. Los patitos de 11 dias mueren con 3 miligramos por kilo de peso.

Esta alta susceptibilidad de los conejos a las AF, parece ser explicado por los

dos circuitos digestivos mencionados antes.

Una de las técnicas para reducir la toxicidad de las AF, es el de agregarle
adsorbentes como las tierras de diatomeas e incluso algunos minerales
sintéticos, pero la gran interrogante que se presenta es que tan fuerte es la
unién de las AF a los adsorbentes con esta doble pasada que le dan los

conejos.



Como en muchos otros animales, los conejos jévenes son mas susceptibles
que los adultos, y cantidades tan bajas como 2 ppb pueden causar problemas

clinicos a animales de recién destete.

1.4 CUNICULTURA EN MEXICO.

En México, los historiadores reportan que los conquistadores encontraron
conejos en suelo americano, los cuales eran llamados tochtli por los mexicas.
Algunos cronistas cuentan que este animal era parte importante en las
ofrendas que brindaban al os dioses como Quetzalcoatl y que eran muy
apreciados por nuestros antepasados no solo por su carne sino también por su
piel que era utilizada en la fabricacién de mantas y muchas otras prendas de
vestir las cuales eran ofrecidas en los mercados. Existen relatos que cuentan
que el emperador Moctezuma tenia cocineros que preparaban deliciosos
platillos muy variados a base de carne de conejo. En los calendarios Azteca y
Tolteca el conejo representaba la entrada de un nuevo ciclo del afio y a la tierra
como elemento al ser un punto cardinal y una de las cuatro estaciones. Fue
utilizado en muchos rituales misticos y formaba parte de las constelaciones; de
acuerdo a sus creencias los nacidos bajo el signo Ce tochtli (un conejo), serian
muy afortunados y présperos pues llegarian a ser grandes trabajadores,

buenos granjeros y aprovechadores del tiempo.

En épocas modernas, la explotacién del conejo se vio afectada por otras
especies mas populares como los bovinos, los cerdos y las aves, y fue recién a
principios de este siglo, debido a la escasez de alimento a causa de las guerras

que azotaron a la humanidad, en que se penso en su cria a nivel productivo.

La cunicultura es el proceso de cria, engorda y reproduccién de los conejos en
forma econdmica para obtener el maximo beneficio en la venta de sus
productos y subproductos. El conejo, es un animal herbivoro que conserva la
habilidad de b alancear su dieta y por lo tanto puede alimentarse en forma
barata con plantas de la region. Debido a esto puede aportar a las familias que

se dedican a su cria grandes beneficios economicos.



En nuestro pais, es a partir de 1970 cuando esta especie es promovida con
gran intensidad con la finalidad de ofrecer al pueblo, sobre todo en las zonas
marginadas, una opcidon mas barata de proteina animal obteniendo asi una
mejor alimentacion. Se crearon centros de fomento cunicola en San Luis
Potosi, Colima, Tlaxcala e Irapuato, con la finalidad de proveer de animales de

calidad y dar capacitacién a los productores.

Estos programas tuvieron éxito en un comienzo, pero diversos motivos como la
falta de informacion y las costumbres muy arraigadas en la poblacion,
provocaron primero un descenso en la produccion y un estancamiento en los
afos siguientes. Las estadisticas ganaderas muestran que hasta el afio 1986
solamente se mantuvieron muy pocas granjas productivas en el pais. A partir
de esa época empez6 nuevamente a surgir el interés por la especie lo que se
reflejé en un notorio incremento de la produccién y sobre todo en el consumo.
Este ultimo aumenté de forma tan importante que la produccion no fue
suficiente y los principales expendedores del pais tuvieron que recurrir a
importar carne de conejo procedente de China. Con los canales de importacion
se introdujo en 1988 la Enfermedad Hemorragica Viral de | os conejos que
causo6 grandes pérdidas en las granjas cunicolas nacionales. Comenzé en el
pais una etapa de lucha contra la enfermedad y en enero de 1991 se declaro6 al
pais libre de el la comenzando un periodo de r epoblacién. A raiz de este
problema la cunicultura experimenté cambios importantes y se le ha dado un
nuevo impulso. Se ha creado la Comision Nacional de Rescate de la
Cunicultura con la colaboracion de la Confederacion Nacional Ganadera, de la
Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural, y de los fabricantes de

alimentos y de implementos para la cunicultura.

En el pais se explotan, enl|a actualidad, aproximadamente 10 razas de
conejos, entre ellas Nueva Zelanda Blanco, California, Chinchilla, Satinado,
Rex, Negro Azteca, Gigante de Flandes, Holandés y algunas razas enanas. En
la produccion de traspatio se crian frecuentemente conejos criollos con buenos

resultados. La mayor parte de estas razas se utiliza para produccion de carne.



Actualmente la estructura de esta actividad se encuentra en transformacion,
pasando de una actividad netamente de subsistencia a un tipo comercial y
aunque no se cuenta con cifras estadisticas oficiales, se estima que
actualmente se producen entre 10,000 y 15,000 toneladas anuales de carne de
conejo, lo cual se sustenta en informacién de | os fabricantes de alimentos
balanceados que reportan un considerable incremento en la demanda de sus
productos especializados para esta especie, asimismo, las organizaciones de
productores han manifestado un incremento en el nimero de sus asociados,
asi como una mayor tecnificacion de la infraestructura productiva, lo que les ha
permitido mejorar sus parametros productivos e incrementar la productividad de

la especie.

La cunicultura en el contexto nacional.

Los pueblos prehispanicos comercializaban vivo y muerto el lagomorfo silvestre
(Sylvilagus spp.) para ser consumido en una gran variedad de platillos. Hoy en
nuestros dias es una especie de gran importancia cinegética, pues su carne es

muy apreciada en las zonas rurales de nuestro pais (Climent, 1977).

Durante la década de los setentas el gobierno federal mexicano impulsé la
produccion de conejos para carne, autorizando y financiando la construccién
del Centro Nacional de Cunicultura en Irapuato, Guanajuato. La Secretaria de
Agricultura y Ganaderia (SAG) desarroll6 un programa de paquetes familiares
para promover la produccion y consumo de c arne con el conejo a nivel
nacional. Al inicio de los anos ochenta en esta actividad se repitié el fenémeno
observado en ciertos paises de Europa; alla recibi6 el apodo de “la industria de
los 18 meses” en referencia a la duracion de la actividad entre la mayoria de la
gente que se iniciaba en el negocio. Aqui la falta de experiencia, la creencia de
que la cunicultura es una actividad facil, la desleal comercializacion de pie de
cria, equipo o alimentos, la escasa cultura social respecto al consumo de carne
de conejo y la falta de investigacion para el desarrollo fueron los elementos que
impidieron su expansion a mayor escala. (Colin y Lebas 1992)

Al finalizar la década de los ochenta en México, la presencia de la enfermedad

hemorragica viral de los conejos reveld la gran importancia de la produccion de
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carne de conejo. Esta enfermedad tuvo grandes efectos, muchos perjudiciales,
muchos favorables, en el municipio de Ecatepec, Estado de México se conocid
el primer reporte oficial del a enfermedad, razéon para que La Comisién
Americana para la Erradicacién de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades
Exoticas iniciara una exitosa campafa de erradicacién en quince estados de la
Republica que fueron afectados, sacrificando un n umero aproximado de
170,000 conejos, cifra que significé un 20 % del inventario nacional. Los
cunicultores fueron indemnizados y algunos meses mas tarde se repoblaron los

criaderos.

La cunicultura en el Estado de México.

INEGI (1989) estima que el numero de unidades de produccién rural con
actividad de cria y explotacion de animales en el Estado de México alcanza una
cifra de 222,597, de éstas, 22,048 (el 9.9 %) tienen mas de 5 hectareas y
200,549 (el 90.1 %) tienen menos de 5 hectareas. Especificamente existen
12,607 unidades de produccion rural con conejos y colmenas de las que 1,878
(el 14 %) se ubican en predios con mas de 5 hectareas y 10,729 (el 85 %) se
ubican en predios con menos de 5 h ectareas. Desafortunadamente no se
tienen datos actualizados, solo se sabe que puede ser considerado desde 1980
como el primer productor de conejos a nivel nacional, el mayor dinamismo se
tiene en los municipios conurbados con el Distrito Federal, como Texcoco,
Ecatepec, Cuautitlan, Cd. Nezahualcoyotl, Chimalhuacan, Chalco, Ixtapaluca,
en los municipios del norte del Estado, como Atlacomulco, EI Oro,
Temascalcingo, Jocotitlan, Ixtlahuaca y enl| os denominados corredores
gastrondmicos como la Marquesa y Tenancingo. En 1998 El gobierno del
estado promovié un programa de paquetes familiares compuestos por tres
hembras y un macho, logrando colocar alrededor de 35,000 conejos entre un
amplio sector rural y urbano; cifras de 1999 de La Secretaria de Desarrollo
Econdmico del gobierno estatal, estiman una produccién de 3,500 toneladas de
carne con una proyeccion en ascenso para los proximos afos. (Gobierno del
Estado de México, 1999)
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Desde 1970, ano en que se inicia oficialmente la produccién de conejos en
nuestro pais, la secretaria del gobierno federal encargada del fomento
agropecuario la habia promovido como una actividad de subsistencia sin mayor

importancia econémica.

La cunicultura en México es una actividad familiar y comercial que se encuentra
al margen de los avances de la genética, nutricion, reproduccién, patologia y
mercadotecnia; sin embargo, esta presente como una fuente real de ingresos

adicionales para muchas familias (Climent 1977, Templeton 1982).

El censo agropecuario de 1991 no contemplé el inventario de esta especie por
estar en fase de erradicacion de la Enfermedad Hemorragica Viral de los
Conejos y los datos que sugiere el INEGI en el municipio en est udio es

necesario confirmarlos.

El estudio de la aflatoxicosis en conejos tiene importancia debido precisamente
al pequeno tamano de las granjas dedicadas a la cunicultura. La limitacion de
terreno les impide producir su propio alimento, y por lo tanto estan obligados a
adquirir y almacenar alimentos balanceados. En el altiplano, en donde s e
ubican la mayor parte de las granjas, como ya quedo asentado, los almacenes
de alimento no deberian guardar alimento para mas de dos semanas, la época
de lluvias en verano y las temperaturas calidas del mismo favorecen el
desarrollo de los Aspergillus spp. productores de aflatoxinas. Si la cantidad de
AF es muy alto en los alimentos almacenados, puede ocurrir un br ote de

aflatoxicosis con alta mortalidad de animales de engorda recién destetatos.

1.5 MICROSCOPIA OPTICA.

El vocablo griego, microscopio proviene de micro- que significa: “tamafio

pequefio” y de -scopio que es “observar”.

Un Microscopio Optico (MO) es un microscopio basado en lentes Opticas.
También se le conoce como microscopio de luz, microscopio foténico (que

utiliza luz o "fotones") o microscopio de campo claro. El desarrollo de este
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aparato suele asociarse con los trabajos de Anton Van Leeuwenhoek. Los
microscopios de Leeuwenhoek constaban de una unica lente pequefa y
convexa, montada sobre una plancha, con un mecanismo para sujetar el

material que se iba a examinar (la muestra o espécimen).

El MO se compone de dos sistemas Opticos: el objetivo que da una imagen
aumentada del objeto observado y el ocular que permite aumentar dicha
imagen. La potencia de un microscopio es la relacion entre el angulo, bajo el

cual se vea la imagen observada, y la longitud del objeto.

El tipo de microscopio mas utilizado es el microscopio 6ptico, que se sirve de la
luz visible para crear una imagen aumentada del objeto. EIl MO mas simple es
la lente convexa doble con una distancia focal corta. Estas lentes pueden
aumentar un objeto hasta 15 veces. Por lo general se utilizan microscopios
compuestos, que disponen de varias lentes con las que se consiguen
aumentos mayores. Algunos microscopios Opticos pueden aumentar un objeto

por encima de las 2,000 veces.

El microscopio compuesto consiste en dos sistemas de lentes, el objetivo y el
ocular, montados en extremos opuestos de un tubo cerrado. El objetivo esta
compuesto de varias lentes que crean una imagen real aumentada del objeto
examinado. Las lentes de los microscopios estan dispuestas de forma que el
objetivo se encuentre en el punto focal del ocular. Cuando se mira a través del
ocular se ve una imagen virtual aumentada de la imagen real. El aumento total
del microscopio depende de las longitudes focales de los dos sistemas de

lentes.

El equipamiento adicional de un m icroscopio consta de un armazén con un
soporte que sostiene el material examinado y de un m ecanismo que permite
acercar y alejar el tubo para enfocar la muestra. Los especimenes o muestras
que se examinan con un microscopio son transparentes y se observan con una
luz que los atraviesa, y se suelen colocar sobre un rectangulo fino de vidrio. El
soporte tiene un orificio por el que pasa la luz. Bajo el soporte se encuentra un
espejo que refleja la luz para que atraviese el espécimen. El microscopio puede

contar con una fuente de luz eléctrica que dirige la luz a través de la muestra.
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1.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

El primer microscopio electronico fue disefiado por Ernst Ruska, Max Knoll y
Jhener entre 1925 y 1930, quiénes se basaron en los estudios de Louis-Victor

de Broglie acerca de las propiedades ondulatorias de los electrones.

Existen por lo menos dos tipos de microscopio electronico, con variaciones
dentro de éstos dos tipos. ElI Microscopio Electronico de Transmision (MET) y

el Microscopio Electronico de Barrido o Escandidor (MEB)

En cuanto a construccién, el MEB y el MO de campo claro presentan un disefio
casi idéntico: sirve para aumentar la imagen de objetos pequefios invisibles a
simple vista; las diferencias basicas entre ambos son que el electronico usa un
haz de electrones como fuente de iluminacién, en tanto el éptico utiliza un haz
de luz (incluyendo rayos ultravioleta) para ese propdsito. Ambos sistemas
cuentan con un condensador, una lente objetivo y un ocular ol ente de
proyeccion. El MO requiere de lentes de diferentes vidrios (Flint y Crown entre
otros) para obtener las imagenes, en tanto que el MEB requiere de trabajar al
alto vacio y cuenta con lentes magnéticas para la obtencion de las imagenes.
Las imagenes se obtienen en una placa fotografica sensible a los electrones, o

en microscopios mas completos en una camara digital.

El MEB es un instrumento comparable al microscopio de diseccion, en los que
la luz o los electrones no tienen que pasar a través de la muestra, sino que se
reflejan de la superficie. EI MEB tiene la ventaja de que necesita muy poca
preparacion de las muestras. El barrido que hace el haz de electrones sobre la
superficie de la muestra, es para evitar irradiar durante mucho tiempo una parte
de la muestra. Las muestras bioldgicas que se van a estudiar en el MEB se
necesitan cubrir con una delgada capa de oro para hacerlas electro-
conductivas. La interaccion de un haz de electrones con la muestra produce
varios fendmenos: la emisién de electrones secundarios, la retrodispersion de
los electrones y la emisién de radiaciones caracteristicas de la muestra. Las
muestras de minerales que son electro-conductivas sin necesidad de cubrirlas
de oro, permite el analisis de elementos en la muestra, para las muestras

bioldgicas que tienen algun mineral (Calcio o hierro, principalmente) se requiere
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de un microscopio de bajo vacio, en el que los electrones en exceso dela
muestra, se neutralizan por interaccion con las moléculas de gas presentes en
la camara de la muestra. Los microscopios electronicos permiten alcanzar
resolucidon muy superior a los microscopios 6pticos que son sus respectivas
contrapartidas. EIl MO de campo claro alcanza una resolucion de 0.2 ym, en
tanto que el MEB alcanza resoluciones de 1.5 A; una capacidad de resolucion
dos o6rdenes de magnitud mayor. EI MEB procesa electronicamente las
imagenes, de tal manera que los electrones secundarios proceden de la

superficie en estudio.

La limitacion principal del MEB es la pobre resolucion (<20 nm) y la
imposibilidad de ver dentro de la muestra. Los electrones son captados por un
detector que los atrae mediante una rejilla con carga negativa, son
transformados en luz por el detector, incrementada ésta en un fotomultiplicador,
y la imagen se ve proyectada en un tubo de vidicon y puede captarse en una

camara con negativo convencional o una camara digital.

Para que una muestra pueda observarse enle MEB la muestra debe ser
anhidra no solamente para que resistan el vacio, sino para que ademas puedan
ser cubiertas con oro ionizado para hacerlas conductoras eléctricas. Un
microscopio electrénico (Fig. 1), funciona con un haz de electrones generados
por un candn electrénico, acelerados por un alto voltaje y focalizados por medio
de lentes magnéticas (todo ello al alto vacio ya que los electrones son
absorbidos por el aire). Los electrones atraviesan la muestra (debidamente
deshidratada) y la amplificacion se produce por un conjunto del entes
magneéticas que forman una imagen sobre una placa fotografica o sobre una
pantalla sensible al impacto de los electrones que transfiere la imagen formada
a la pantalla de un ordenador. Los microscopios electronicos soélo se pueden
ver en blanco y negro, puesto que no utilizan la luz, pero se le pueden dar
colores en el ordenador, su funcionamiento es semejante a un monitor

monocromatico.

Algunos materiales biolégicos por ejemplo los insectos que tienen una cuticula
dura se pueden secar al aire, pero como la mayoria contienen agua al ser

secados al aire se distorsionan y dafan. Por esto la muestra se procesa
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fijandola con glutaraldehido y posteriormente con otro fijador como el tetraoxido
de osmio para finalmente deshidratarla, sustituyendo el agua por un solvente
de tension superficial mas baja que se evapora facilmente; generalmente se
utiliza alcohol etilico o acetona, este ultimo posee una tension superficial
ligeramente menor, no se mezcla con el agua, de preferencia se coloca un
crioprotector como el acetato de amilo para posteriormente lavar con CO;
liquido y deshidratar a punto critico, ( el punto critico es aquel en el que el CO,
liquido y gaseoso coexisten a una determinada temperatura y presion, de tal
manera que el secado ocurre sin que una interfase liquido-gas pase por la
superficie de la célula) quedando asi perfectamente secas, libres de agua y sin
deformacion provocado por el proceso de secado. Una vez obtenidas son
pegadas en el portamuestras del MEB y cubiertas con bafio de metal (oro,
paladio, aluminio etc.) que al hacerlas electro-conductivas evita que adquieran
carga electrostatica y con esta, desvien los electrones (Gonzalez, Ruiz,
Hernandez 2003).

(Fig. 1) Diagrama del Microscopio Electronico de Barrido.
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1.7 MICROSCOPIA CONFOCAL.

El' Microscopio Confocal (MC) es esencialmente un microscopio de
fluorescencia al cual mediante aditamentos y forma de obtenciéon de imagen se
ha transformado en un poderoso instrumento de investigacion y estudio de

muestras patologicas (Fig. 2).

La forma de iluminacién, esta constituida por lasers de diferente composicion,
lo que les hace emitir luz de longitud de onda definida para que exciten al o los
fluoréforos utilizados en la tincidn de la muestra. La longitud de onda de cada
laser es adecuada para algun fluoréforo. Los rayos laser emiten luz coherente,
monocromatica y de alta intensidad, en algunos lasers especiales puede ser
variada segun los parametros de operacion. Se pueden usar tres lasers
diferentes de manera simultanea y detectar simultaneamente los diferentes
fluoréforos depositados en la muestra. Estos haces son concentrados por un
condensador en un punto (Pinhole o apertura) de unas cuantas micras de
diametro. Después, por medio de un sistema de espejos se imprime a los
haces un movimiento de barrido o escansion sobre la muestra. La luz de las
diferentes emisiones de los fluoréforos es separada por medio de espejos
dicrdicos, filtrada para eliminar la luz del laser y procesada electronicamente
para proyectar al mismo tiempo los diferentes colores en una pantalla (Fig. 3).

El MC tiene ademas un sistema de aperturas (pinhole o colimador de orificio
delimitante) que le permite, segun la altura a que se colocan en el haz luminoso
separar los diferentes planos de la muestra. Permite este sistema hacer cortes

Opticos de la muestra e incluso una reconstruccion tridimensional de la misma.

En la (Fig. 4) se ilustran los parametros de absorcion y emision del DAPI, que
requiere luz ultravioleta para excitarlo a su punto de maxima excitacién en 356
nm y emite a 458 nm. Existen en el mercado lasers con espectros de emisién

que cubren el espectro visible, el infrarrojo y el ultravioleta.

Esta técnica ha ido adquiriendo cada vez mayor popularidad entre las
comunidades cientifica e industrial. Se aplica tipicamente en las ciencias de la

vida y en la inspeccion de semiconductores.

17


http://es.wikipedia.org/wiki/Colimador�

El concepto de imagen confocal fue patentado por Marvin Minsky en 1957. En
un microscopio de fluorescencia convencional (p.ej., de campo amplio), el
especimen entero esta sobresaturado de luz apar tir del a fuente de
iluminacién. Debido a la conservacion de la intensidad de la luz en su recorrido,
todas las partes del espécimen a lo largo de su ruta 6ptica seran excitadas y la
fluorescencia detectada por un fotodetector o una camara. Por el contrario, un
MC utiliza iluminacion puntual y un "pinhole" en un plano 6ptico conjugado en
frente del detector. La gran concentracion luminosa sobre el espécimen hace
necesario el uso de liquidos de montaje del as muestras que sea

antiblanqueante.

Este avance en el campo de la microscopia nos posibilita el estudio
tridimensional de las muestras, incluyendo su interior, y en determinados
materiales permite la obtencidon de imagenes de su superficie mediante

reflexion.

La microscopia confocal también se aplica para el estudio de muestras in vivo a
lo largo de u na secuencia temporal o p ara la colocalizacion de di stintos
marcadores en una region concreta. La m icroscopia confocal mejora las
imagenes convencionales de fluorescencia al captar la fluorescencia generada
desde el plano focal en la muestra, rechazando cualquier otra luz que provenga
desde abajo o arriba del plano focal. La eficiente Optica confocal de barrido de
punto y deteccion de diafragma de los sistemas FluoView elimina virtualmente
la luz "fuera de foco" y produce imagenes de alto contraste con una resolucién
extraordinaria. El sistema FluoView es una estacion de trabajo totalmente
integrada que incorporan programas de toma y analisis de imagenes faciles de
usar con optica confocal de alta resolucion que no requiere de alineacion por
parte del usuario con una interfaz grafica basada en Windows y facil de usar
permite que los wusuarios generen imagenes rapidamente env arias
modalidades de barrido como XY, XZ, XT, XYZ, XYT y XYZT. Los formatos
estandar de imagenes son el TIFF y el AVI, que permiten la exportacién facil y

directa de imagenes FluoView a paquetes de analisis sin conexion.
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(Fig. 2) Microscopio Confocal

(Fig. 3) Diagrama del Microscopio Confocal
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(Fig. 4) Perfiles de espectro del Microscopio Confocal
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS.

En base al a administracién de di etas contaminadas con Aflatoxinas B1
(Metabolito secundario del hongo A. flavus) a conejos, se podra evidenciar y
analizar el dafo y lesiones que dicha aflatoxina pudiera ocasionar al animal,
mediante el uso de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) apoyando el

resultado con Microscopia Optica (MO) y Microscopia Confocal (MC).

2.2 JUSTIFICACION.

En muchos paises al igual que en M éxico, la reproduccion de co nejo
representa una gran actividad econémica en muchas regiones y estados del
pais y ya que se han encontrado pocos estudios del efecto de las aflatoxinas
sobre los conejos y debido a que los animales que han sido alimentados con
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pelets contaminados pierden peso aun que el intestino es un érgano que en la
histopatologia siempre se ha encontrado sin cambio patoldgico aparente, se
decidio incluir el estudio del dafio intestinal en co nejos (Lagomorfos) por el
consumo de alimento contaminado con AFB; evidenciandolo por medio de

Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Se sefala entonces la importancia de realizar estudios acerca del dafo que
generan las micotoxinas en el organismo de animales de corral y humanos, ya
gue a medida que se avance en cuanto al reporte y evidencia de las afecciones
que causan dichos metabolitos, podremos conocer comportamientos y
caracteristicas que faciliten su diagndstico y esto nos lleve a su posible
erradicacion. También resaltamos la importancia en encontrar respuestas
inmediatas para reconocer y contrastar enfermedades relacionadas a
aflatoxicosis, que generan pobre eficiencia de produccion, menores aumentos
de peso, disminucion de la respuesta inmune y en casos agudos hasta la

muerte.

Algunas de las micotoxinas son cancerigenas, mutagénicas y teratogénicas.
Causan dafos al sistema nervioso, al TGl, al tracto genitourinario, piel, son
hepatotoxicas, nefrotdxicas, disminuyen la resistencia tisular, con lo que
pueden afectar la salud de muchos animales y del mismo hombre que consume
a estos animales en su dieta, ademas de generar perdidas econdmicas

severas a productores de todo el mundo.

2.3 OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES.

Objetivo general.

Evaluar el dafno que causan las AF en el intestino del conejo (lagomorfos),
mediante la obtencidén y observacién de m uestras, provenientes de conejos
alimentados de pelets contaminados con AFB1, empleando Microscopia Optica
(MO), Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Microscopia Confocal (MC)
para evidenciar lesiones causadas en el sistema digestivo del conejo por la

presencia de las mismas.
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Objetivos particulares.

e Estudiar el dafio intestinal in vivo en conejos mediante la alimentacion de
estos, con pelets previamente contaminados con aflatoxinas.

e Realizar estudios histopatoldgicos en intestino e higado de conejo para
evidenciar el dafio ocasionado por aflatoxinas.

e Observar cortes de intestino por MEB y corroborar el dafio en epitelio
intestinal por aflatoxinas B1.

e Detectar la autofluorescencia de los aductos de AFB1 en epitelio

intestinal e higado por medio de la MC.

CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

3.1 MATERIALES Y METODOS.

3.1.1 ANIMALES EXPERIMENTALES.

Se adquirieron 10 conejos jovenes de la variedad Nueva Zelanda, sexo
indistinto, de dos meses del destete, de la granja de produccion cunicula de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C). Se alojaron en jaulas de
acero inoxidable en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la UIM (Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria) de FES-C campo 4. Los diez conejos fueron
alimentados con una dieta comercial normal y agua ad libitum, durante 1
semana para su adaptacion al nuevo local. Después fueron divididos en 2
grupos, asignados al azar a2 tratamientos uno con alimento comercial
(Alimento para conejos de Purina) y el otro con alimento contaminado con
aflatoxinas. Ya iniciada la experimentacion se les proporcionaron 150g a cada
conejo segun el tratamiento al que pertenecian. Se mantuvieron en
experimentacion durante veintiun dias, se pesaron individualmente cada tercer
dia. Al fin del experimento, se les practico la eutanasia y se hizo la necropsia a
cada animal, colectando muestras de higado, bazo y tres fracciones de

intestino: duodeno, yeyuno e ileon.
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Para estudios histopatoldgicos, se fijaron por inmersién en formaldehido al 10%
y para MEB, muestras paralelas de intestino, se fijjaron en Karnovsky
extendiendo cada fragmento sobre una placa de plastico al cual se engraparon

los tejidos.

3.1.2 ALIMENTO.

Las dietas se prepararon con arroz contaminado con 615ppb de Aspergillus
flavus, dicho arroz fue molido, para ser espolvoreado sobre alimento comercial
que previamente fue humedecido con el fin de que se adhirieran al alimento y

asi quedar contaminado.

El hongo A. flavus fue re-aislado en los medios Zchapeck y PDA a partir de
una ampolleta liofilizada proporcionada por el Dr. Juan Carlos del Rio. Cuando
el crecimiento y esporulacidon del hongo fueron abundantes, se hizo un raspado
superficial, parecido a un rasurado con el fin de extraer la mayor cantidad del
hongo. Este raspado fue incorporado a un volumen de 100 ml., se filtré a través
de papel filtro para eliminar los grumos y dejar a las esporas monodispersas en
la solucion. Se tom6 un volumen de 1 ml. del filtrado y se coloco en la camara
de New Bauer para contar las esporas. Este conteo se repitid seis veces en los
diferentes cultivos. Una vez establecido el numero de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/mI.) de la suspension obtenida; esta es agregada a
2.5kg. de arroz (arroz comercial marca Morelos) en un recipiente de 18 litros y
se ajusto la humedad al 18%. Se incubd a 24°C durante dos semanas con
aireacion por medio de rotacién diaria. Se esterilizé en autoclave y se secé a
50°C durante 24 hrs. en estufa de aire forzado. Posteriormente se dej6é a

temperatura ambiente por 24 hrs., para equilibrar la temperatura.

La produccioén de AF en el arroz y la concentracion real en la dieta contaminada
se evaluaron por el método de la columna de Aflatest ®. EI método se realizd
de la siguiente forma: a 50g de la muestra molida se le adicionaron 5g de NaCl,
posteriormente se le agregaron 100ml de metanol al 80%, se agitd esta mezcla
durante 1min., se filtré y del filtrado se tomé una alicuota de 10ml y se diluyé

con 40 ml de agua para tener un total de 50ml, se mezclo y filtr6 con papel
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Whatman; se tomé una alicuota de 10ml y se pasé gota a gota a través de una
columna de inmunoafinidad, después se lavd la columna con 20ml de agua,
una vez realizado esto se hizo pasar 1ml de metanol HPLC lentamente por la
columna, al liquido resultante se le agregé 1ml del revelador. Agitar durante
15seg. Leer en el fluorometro. El fluorébmetro es calibrado con los estandares
del aflatest®. Para esta determinacion se ocupo un Fluorometro VICAM serie 4,
modelo VICAM V1.0.

3.1.3 ESTUDIOS PATOLOGICOS.

Todas las muestras (excepto las destinadas al MEB) se incluyeron en parafina
para preparar laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina. Cortes
desparafinados y sin tefiir, se montaron con Entellan® para su posterior
observacion en el MC.

Para los estudios de MEB, las muestras se sumergieron rapidamente en fijador
de Karnovsky, se deshidrataron en alcoholes de concentracion creciente y se
sometieron al proceso de secado a punto critico en una Samdri-780A, Tousimis
Research Corporation Critical Point Dryer, después se cubrieron de una fina
capa de oro en un Fine Coat lon Sputter-JFC-1100, para su posterior estudio

en un Microscopio JEOL-6360LV de bajo vacio.

3.1.4 METODO ESTADISTICO.

Esta experimentacion utilizara como método estadistico la prueba de hipotesis,
cuyas formulas aplicables son:

. {(nl 182 -(n, _1)55}

n—-n,—2
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

Se recibieron los conejos de dos meses del destete de sexo indistinto. Todos
ellos fueron adquiridos en la Unidad de Reproduccién Cunicola de la FES-C
campo 4, en donde se mantienen alos animales en condiciones sanas y
apegadas a la NOM-062-Z0O0-1999. Dichos conejos fueron alojados en la
Unidad de Aislamiento, perteneciente a Ila Unidad Multidisciplinaria
Experimental en la FES-C campo 4, enjaulas de acero (Fig. 5 y 6), las
condiciones de temperatura controlada a 25°C, humedad relativa del 60% y
control de luz automatica con apagado total a las 7:00 pm, todo lo anterior se
realizd bajo el cumplimiento de la NOM-062-ZO0-1999 en donde se especifica
el correcto manejo de animales de laboratorio. Fueron alimentados con dieta
comercial normal (pelets comerciales marca Purina) y agua (obtenida de un
equipo purificador basado en el uso ozono para su purificacion) ad libitum
durante una semana para asegurar su acondicionamiento y adaptacion. Al final
de la semana de adaptacién, los individuos fueron divididos en 2 grupos de
peso homogéneo y asignados al azar a los dos tratamientos mencionados. Los
conejos se mantuvieron en experimentacion durante 21 dias, pesandolos

individualmente cada tercer dia y sacrificandolos al final de los 21 dias.

(Fig. 5) Jaulas para Conejos (Fig. 6) Conejos Nueva Zelanda

El conteo de esporas efectuado al inéculo del arroz arroj6 un resultado
promedio de 110 UFC/ml, de tal manera que los 2.5Kg de arroz fueron
inoculados con 100 ml del cosechado de esporas.
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Al final de tres semanas de cultivo con agitacion diaria, y una vez esterilizado y
secado el arroz, éste contenia 615 ppb.
1.000Kg ——» 615ppb
0.488Kg<+—— 300ppb
0.488Kg. + 7 dias = 69.7 g/dia de arroz contaminado

El consumo de alimento idéneo para un conejo es de 150grs. Por lo tanto:

80.3 grs de alimento sin contaminar (alimento comercial)
+

69.7 grs de arroz contaminado (Aflatoxina)

150grs. de alimento

Los conejos fueron pesados cada tercer dia, registrando la ganancia de peso y
haciendo una relacién con el consumo de alimento (Cuadro 1), con lo anterior

se obtuvo la eficiencia alimentaria.

(Cuadro 1) Ganancia de peso y consumo de Alimento de Tratamiento 1y 2.

Experimento Gananciade Co_nsumo de E_ficien_ci_a Conéﬂﬁ:%xigi? ol
peso g alimento g alimenticia periodo ( pg/kg)
1 Sin contaminar 173 3273 0.0529 <20.00
2 Sin contaminar 252 2485 0.1014 <20.00
3 Sin contaminar 185 2310 0.0801 <20.00
4 Sin contaminar 285 3418 0.0834 <20.00
5 Sin contaminar 190 3003 0.0633 <20.00
MEDIA 217 2897.8 0.0762 <20.00
cv 0.23 0.17 0.25 0.00
S 48.83 484.35 0.02 0.00
1 Contaminado 251 3030 0.0828 2319.14
2 Contaminado 210 2600 0.0808 1586.78
3 Contaminado 300 3051 0.0983 1862.03
4 Contaminado 250 3050 0.0820 1861.42
5 Contaminado 245 2951 0.0830 1801.00
MEDIA 251.2 2936.4 0.0854 1886.07
cv 0.13 0.07 0.09 0.14
S 32.09 192.47 0.01 267.18
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La ganancia de peso se graficé contra tiempo transcurrido (Grafica 1 y 2), con
la finalidad de poder observar el efecto de AFB1 en la ganancia de peso.

(Grafica 1) Ganancia de peso de los no contaminados.
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En el Cuadro 2 se muestra un compilado del dano observado al usar el MO,
mientras que en el cuadro 3 se muestra el compilado del dafio observado al
usar MEB; en ambos cuadros se asigna un valor referente al grado de daiio,
donde + es leve y ++++ es grave. Considerandose leve a lesiones
superficiales en el menor numero de vellosidades por campo observado; en el
caso del as lesiones graves se consideran dafos significativos sobre el
epitelio que atenten directamente la integridad del tejido y por lo tanto la salud
del animal. Se asigna — cuando no se presenta en la muestra estudiada el

dafo especificado.

(Cuadro 2) Evidencia del dafio en muestras de intestino por MO

. NO
DANO CONTAMINADOS CONTAMINADOS
Discontinuidad en vellosidades. ++ +
Vellosidades rotas. ++ +
Epitelio desprendido. +++ -
Congestién vascular en epitelio. ++ -
Reaccidn celular. ++++ -

Se da un valor referente al grado de dafio, donde + es leve y ++++ es grave.

(Cuadro 3) Evidencia del dafio en muestras de intestino por MEB.

DANO AFECTADOS | NO AFECTADOS
Vellosidades irregulares - +
Células caliciformes - +
Presencia de microorganismos ++ +
Células desprendiéndose ++ +
Huecos +++ +
Fusion de microvellosidades +++ +
Zonas calvas + -
Células en apoptosis +++ -
Vellosidad contraida o colapsada ++++ -
Cicatrizacion ++++ -
Poco dafio - +
Presencia de linfocitos ++ -

Se da un valor referente al grado de dafio, donde + es leve y ++++ es grave.
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(Fig. 7) Intestino de conejos en MO.

FOTOS DE MO DUODENO, YEYUNO E ILEON DE CONEJO. En la foto “A” se
expone un Duodeno sano (40x) con vellosidades completas y bien definidas
los pequefios trozos se deben a la manipulacion de la muestra y no a un dafio
provocado por la intoxicacion.; En la foto “B” (10x) se indica con flechas
algunas zonas de dafio como la clara fusién de vellosidades. En la foto “C”
(40x) se muestra un Yeyuno sin lesion y con una correcta forma y distribucién
de la vellosidades. La foto “D” (40x) el Yeyuno se muestra con evidentes
lesiones en cuanto a fusiébn de vellosidades y la posible apoptosis de las
células y contenido celular que se desprende del epitelio. La foto “E” (40x)
lleon, presenta células sin cambios morfolégicos y manteniendo congruencia
con el grupo control; La foto “F” (40x) las flechas muestran fusién de
vellosidades y un cambio severo en la morfologia de las células del epitelio
intestinal en comparacioén con el control.
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(Fig. 8) Duodeno de conejo en MEB.

FOTOS DE MEB DUODENO DE CONEJO. En la foto “A” se expone un
duodeno sano(950x) con microvellocidades completas a lo largo y ancho de la
misma; En la foto “B” (950x) se indica con flechas algunas zonas de dafio
como: el hundimiento de microvellosidades, huecos y células en Apoptosis. En
la foto “C” (450x) se muestra duodeno sin lesidn con presencia de restos de
contenido intestinal. La foto “D” (450x) muestra separacion irregular entre la
vellosidades, un severo hueco en la punta y el inicio de su colapso. La foto “E”
(2300x) muestra la region y las células que forman las microvellosidaes
duodenales de forma completa y sana a diferencia de la foto “F” (2300x) en
donde mostramos células que ya sufrieron apoptosis y microvellosidades con
apariencia granular resultado de la fusion de una o mas microvellosidades, asi
como huecos producidos por las aflatoxinas.
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(Fig. 9) Yeyuno de conejo en MEB.

FOTOS DE MEB YEYUNO DE CONEJO. En la foto “A” (150x) se expone un
yeyuno que presenta vellosidades irregulares, con alto contenido de biogel,
seflalando zonas de dafo; En la foto “B” (150x) se indica con flechas algunas
zonas de dafio como: huecos resultado de desprendimiento celular. En la foto
“C” (450x) se muestra duodeno sin lesion pudiendo observar células
caliciformes con contenido de moco. La foto “D” (450x) muestra una zona
rapada (sin microvellosidades). La foto “E” (1000x) muestra la region y las
células que forman las microvellosidaes de forma completa y sana a diferencia
de la foto “F” (1000x) una zona sin microvellosidades, lisa, con fusion de
microvellosidades y con huecos producidos por el desprendimiento celular.
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(Fig. 10) ileon de conejo en MEB.

FOTOS DE MEB ILEON DE CONEJO. En la foto “A” (450x) se expone un ileon
que presenta dafo visible y desprendimiento celular; En la foto “B” (450x) se
muestra una vellosidad contraida o colapsada. En la foto “C” (1000x) se
muestra desprendimiento celular. La foto “D” (1000x) se observa la vellosidad
colapsada, ademas de la presencia de linfocitos. La foto “I” (2000x) ileon sano
a diferencia de la foto “J” (2000x) en donde se observan fusion de
microvellosidades y la presencia de microorganismos.

Se puede observar en las Fig 7, 8, 9y 10 que la concentracion fue suficiente
para causar lesion y con ello observar cambios patoldgicos en el intestino de
conejos, esto tomando en cuenta de forma comparativa contra el grupo de

conejos no contaminados y sin lesion.
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(Fig. 11) Intestino de conejos en MC.

FOTOS DE CONFOCAL INTESTINO DE CONEJO. A la izquierda se logra ver
duodeno, yeyuno e ileon respectivamente, de conejos sanos. A la derecha
podemos observar duodeno, yeyuno e ileon respectivamente, de conejos
contaminados con aflatoxina. Obtenidas a 360 nm. Las flechas sefialan zonas
de autofluorescencia el el tejido de conejos con AF y que estan ausentes en los
tejidos sanos. Creemos que las zonas de fluorecencia representan el acumulo
de aductos en nucleos celulares.
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Durante la fase experimental se observa la posible presencia de un fenébmeno

llamado hormesis, el cual se trata de explicar en la grafica 3.

(Grafica 3) Ganancia de peso con minimos cuadrados de un conejo
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CAPITULO 5. DISCUSION
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De un total de cuatro pruebas previamente citadas en esta tesis: Microscopia

Confocal, Optica, Electronica y pruebas fisicas; que refieren a ser parte del

estudio de manera esencial en este trabajo, pero sobretodo de la evidencia que

aportan, se encontré satisfactoriamente que todas ellas arrojaron resultados

significativos.

El hongo crece en una gran variedad de ingredientes para piensos de animales

y alimentos, el hongo requiere condiciones apropiadas de humedad vy

temperatura para crecer y producir sus toxinas. Las condiciones de almacenaje

de los alimentos preparados pueden propiciar el crecimiento del hongo, aun

cuando este ya no se encuentre vivo en el alimento. Las AF son resistentes a la
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inactivacién térmica y a muchos tratamientos que se emplean para removerlas
de los alimentos sin afectar el valor nutritivo de estos.

Los efectos toxicos de las micotoxinas comunmente observados en conejos
incluyen cuadros agudos y cronicos, en casos graves provocan la muerte de
los conejos, en especial jévenes. También se pueden dar casos de aborto en
reproductoras y muerte por efecto de una micotoxicosis (Gimeno y Martins
2002) Las AF son absorbidas en el tracto gastrointestinal por su alta
liposolubilidad , son biotransformadas en el higado por enzimas microsomales
de la superfamilia del citocromo P450 (IARC). Que interviene en la formacion
de la forma exo-epoxido y endo-epoxido y la formacién de de una subsecuente
AFM;.

AFB;, — Reductasa—> Aflatoxicol

v

Higado (CITOCROMO P450) SOM Enzimas

v

Epoxidacion Hidroxilacion
v
Epdxido AFB, AFM;

(Fig. 12) SOM Tomado de (Tejada 2007).

A) Inoculacion del arroz y produccion de aflatoxinas.

El inoculo fue aparentemente bajo (110 UFC/ml) ya que otros trabajos de
investigacion refieren a la utilizacion de mayor cantidad de inoculo para poder
garantizar una mayor contaminacién por aflatoxinas. Uno de los mejores
sustratos para la proliferacion de estas téxicos es el arroz, razén por la cual se
tomo como base para el desarrollo de esta labor (Tejada 2007).

Sin embargo no se pudo generar un ajuste optimo en la concentracion de
aflatoxinas en la ingesta diaria del| os animales, pues al aumentar su

concentracion, invariablemente esto significaria aumentar la cantidad de arroz,
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lo que propiciaria la ingesta de una dieta no equicalérica que sin lugar a dudas
repercutiria en el peso de los conejos, con lo que este aumento, seria una
variable que dejaria de ser significativa para obtener resultados confiables, ya
que arrojaria unresultado que no seria producto del desarrollo natural del

trabajo.

B) Contaminacién del alimento.

Se considera que los conejos, patos recién nacidos, gatos , truchas y cerdos,
son altamente susceptibles; moderadamente, pavos, terneras, perros, borregos
y monos; relativamente resistentes, pollos, hamsters, ratones y ratas, en todas
las especies animales entre mas joven es el animal la susceptibilidad se
incrementa (Patterson1973).

La concentracion de la aflatoxina en el alimento ajustada fue de 300 ppb. ya
que es la DLsp a la cual los conejos presentan lesiones ocasionadas por la
ingesta de estas micotoxinas (Cuadro 4 ). La bibliografia consultada indica que
a esta concentraciéon el conejo deberia presentar cambios patoldgicos y
lesiones base primordial del presente estudio. Ademas se decide causar una
toxicidad crdnica, para evitar el sufrimiento de |os conejos sin justificacion y
siguiendo la NOM-062-ZO0-1999.

Tomando en cu enta el contenido de AF (ppb) en el alimento contaminado
(Cuadro 5) esta concentracion usada evitara causar un da fio agudo que
incurra enun trato fuera de lo establecido por la norma que habla de la

utilizacidn de animales para la experimentacion.

(Cuadro 4). Toxicidad de la aflatoxina B1 (Dosis Letalsp) en

diferentes especies animales.

Especie Animal DL50
( mg/kg peso corporal)
Conejo 0.3-0.5
Patito 0.34-0.56
Gato 0.55
Cerdo 0.62
Trucha arcoiris 0.81 intraperitoneal
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Perro 1.0
Cuyo 1.4-2.0
Borrego 2.0
Mono 2.2
Pollo 6.5-16.5
Raton 9.0
Hamster 10.2
Rata 5.5-17.9

(Patterson 1973)

(Cuadro 5) Contenido de aflatoxinas (ppb) en el alimento contaminado

(promedio de 3 repeticiones)

Tratamiento AFB1
pg/kg

310.33

Promedio de lotes
contaminados

Método de analisis por Aflatest ®. Para esta determinacion se ocupo un
Fluorometro VICAM serie 4, modelo VICAM V1.0,

Se observa en las Figuras 7, 8, 9y 10 que la concentracion fue suficiente para
causar lesiones tales como: fusion de microvellosidades, apoptosis celular,
aumento en el numero de células caliciformes, colapso de vellosidades, entre
otras, lo anterior se debe a diversas razones, entre ellas la necesidad de
renovacion celular acelerada debido al dafio provocado, a la incapacidad de
renovacion ante el dafio crénico y por otro lado el dafio casi inmediato que
provocan las AF; esto tomando en cuenta def orma comparativa contra el

grupo de conejos no contaminados y sin lesion.

C) Ganancia diaria de peso

En relacién con el aumento o di sminucidn de p eso debido at rastornos
gastrointestinales, se realizé una prueba de hipdtesis comparando la ganancia
de peso del grupo de conejos no tratados contra el grupo de conejos tratados,

obteniendo como resultado que no hay diferencia significativa entre estos. Esta
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informacion se corrobora con las graficas 1 y 2, aun que en dichas graficas se
observa que la ganancia de peso es dependiente del consumo de alimento, la
diferencia entre ambos tratamientos no es significativa estadisticamente.

La grafica 3 muestra la ganancia de peso de un conejo que refleja el fendbmeno
de hormesis. (Diaz et al), esto obedece a que la aflatoxicosis puede generar tal
situacion andmala, que es catalogada como un fenémeno toxicolégico que se
caracteriza por estimular la ganancia diaria de peso a dosis bajas e inhibirla a
dosis altas (Gomez et al 2009). La hormesis se ha presentado en
observaciones de los cambios de peso corporal en numerosos estudios (Diaz
et al 2008).

Las AF pueden causar toxicidad aguda o crénica en los animales. Los efectos
como dafio de tipo agudo en higado, cirrosis, induccién de tumores y efectos
teratogénicos se han documentado en| a literatura. Al administrar dosis
pequenas o acumulativas propiciamos una toxicidad cronica que nos llevo a
observar en los conejos el fendmeno de hormesis, en relacion al peso y al no
observar cambios en la actitud de los conejos durante la experimentacion, sin
embargo tenemos evidencia de la toxicidad de la aflatoxina por la observacion

en diferentes lesiones microscopicas.

Lo anterior considerando que al aumentar la ingesta de arroz provocaria una
dieta no equical6rica (mayor cantidad de calorias por la adicion del arroz, sujeto
a digestion primaria) lo cual tendria efectos sobre el crecimiento de los conejos,
pero hablando nuevamente de la hormesis y de una di eta por supuesto con

mas contenido energético, que se verian reflejadas en la ganancia de peso.

La comparacion entre la activaciéon y detoxificacion de la AFBq-epoxido en
diferentes animales provee la base para entender por qué las especies varian
en su sensibilidad a los efectos toxicos y carcinogénicos inducidos por la AFB4,
esto especificamente por la cantidad y tipo de enzimas que pueden ser propias
de la especie. Los efectos también son influidos por variaciones de especie,
sexo, edad, estado nutricional, efectos con otros quimicos, dosis y el periodo
de exposicion (Mishra HN et al 2006, Ellis WO et al 1991)
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La enfermedad por aflatoxicosis en conejos aparece raramente y es muy dificil
definir el diagnostico debido a los signos crénicos. Los animales pequefios son
seguramente mas afectados que los animales maduros (Johnston 2008) de
acuerdo a lo anterior se justifica el haber elegido animales de dos meses de
destete, relativamente jovenes, puesto que se esperaba poder observar el dafio
sin que murieran pero tampoco fueran resistentes a la contaminacion con la
aflatoxina. La cantidad de alimento de 150g diarios se asignd por ser una
cantidad establecida como apta para estos animales (Surdeau y Henaff).

D) Cambios patoldgicos MO

Las AF se acumulan en el cuerpo, aun en dosis permitidas pueden llegar a
causar problemas clinicos si se administran piensos contaminados durante
tiempos largos. El limite maximo permitido para AF totales en piensos y
alimentos en México es de menos de 20 pg/kg.

Después de la ingestion de alimentos o piensos contaminados con toxinas,
estas entran en contacto con los epitelios del tracto digestivo. Los epitelios
pueden estar en contacto con concentraciones de micotoxinas mas altas, que
las que se encuentran en la ingesta debido al a accidn metabdlica del
organismo. El epitelio intestinal esta constituido por una sola capa de células.

Siendo las AF liposolubles son facilmente absorbidas del sitio de exposicion,
usualmente el TGI, al torrente sanguineo después de la absorcion la AFB1 es
biotransformada por el complejo enzimatico P-450 en diferentes metabolitos
solubles en agua entre ellos la AFM1 vy Aflatoxicol. Aun cuando la
concentracion de proteinas de la familia P-450 estan en baja concentracion en
el intestino en comparacion con el higado, debido a sus pliegues, vellosidades
y microvellosidades intestinales la superficie de exposicion es enorme. Las
enzimas que son capaces de de transformar ala AFB1 en el intestino solo

pueden proceder del epitelio intestinal. (Galtier 2003).

E) Cambios patolégicos MEB
El destino de una micotoxina en el cuerpo animal depende de la cantidad y
velocidad de a bsorcion del tracto gastrointestinal (TGI), su distribucion, su

union o localizacion en tejidos, los procesos de biotransformacion y excrecion.
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La toxiquinética y la toxidinamia de u na toxina, estd determinada por las
propiedades fisicas del compuesto y por la interaccidon con los tejidos
responsables de su eliminacion (Galtier, 2003).

Con el MEB se observaron cortes de diferentes segmentos del intestino y se
corroboré el dafo en el epitelio intestinal debido a la dieta contaminada Figuras
8, 9 y 10, notando diferencias entre los dos tratamientos (fotos de la izquierda
son control, las de la derecha son problema,) vellosidades irregulares, células
desprendiéndose, huecos, fusion de microvellosidades, zonas calvas,

vellosidades contraidas, entre otras (Cuadro 4)

En el Cuadro 4 se muestra el grado de dafo que resultdé para ambos
tratamientos, dejando distinguir que evidentemente el dafo en los conejos
contaminados es mas grave. El dafio es justificado por la observacion de
muestras con MEB como se muestra enlas Fig. 8, 9 y 10 en cuyos pie de

figura respectivos se describe el dafio que se puede observar.

El 6rgano mas importante en la detoxificacion de las micotoxinas es el higado,
lo que crea el primer circuito (duodeno-higado bilis) dentro del aparato digestivo
debido a que las AF son segregadas en la bilis, con lo cual las AF dan una
primera vuelta. En especial los lagomorfos como el conejo domestico digieren
la fibra en el masivo ciego que tienen y al formar los cecotrofos, en los que las
AF continuan activas, causan que se cierre el segundo circuito intestinal, ahora
con el intestino delgado, ciego y por medio de | os cecotrofos vuelve a la
cavidad oral (Hernandez E. 2005). La alta susceptibilidad de los conejos a las
AF parece ser explicado por los circuitos digestivos, esto es la posibilidad de
poder eliminar estas toxinas se reduce por su cecotrofia, (Gimeno y Martins
2000) observaron que solamente el 1.42% del total de las AF consumidas por

conejos fueron excretadas en las heces.

Fundamentado esto en la formacion del epdxido a nivel hepatico pero también
intestinal, y entonces recordamos que la AFBq-epoxido presenta dos
conformaciones: una endo y una exo. La forma endo posee aproximadamente

500 veces mas poder mutagénico que la forma exo (Steyn and Stander) el
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fendmeno de mutagenicidad se explica mediante la formacion de un compuesto
estable por la union covalente el N-7 de los restos de guanil del DNA o RNA.
Esta formacion de aductos persistentes se lleva a cabo en regiones de DNA
ricas en guanina, es entonces que en el proceso de replicacién, el complejo
formado se intercala causando mutacion. Después de la formacion de AFB;-
epoxido pueden formarse dihidrodioles metabolitos que se unen a proteinas
celulares induciendo dano c elular y eventualmente muerte celular; es
importante resaltar que la AFB4-epoxido puede también formar aductos con la
albumina y otras proteinas celulares. Cerca del 5% de la dosis ingerida de
AFB1 se une albumina (Steyn and Stander). Con la presente investigacion se
puede aseverar que la aflatoxina-epoxido no solamente causa mutagenicidad
sino pueda causar un dafo celular por su unidén a proteinas celulares en
intestino, lesiones facilmente visibles en las fotos presentadas marcadas como

problema.

La formacién del epdxido requiere la presencia de un doble enlace entre los
carbonos C8-C9 por esta razén las AF B,y G, son practicamente atoxicas en
comparacién con las AF B,y Gy. La AFM; aunque presenta el doble enlace
entre los carbones C8 y C9 es dos ordenes de magnitud menos toxica que la
AFB+ en cuanto a carcinogenicidad se refiere (Diaz G.J). Todos estos dafos
fueron interpretados como una pérdida de la polaridad de las células epiteliales
tal perdida de la polaridad puede alterar la absorcion de nutrimientos, la
interferencia en la absorcion de nutrimentos debidas a las alteraciones en las
micro y vellosidades y los dafos alas junturas celulares debido a las AF
pueden explicar las ganancias de peso reducidas de los animales que

consumen alimento contaminado por AF (Hernandez E. 2005)

F) Deteccion de aductos

La uso del MC nos ayudo a demostrar una cierta fluorescencia provocada por
la AFB4, que se distingue por su color fluorescente bajo la luz ultravioleta B=
Blue situacién que le dio el nombre como Aflatoxina B (Abarca et al 2000). Para
el caso de las muestras de Intestino e Higado de conejo por medio de su auto
fluorescencia, revelaron su presencia sin embargo, pese a haber encontrado

diferencias notables entre ambos tratamientos, no se puede aseverar que se
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trate de la presencia de los aductos de manera confirmatoria ya que pueden
estar presentes otros compuestos autofluorescentes, que no necesariamente
son los aductos de las aflatoxinas. Para la deteccion de aductos se necesita el
uso de un marcador celular (ADN o ARN) para asegurar que su fluorescencia
corresponde realmente al aducto sin embargo como resultado se observa
mayor intensidad de la fluorescencia de las muestras contaminadas (Fig. 11), lo
que nos hace pensar en la presencia del aducto, ademas de saber que dichos
aductos fluorecen en el rango 360 nm. El laser Argon Helio utilizado emite a
460nm, lo cual hace que la fluorescencia observada sea sélo la cola del pico de

absorcidn de los aductos, y por lo tanto la duda.

Con este daino evidenciado se confirma la alta susceptibilidad del conejo a la
intoxicacién por aflatoxinas, como se menciona en la literatura, aunque resulta
sorprendente la falta de sintomas en los animales vivos, en tanto que tramos

del intestino mostraban el dafio extremo aqui comunicado.

La determinacion de AFB; libres puede ser detectada por HPLC por la figura
aductos en orina que muestra una exposicion de 24 a4 8 hrs . De la misma
forma un biomarcador para exposicion cronica a aflatoxinas es la deteccion
mediante aductos de AFB1-albumina en sangre (Redy SV, Waliyar F; Ming L.
Thorgeirsson S, Gail M, Lu P, Harris C, Wang N, et al).

Para evitar el efecto nocivo de las AF, se debe evitar la produccion por parte
del hongo, la detoxificacién del alimento y bodegas contaminadas, y por ultimo,

la inhibicidn de la absorcién de aflatoxinas en el TGI.

En México, la falta de experiencia, la creencia de que la cunicultura es una
actividad facil, la desleal comercializacion de pie de cria, equipo o alimentos, la
escasa cultura social respecto al consumo de carne de conejo y la falta de
investigaciéon para el desarrollo fueron los elementos que impidieron su
expansion a mayor escala (Colin y Lebas 1992). El estudio de la aflatoxicosis
en conejos tiene importancia debido precisamente al pequefio tamafo de las
granjas dedicadas a la cunicultura. La limitacion de terreno les impide producir

su propio alimento, y por lo tanto estan obligados a adquirir y almacenar
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alimentos balanceados provocando la posibilidad del contagio. En el altiplano,
en donde se ubican la mayor parte de las granjas, como ya quedd asentado,
los almacenes de alimento no deberian guardar granos por mas de dos
semanas, la época de lluvias en verano y las temperaturas calidas del mismo
favorecen el desarrollo del os Aspergillus spp. productores de AF. Si la
cantidad de AF es muy alta en los alimentos almacenados, puede ocurrir un
brote de aflatoxicosis con una creciente mortalidad de animales de e ngorda
recién destetatos, con posibilidades de hacer llegar al consumidor final que es

el ser humano carne contaminada.

CAPITULO 6. CONCLUSIONES

En base ala administracion de dietas contaminadas con AFB1 (Metabolito
secundario del hongo A. flavus) a conejos, se logré evidenciar y analizar el
dafo y las lesiones que dicho metabolito ocasioné al animal, mediante el uso
de MEB, apoyando el resultado con MO y MC. Los estudios realizados de
histopatologia crearon condiciones viables y asertivas para poder realizar
mejores estudios con lo que se logro trazar una guia que permitido saber hacia
dénde mirar; la MEB cimentd la base de todos estos resultados. Por ejemplo lo
que se observa en la Figura 7 del presente trabajo, es una discontinuidad de
vellosidades, vellosidades recortadas, epitelio desprendido, congestion
vascular en epitelio, reaccién celular y desnaturalizaciéon de proteinas que son
precisamente deterioros causados por los efectos nocivos de las AF, el Cuadro
4 determina la severidad y la incidencia con la que estos efectos se
presentaron en las muestras. Todo este dafo estaba poco documentado y solo
era posible constatarlo a través de la ME.

Con este trabajo, entonces, se cumplid el objetivo de ev aluar el dafo que
causan las AF en el intestino del conejo, con la observacion de considerables
efectos toxicos provocados por la contaminacion del alimento con dosis bajas
de AF, dichos efectos se detectaron y confirmaron con el uso de ME, MO y MC,
herramientas modernas y utiles que dieron muy buenos frutos. Un buen

numero de estas evidencias ofrecieron a la investigacion una muy puntual y
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concluyente certidumbre, ofreciendo con esto el futuro planteamiento de
nuevas y mejoradas lineas de investigacion que ofrezcan soluciones al
problema tratado y se pueda asi, dar un impulso importante al ambito de la

cunicultura en México, ya que esto puede traer beneficios econémicos.

La presente tesis no es solo un logro profesional es también un paso enla
busqueda de resultados que puedan plantear a productores nacionales y
extranjeros, investigadores y autoridades una prueba de las consecuencias que
trae consigo la contaminacion del alimento por AF, no solo para uso animal
sino también por el impacto que tienen estos animales, ya que en muchas
comunidades de diferentes paises son una base para la alimentaciéon de
muchas personas y esto por supuesto habla, de un posible riesgo a la salud

humana si se consume animales expuestos a estas toxinas.
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