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1. INTRODUCCION

1.1 La Situacion agropecuaria en México.

El sector agropecuario mexicano ha enfrentado transformaciones profundas
durante las tres ultimas décadas. El continuo proceso de urbanizacion, el
intenso proceso de globalizacion y las transformaciones demograficas han
configurado un nuevo entorno para el sector agropecuario, el cual se
caracteriza por cambios tecnolégicos que redundan en mejoras de la
productividad, nuevos cultivos que se ajustan a las exigencias de un mercado
internacional, modificaciones genéticas que mejoran las variedades de los
productos, nuevos esquemas organizacionales que dinamicen las formas de
comercializacion y modifican los métodos de insercion en el mercado mundial e
incluso, el surgimiento de nuevos esquemas de desarrollo rural. Por su parte, la
ganaderia que es la segunda actividad en importancia, si bien ha mostrado
signos de recuperacion no se ha consolidado como la base de la produccién en

el medio rural.’

La composicién del consumo de carnes se ha mantenido sin cambios
significativos, dentro de la cual el porcino ha seguido su participacion en torno
al 25%, la del bovino en 26.5% y la del pollo en 43.5%, el 5% restante es
aportado por las carnes de ovino, caprino y guajolote. Esto va relacionado en
conjunto con las preferencias del consumidor en torno a las carnes y los
productos sucedaneos, ya que el precio es un factor fundamental que
determina la demanda en la mayor parte de la poblacién de México y que
muestra una importante sensibilidad a cambios tanto en el precio de los
carnicos, asi como en el nivel de ingreso. La carne de porcino, en el contexto
de la produccion nacional de carnes ha venido cediendo terreno frente a la de
pollo, la que ha experimentado un crecimiento permanente y de mayor medida
gue el resto de las producciones céarnicas del pais. De ésta forma, la carne de

porcino aporté el 21% de la produccién nacional de carnes.?
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Asi, la expansion registrada en la produccion pecuaria en los ultimos quince
afos ha estado sostenida basicamente por la produccion de carne de pollo y
huevo, en tanto que los productos tradicionales como la carne de bovino, de
cerdo y leche de vaca presentan una tendencia claramente descendente. Cabe
destacar, que a nivel internacional la produccion pecuaria pasa cada vez mas
de los bovinos y otros rumiantes que se alimentan de pasto y forrajes, a los
cerdos y a las aves de corral, criados con concentrados balanceados. El centro
de gravedad de la producciéon pecuaria se ha trasladado de las comunidades
agricolas rurales hacia las afueras de los principales centros urbanos. De este
modo, la produccion se concentra en empresas industriales avicolas y porcinas
localizadas en y alrededor de los principales centros urbanos, donde los
productores tienen facil acceso tanto a insumos y concentrados balanceados

baratos como a mercados dindmicos para la carne y los huevos’.

1.2 La Produccion porcina en México

La produccién porcicola mexicana no ha mostrado una tendencia especifica en
el dltimo trienio, ya que si bien se determina un crecimiento de 3.9% en 2007,
este es el resultado de la despoblacién de granjas por falta de rentabilidad,
poblacion que se evidencia en 2008 con una practica de estabilizacion de
produccion en el orden de 1,160,677 toneladas.

Por su parte, las exportaciones de carne mexicana de porcino mantuvieron
una importante tendencia de crecimiento, situacion debida a la especificidad del
mercado que atienden en el Japdn, Corea y los EUA. Las ventas mexicanas de

carne y productos porcinos en 2008 fueron del orden de las 67,800 toneladas.

El Consumo Nacional Aparente (CNA) de carne y productos porcinos en
México fue de 1,741, 996 toneladas en 2008, manteniéndose una participacion

del 25% dentro del consumo general de carnes en el pais.
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El incremento del CNA de productos porcicolas permitio que la disponibilidad
per cépita en México creciera y se ubicara en 16.3 kilogramos por habitante al
afo, lo que significé un crecimiento de mas de medio kilogramo en solamente

dos arfios.

La concentracion de la producciéon es cada dia mas evidente y de hecho, dos
entidades, Sonora y Jalisco, concentran alrededor del 40% de la produccion

nacional.

Es importante sefialar la dicotomia que se determina en las dos principales
entidades productoras, ya que mientras Sonora muestra una clara orientacion a
los procesos de exportacion, Jalisco se enfoca al abasto nacional. * (ver figura
1).

TAMAULIPAS,_ MICHOACAN,
2.9% 3.6%

RESTO DEL
PAIS, 23.7%

JALISCO, 18.8%,

VERACRUZ, 6%

PUEBLA,
8.9%

GUANAJUATO,
9% YUCATAN,7.7%

Fig.1 Principales Entidades Productoras de Carne de Porcino en 2008
Fuente 12,42

Si bien la preponderancia de la porcicultura en la zona centro del pais se
mantiene, esta pierde representatividad por el bajo ritmo de crecimiento,

cediendo participaciéon a entidades como Sonora, Yucatan y Tamaulipas.
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La porcicultura al igual que el resto de las actividades ganaderas intensivas,
continda siendo una fuerte actividad demandante de granos forrajeros y
aunque en algunos sistemas productivos se busco su sustitucion,
principalmente con productos de destileria inclusive con forrajes, esto impacto

en forma poco significativa sobre la demanda global por granos forrajeros.

Desde finales de 2006 se observd un incremento pronunciado del precio del
maiz, el cual arrastro a la alza los precios de otros granos como el sorgo,
impactando sensiblemente los costos de produccion en todas las ramas de

ganaderia intensiva tanto en México, como a nivel mundial.

Para el 2008, las estimaciones de demanda de granos forrajeros por parte de
la porcicultura se ubican en 4.5 millones de toneladas, volumen que resulta
2.2% superior al estimado para el afio 2007, mismo que a su vez fue 2.5%
mayor al del 2006. Este crecimiento sustento el aumento de la produccion
porcicola del pais.*?

El consumo de granos en la dieta diaria de los porcinos en sus diferentes
etapas de produccion es muy importante, ademas, de que se considera una de
las principales fuentes de contaminacion del alimento por el mal manejo de los

granos, almacenaje y conservacion de los mismos.

1.3 Micotoxinas

Las micotoxinas son moléculas relativamente pequefias con una estructura
quimica y una actividad biolégica muy diversa. Aunque suelen ser
genotipicamente especificas para un grupo de especies, la misma toxina puede
también ser producida por hongos pertenecientes a distintos géneros. La
mayoria de las micotoxinas son producidas por especies de géneros

Aspergillus, Penicillium y Fusarium.>48°%
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Son metabolitos secundarios fungicos capaces de desencadenar diversas
alteraciones y cuadros patologicos en el hombre y los animales ademas de que
puede contaminar el alimento para los ya mencionados incluyendo todos los

estadios de alimento procesado (fig. 2) 32480,

Algunas micotoxinas son conocidas como causantes de enfermedad para los
animales, pero pueden también ser fitotdxicas, y ser sospechosas como
agentes causales de algunas enfermedades en humanos, incluyendo

cancer.303

Contaminacion

Fungica

N

VEGETAL

T~

HUMANO

ANIMAL PRODUCTO

(Origen animal)

Eliminacién

Fig. 2 Micotoxinas en la cadena alimenticia
Fuente 63
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MICOTOXINAS || ~ —————_ _

l Absorcidn T~a
-_— ~
N
\\
SANGRE (Vinculante)  ——————__ _ N\
\\\ \
. . \\ \
l Distribucién v ;
TEJIDOS (Residuos) EFECTO PATOLOGICO
. g *
Biotransformacion /
///
————— -~ Bioactivacion
METABOLITOS
l Orina, Heces (marcadores moleculares)

/'

EXCRESION —, Huevo, Leche (residuos)

Fig. 3 Efecto de las Micotoxinas
Fuente 63.

Las enfermedades que son inducidas por micotoxicosis provocan toxicidad
aguda, cronica y subcrénica, la cual depende de diferentes factores como lo
son la especie animal, edad, sexo, cepa, dosificacion, tiempo de exposicion y

via de administracion. (fig. 3).%:2:°028:60

1.3.1 Las micotoxinas a nivel mundial

A nivel mundial aproximadamente el 25% de las cosechas de cereales
producidas son afectadas por micotoxinas, y estos representan un mayor
riesgo afectando la salud animal y humana. 324&
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En 1988 reportaron que las fumonisinas, son una nueva clase de micotoxinas,
han sido identificadas en cultivos de Fusarium moniliforme, estas toxinas tienen
una actividad promotora de cancer.*>*%

Este reporte representa el mayor parte aguas del siglo en la investigacion
dentro de las enfermedades animales y humanas asociadas con el consumo de
maiz contaminado con F. moniliforme. Esto también ha sido el punto de inicio
en los esfuerzos mundiales para describir la estructura, propiedades y
toxicologia de este nuevo grupo de toxinas ademas, de que el reporte es de
interés en el area de fitopatologia de los méas notorios patégenos del maiz.3*
Estas micotoxinas han sido encontradas alrededor del mundo, principalmente
en el maiz. Hasta el momento han sido aislados y catalogados 10 tipos de

fumonisinas.®?

1.3.2 Genero Fusarium

Fusarium verticillioides es una especie de amplia distribucion geogréfica que
colonizan importantes cultivos, cereales entre otros, y productos derivados que
forman la base de las dietas humana y animal. La capacidad de muchas de
esas cepas de producir toxinas, principalmente fumonisinas B1 y By, representa
un riesgo grave para la salud humana y animal y tiene repercusiones

econdmicas y medioambientales de primer orden.*®*

El maiz es uno de los mas importantes productos, que se distribuye
ampliamente en diversos paises, debido a que este es uno de los mejores
ingredientes para las dietas de los animales. El maiz destinado para la
alimentacion humana es utilizado en diversas regiones de Africa, Asia, América
central y del Sur, en Norteamérica y Europa, los productos del maiz son
importantes componentes para una gran diversidad de alimentos procesados,
incluyendo cereales para el desayuno, botanas y bebidas ligeras y cerveza. Las
fumonisinas no son destruidas por muchos de los métodos usados para el

proceso de estos alimentos.
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Asi, la tecnologia aun no puede avalar para asegurar que todo el alimento
basado en el maiz tanto para humanos como animales estd completamente
libre de fumonisinas.

Aunque las fumonisinas son contaminantes naturales del maiz, éstas tampoco
son compuestos inherentes del maiz, y son asi consideradas como sustancias
afadidas para el criterio de la Administracion de Drogas y alimentos de los
Estados Unidos (FDA).3*4"

1.3.3 Fumonisina B1

Las fumonisinas, son producidas por diversas especies de Fusarium, y son
frecuentemente contaminantes del maiz y en dietas basadas en el mismo.
323148. Fumonisina B; (FB.), es una micotoxina producida por Fusarium
verticillioides, que puede contaminar el alimento para consumo humano y

animal.**2*8 (Fig. 4).

Ho

o OH

o
OH OH
NH2 oM

O aH
[o)
o

OH

iIg. 4 Fumonisina B;
Fuente 54.

La FB;, es un miembro predominante de una familia de metabolitos toxicos
producidas por diversas especies de Fusarium y es comunmente encontrado
en el maiz. Es el primer agente descubierto que inhibe la sintesis de ceramida
(esfingonina (Sa) y esfingosina (So) (N-acyltransferasa)), el cual cataliza la
conversion de esfingonina 6 esfingosina a ceramida.®*%26-3’
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Los esfingolipidos son compuestos similares a los fosfoglicéridos los cuales
son esteres de glicerol que contienen &acido fosforico, los cuales poseen
propiedades anélogas, por lo que se suelen agrupar bajo el nombre de
fosfolipidos y se consideran los lipidos mas abundantes en las células.*** En
ellos, los acidos graso se esterifican con un alcohol distinto del glicerol. Se trata
de un aminoalcohol de cadena larga denominado esfingosina. El acido graso
se une a la esfingosina por el grupo amino formando un enlace tipo amida. El
compuesto mas importante de éste grupo es la ceramida, de la que derivan los

demas esfingolipidos.™

El catabolismo de los esfingolipidos se produce en los lisosomas, por la accion
de una familia de enzimas hidroliticas, que se sintetizan a partir de la
ceramida, es decir el ceramido, que se forma por acilacion de la esfingosina, y
la adicion sucesiva de azlOcares mediante accion sucesiva de
glucosiltransferasas y que actian sobre los azucares ligados a nucleétidos. Los
esfingolipidos y especialmente la esfingomielina, son componentes abundantes
de la vaina de mielina que protege y aisla de las células del sistema nerviosos
central, y también de manera importante se encuentran en higado y médula

6sea.t

Las fumonisinas son estructuralmente similares a estas bases esfingoides, y se
diferencian principalmente por la presencia del lado de las cadenas del acido
tricarboxilico (Fig.5).

OH
HO/W\AM
NH,
Esfingosina
OH R, OR;

NHR R, CH, OR,

1 3
Fumonisina B1

Fig. 5 Diferencia entre fumonisina B1 y Esfingosina
Fuente 37.
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El resultado de la acumulacion de las bases libres de esfingoides y la
destruccion del metabolismo de esfingolipidos, se cree que es el mecanismo de
toxicidad de las fumonisinas, esto se debe a que los esfingolipidos son muy
importantes en los componentes de la membrana celular ya que los fosfolipidos
contienen acidos grasos como su principal componente de la bicapa
estructural. Normalmente, la ceramida es convertida al complejo de
esfingolipidos, incluyendo esfingomielina y glicoesfingolipidos, la inhibicion de
la sintesis de ceramida provocada por FB; rompe el metabolismo de los
esfingolipidos, provocando una elevacion de los niveles libres intracelulares de
Say So, aumentando en cantidad los productos de la degradacién de las bases
esfingoides como esfingonina-1-fosfato, disminucién del complejo esfingolipido,
y disminuyendo la biosintesis de fosfatililetanolamina.®'®?**" En cerdos, la
relacion Sa/So ha sido estudiada en diferentes 6rganos pero no en el intestino

ni en su epitelio. >*°

Los acidos grasos esenciales (AGES) son normalmente unidos 0 ligados a las
dos posiciones del glicerol de la principal columna de los fosfolipidos y algunas
veces también para la primera posicion. El colesterol libre es asociado con los
acidos grasos y desde aqui es un importante mecanismo en la determinacion

de la permeabilidad de la membrana fluida*>® (Fig.6)

De acuerdo a esto, para identificar la presencia de fumonisinas en el transcurso
de una enfermedad se emplea la determinacion de la presencia y cantidad de
esfingosina/esfingonina ya que pueden alterar la membrana celular y por lo

tanto los esfingolipidos son utilizados como biomarcadores de las Fumonisinas.
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Fig.6 Sitios de bloqueo de la fumonisina en la sintesis de esfingolipidos.
Fuente 46.

Otros efectos de FB; el cual ha sido notado es que tiene como afinidad la
destruccion del metabolismo de los esfingolipidos, incluyendo la inhibicion de la
proliferacion celular y el incremento de la muerte celular, disminuyendo las
barreras de defensa del endotelio celular asi dejando “escapar” la albumina a

través de la membrana estimulando la sintesis de DNA.*>*’

Un nimero de andlogos estructurales de FB; han sido descubiertos y esto es
tan bien conocidas que se incluyen fumonisinas Bi, B,, B3 y B; hidrolizada,
como parte de la habilidad para inhibir la sintesis de ceramidas.®® La FBy, es la
mas prevalente y mas toxica de diversos analogos que ocurren naturalmente,
que han sido demostrados como causantes de enfermedades fatales del

ganado y equinos, el caballo es conocido como la especie mas sensible a las
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fumonisinas, produciendo leucoencefalomalasia que es caracterizada por una
necrosis licuefactiva de los hemisferios cerebrales; edema pulmonar en cerdos,
hepato y nefrotoxicidad en ratas, ratones, conejos y corderos y en uno de los
estudios carcinoma con hepatocelularidad. Esta toxina también ha sido
reportada como un factor que contribuye a la presencia de cancer de esoéfago
en humanos en diversos paises como China, Sudéfrica, Italia, Guatemala

donde el maiz es consumido como materia prima. 32429:38:48.50.60.

1.3.4 Toxicidad de Fumonisinas en cerdos

La fumonisina B; (FB1), presenta efectos toxicologicos en el laboratorio y
animales domésticos incluyendo los cerdos, provocando edema pulmonar, falla
hepatica y toxicidad cardiovascular. También se le conoce por ser citotoxica en
diferentes lineas celulares incluyendo las células epiteliales, ya que el tracto
gastrointestinal representa la primera barrera de defensa contra los agentes
quimicos ingeridos, alimentos contaminados y toxinas naturales. Seguida de la
ingesta de alimento tanto para humanos y animales, las células del epitelio
intestinal pueden ser expuestas a altas concentraciones de toxinas. Se
considera que el tracto gastrointestinal del cerdo y su fisiologia digestiva son
muy similares a la del humano, por ello el cerdo puede ser considerado un
buen modelo de extrapolaciéon al humano. Una consecuencia de la disminucion
de la funcién de la barrera intestinal por FB; puede ser el incremento de la
translocacion bacteriana atravesando la luz del intestino. Ademas, porgue los
esfingolipidos y glicoesfingolipidos pueden actuar modificando la membrana de
los receptores para las bacterias y la destruccion del metabolismo de
esfingolipidos por FB; en la superficie de las células epiteliales. Pero este
efecto puede contribuir a un aumento de la colonizacion del tracto intestinal por
bacterias patdgenas. En estudios recientes indican que, en lechones, la
administracion oral de FB; por 7 dias incrementan significativamente la
colonizacion del intestino delgado y grueso por patdégenos como E. coli y

aumentando la translocacién bacteriana a 6rganos extraintestinales. *4°
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La mayor ruta de eliminacion de FB; es por bilis y la circulacién enterohepatica,
probablemente disminuyendo la exposicion de las células intestinales a estas
micotoxinas. Los mecanismos de toxicidad para fumonisinas son complejos y

pueden involucrar diversos sitios moleculares **%

La toxicosis por fumonisinas en cerdos es caracterizada por dafio en el pulmén,
higado, sistema cardiovascular, y sistema inmunol6égico asi como la rapida,
alteracion del metabolismo de esfingolipidos y efectos en los niveles de

22234956 | o5 cerdos desarrollan edema

crecimiento y composicion Osea.
pulmonar letal dentro de 4-7 dias posteriores alimentados con FB; o cultivos
materiales con concentraciones de 292 ppm o 216 mg/kg peso vivo/dia (4, 15,
16, 29, 30). En contraste con otros estudios en el cual el edema pulmonar es
observado en cerdos solamente durante la primera semana de alta dosificacion
con FB; ingeridas, éste aumenta severamente cuando se identifica por
tomografia computarizada y examenes patologicos en cerdos destetados
alimentados con bajas dosis de FB; en material de cultivo (10-40ppm) por 4
semanas. Sin embargo, hubo cerdos que no demostraron signologia clinica de
toxicidad. El edema pulmonar también fue observado en lechones de dos
cerdas alimentadas con 300ppm con material de cultivo conteniendo FB1 por
14 dias, del dia 107 de gestacion hasta 7 dias posteriores al parto.
Clinicamente, la inactividad, disminucién frecuencia respiratoria, y la
disminucién de frecuencia cardiaca ocurre aproximadamente 12 horas
después del desarrollo del edema pulmonar y antes de la muerte. El distress
respiratorio, es manifestado como un aumento de la frecuencia respiratoria, con
esfuerzo abdominal y respiracion por boqueo, ocurriendo asi dias antes de la
muerte; el vomito y diarrea también pueden ser observados. Cerdos que
ingirieron fumonisina desarrollan dafio hepatico el cual es dosis dependiente y
puede ser detectado como una elevacion de los niveles séricos en la actividad
de las enzimas hepaticas y alteraciones morfoldgicas. Los cambios bioquimicos
en el suero indican una necrosis hepatica, colestasis, y disminucién en la
funcion hepatica. Clinicamente, los cerdos con una enfermedad severa del
higado presentan anorexia e ictericia, disminucion de peso, signos de
22,23.

encefalopatia y agonia.
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El sistema inmunoldgico es primariamente responsable de la defensa contra los
invasores del organismo ya sea parasitarios 0 células extrafias. Este sistema
es altamente desarrollado en los mamiferos. En éstos, el sistema consiste de
células especializadas encontradas en todas las partes del cuerpo, estas
células son localizadas en altas cantidades en ciertos 6rganos, como el timo,
bazo y nodulos linfaticos. Las células del sistema inmune y las células del
sistema hematopoyético se originan en la medula 6sea. En la médula 0sea se
diferencian las células madre para ejecutar su funcidon de especializacion. Los
linfocitos y macréfagos son las unidades celulares del sistema inmunoldogico.
Los dos grandes tipos de linfocitos son las células T y B, las cuales se
diferencian en el timo e higado en la etapa fetal respectivamente. Los efectos
de diversas micotoxinas durante la respuesta inmunoldgica ha sido investigada
sin embargo muchos datos son concernientes a los animales de laboratorio.
Poca informacion existe de como las micotoxinas producen inmunotoxicidad.
Diversas micotoxinas son citotéxicas para los linfocitos in Vitro, talvez porque
los efectos en las membranas (incluyendo esa envoltura de los receptores de
linfocitos) interfieren con la sintesis macromolecular y su funcién. Las
micotoxinas pueden influenciar indirectamente las funciones inmunoldgicas.
Algunos de los componentes son neurotdxicos o causan alguna otra patologia
en otros o6rganos, y estos compuestos pueden activar los mecanismos
endocrinos. El estrés inducido relacionado a corticosteroides inhibe las
funciones inmunes. Dado que el sistema inmunoldgico interactia con otros
sistemas y es profundamente influenciado por el sistema nervioso central,
ambos directamente por la via de la inervacidbn de 6érganos linfaticos e
indirectamente por la influencia de la via neuroendocrina. Las células del
sistema inmune producen factores que influencian al sistema nervioso.
Hormonas similares a la somatotropina y timosina (factor de maduracion
timica), estimulan la respuesta inmune, mientras que los esteroides, incluyendo

las hormonas sexuales, generalmente suprimen la respuesta inmune.**

Las dietas tanto en animales como en humanos pueden ser contaminadas con
altos niveles de fumonisinas, produciendo micotoxicosis cronica que puede
alterar mecanismos inmunoldgicos. Los modelos experimentales usados como
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datos de estudio de efectos de las micotoxinas en animales de laboratorio son
basados mediante la produccién micotoxicosis aguda, sin embargo, las
alteraciones en los niveles inmunolégicos han sido estudiados en pocos casos.
La exposicion en la dieta de varias micotoxinas resulta en una disminucion de
la produccion de anticuerpos, una respuesta proliferativa de Linfocitos-T, accién
citotéxica de linfocitos-T. Estas son algunas evidencias recientes que sugieren
que FB; u otra fumonisina estructuralmente relacionada son capaces de

modular la funcién inmunolégica.?**°

Los efectos variables por fumonisinas en el alimento y en su consumo han sido
reportados; aunque la disminucion en el consumo de alimento a menudo se
observa con el maiz contaminado naturalmente, presumiblemente debido a
problemas de palatabilidad, observados con FB3, en componentes puros o en
cultivos materiales, han sido diversos; ningun efecto ha sido reportado en el
incremento o disminucién en el consumo de alimento en relacién con la
conversion alimenticia. La disminucion de la eficiencia del alimento puede
causar un incremento en el consumo de oxigeno y de la variabilidad en la

calidad 6sea, esto ha sido reportado con la ingestiéon de FB; a 1 ppm.*
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Tabla 1. Resumen de los niveles recomendadas de fumonisinas totales
(FB1+FB,+FB3) en el maiz, subproductos del maiz y la racién total en diferentes
especies animales

Niveles de
recomendacion maxima Recomendacion

_ o total de Fumonisinas Factores de méxima de niveles de
Animal o clase

en el maizy alimentacion fumonisina total en la
subproductos del maiz racion total (ppm)*
(ppm)*

Caballos® 5 0.2 1
Conejos 5 0.2 1
Bagre 20 0.5 10
Cerdos 20 0.5 10
Rumiantes” 60 0.5 30
Visén® 60 0.5 30
Aves de corral® 100 0.5 50

Rumiantes, aves
y visones para 30 0.5 15

reproduccion’

Otros® 10 0.5 5

! Fumonisinas totales= FB,+FB,+FBs,.

? Fracciones de maiz o subproductos mezclados dentro de la racion total.

3 Incluyendo asnos, cebras y onagros (burro salvaje).

* Ganado, borregos, cabras y otros rumiantes que son =3 meses de edad y destinados para el
Consumo.

® Alimentados para la produccion de piel.

® pavos, pollos, patos y otras aves de corral destinados para el consumo.

! Incluye gallinas ponedoras, gallos, vacas lecheras y de carne.

® Incluye perros y gatos.

Fuente 52.

En la tabla 1, el bagre y los cerdos fueron agrupados juntos y fueron
sensibilizados con fumonisinas. El maiz y subproductos del maiz utilizados
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para alimentarlos, contienen niveles menores de 20ppm de FB1+FB2+FB3 y no
incluye mas del 50% de humedad de la racion total. La racién total puede
contener menos de 10ppm de FB1+FB2+FB3 (0.5 x 60 ppm de
FB1+FB2+FB3=30ppm de FB1+FB2+FB3).>

1.3.5 Patogenia

Fisiolégicamente, las dos posibles causas de edema pulmonar son incremento
en la presion hidrostéatica capilar pulmonar (por €j. falla cardiaca del ventriculo
izquierdo), y el incremento en la permeabilidad capilar. De este modo se
lesiona el endotelio capilar alveolar pulmonar y/o su epitelio. Los cambios
estructurales pueden ser ausentes en otros casos. Otra posible causa, es la
patogénesis por fumonisinas ya que inducen edema pulmonar en cerdos, pero
hay que tomar en cuenta las lesiones especificas para otras especies ya que el

edema pulmonar ha sido documentado sélo en cerdos.?***

El Centro Nacional de Investigaciones Toxicoldgicas (NCTR en Jefferson, AR)
recientemente completo un experimento de dietas con purificados de FB;. Este
estudio demostré una clara evidencia de tumores renales en ratones machos y
tumores hepéticos en ratones hembras en dietas con niveles de 50 ppm y por
encima de estos valores. Si los niveles totales recomendados de fumonisina en
la racién total de una especie esta por debajo de 15 ppm, y opinan que los
sementales de dicha especie no necesitan de una proteccién adicional para
que puedan presentar un posible efecto carcinogénico.® La literatura menciona
en un resumen de estudio piloto en cerdos que treinta cerdos machos
castrados, libre de patégenos especificos (SPF) de 6-13kg, destetados, fueron
utilizados durante 14 dias con la dieta. Seis dietas experimentales
nutricionalmente balanceadas fueron preparadas. Dietas de la 1 a la 5
contienen 60, 30, 15, 7.5 y 0% del maiz seleccionado “contaminado”
respectivamente. Las dietas 2-5 contienen maiz seleccionado lo
suficientemente “limpio” para formular la dieta total con el 60% del maiz de la

dieta. La dieta 6 contiene sb6lo maiz quebrado. Las concentraciones de

Pagina | 17



FB1+FB; en la dieta 1 a la 6 tienen 175, 101,39, 23, 5y <1 ppm (por debajo de
los limites detectados), respectivamente.

Este estudio tuvo 5 replicas de 6 cerdos cada uno, con un animal en cada
replica y designados al azar para 1 de las 6 dietas experimentales. Tres de
cinco cerdos alimentados con la dieta 1 desarrollaron signos clinicos de
distress respiratorio en el dia 4 al 6 los cuales fueron eutanaciados

demostrando asi el dafio metabélico inducido por micotoxicosis.>?

1.4 Métodos de cuantificacion de Micotoxinas
Las fumonisinas se pueden determinar y cuantificar por el método de columna

por inmunoafinidad asi como por el método de ELISA.

1.4.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Un método empleado en el analisis de aflatoxinas es la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) con deteccion de fluorescencia. En este caso se
emplea una columna de fase inversa, seguida de la separacion por una
reaccion que provee a la Aflatoxina de la fluorescencia necesaria para poder
cuantificarse.

La técnica de analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC),
es cada vez mas utilizada y ya se aplica en muchos métodos oficiales.

Son rapidas y de alto costo (sobre todo por las columnas), en especial cuando
hay que analizar muchas muestras y varias micotoxinas, que se deben realizar
por separado, ya que estas técnicas no permiten la multideteccion. Las
purificaciones que se consiguen son muy buenas, ya que el método no permite
purificaciones deficientes; ademas es muy sensible, debido a que determina

cantidades muy pequefas.

1.4.2. Técnica por cromatografia de capa fina (TLC)
Las muestras que se pueden analizar son: Cereales, alimentos balanceados,

leche y sus derivados, oleaginosas y especias. Para visualizar las aflatoxinas
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se usa como revelador la lampara de luz U.V. de longitud larga, fluoresciendo
color azul y verde. Para su cuantificacion se emplea un densitometro auxiliado
con un software que cuantifica las aflatoxinas. La cromatografia de capa fina es
un método de multideteccion por el que pueden determinarse la mayoria de la
micotoxinas de interés.

La extraccion de las micotoxinas se realiza en un Gnico disolvente, utilizando
posteriormente disolventes de desarrollo especificos y reacciones de
identificacion selectivas para cada una de las micotoxinas. Mediante este
método de multidetecciones se pueden cuantificar, entre otras, las siguientes

micotoxinas: Aflatoxinas, Ocratoxina, Citricina, Zearolenona y Patulina.

1.4.3 Columnas de inmunoafinidad (AFLATEST)

Las columnas de inmunoafinidad, estan constituidas con anticuerpos
monoclonales que son especificos para la estructura de la Aflatoxina, cuando
esta pasa a través de la zona de anticuerpos especificos es retenida por el
anticuerpo en la columna.

Para este método se utiliza un fluorémetro para cuantificar las aflatoxinas. Esta
técnica se utiliza también como método de limpieza de la muestra contaminada
para posteriormente ser aplicada en el HPLC y tener un resultado mas

especifico y preciso.

1.4.4 Técnica enzimo-inmuno andalisis competitivo

Las técnicas analiticas para la deteccion de micotoxinas estan en continuo
desarrollo. Existen kits comerciales de analisis basados en la técnica enzimo-
inmuno analisis competitivo. El principio basico de estos kits es la afinidad de
las aflatoxinas por anticuerpos especificos fijados a un soporte. La reaccion de
competicion entre la aflatoxina y un producto enzimo/conjugado (coloreado),
gue contiene el kit indica la ausencia de aflatoxina, cuando el resultado de la
prueba es una sefal coloreada, y presencia de las mismas en caso de

ausencia de color. Estas técnicas permiten el control de las aflatoxinas in situ,
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de un modo répido, fiable y sencillo.’” En la tabla 2, se muestran las técnicas

mas utilizadas para la deteccion de micotoxinas.

Tabla 2. Técnicas mas utilizadas para la deteccién de Micotoxinas

i o o Micotoxina
Método Condiciones de la Técnica .
en deteccion

Deteccion de la cantidad de Micotoxina que

produce fluorescencias comparandola con
Cromatografia de

la cantidad minima de un patron de AFL B; B, B, Gy, G,.
capa fina (TLC) e

detectable en la misma placa.

Disolvente: Metanol (55%)

Extraccion de aflatoxinas con disolvente
Metanol (80%).

Determinacion en columnas de
inmunoafinidad con anticuerpos

Columnas de o
monoclonales especificos. B,, By, Gy, Gy,

Inmunoafinidad
Remocién de aflatoxinas con metanol grado

HPLC.

Cuantificaciéon de aflatoxinas de forma total

en un fluorbmetro.

Deteccion en columna de silica-gel en

tiempo de 7-13 min.
Cromatografia

Liquida de alta Disolvente: Cloroformo-ciclohexano- Bi, My, G;.

resolucion (HPLC) acetonitrilo.

Deteccion por absorcion a 360 nm.

Fuente 2,53.
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1.5 Regulacion del contenido de aflatoxinas en alimentos en México.

Esté regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos
y Servicios. Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal
gue actualmente se encuentra vigente en nuestro pais (Ver tabla 3).

Esta norma define a las aflatoxinas como: Son los metabolitos secundarios
producidos por varios mohos, cuya estructura quimica es heterociclica,
pertenecientes al grupo de las difuranocumarinas. Poseen toxicidad aguda y
cronica, asi como efectos mutagénicos y carcinogénicos en animales y
hombre.*’

La Norma establece que los cereales no deben exceder de 20 pg/kg aflatoxinas

totales.

Tabla 3. Especificaciones de limite maximo establecido en animales.
Limite
Especie / etapa de produccién
maximo (ppm)

Aves (excepto pollos de engorda) 100

Cerdos en engorda:

Entre 25y 45 kg. 100
Mayores de 45 kg. 200
Maduros destinados a la produccion 100
Rumiantes:
Maduros destinados a reproduccion 100
De engorda en etapa de finalizacion 300
Fuente 43
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1.6 Parametros de pruebas Clinicas en cerdos.

En el plasma existen enzimas, que provienen de la destruccion normal de las
células sanguineas y de otros tejidos. La mayoria de las enzimas no tienen
funciones metabdlicas en el plasma, a excepcion de aquellas que participan en
la coagulacién sanguinea. Asi, la actividad de determinadas enzimas en
plasma puede indicar alguna disfuncion, tal es el caso de las patologias
hepaticas que generan elevaciones de transaminasas ALT y AST, esta ultima

junto con la lactato deshidrogenasa son marcadores de dafio cardiaco.'®

Se pueden realizar diversas pruebas de laboratorio con la finalidad de
diagnosticar y comprobar la existencia de un dafio hepético correlacionado con
la intoxicacion por FB; de acuerdo con los resultados arrojados por los
pardmetros bioquimicos del suero sanguineo, suero de acidos biliares y
analizando la concentracion de bilirrubina y aspartato aminotransferasa,
fosfatasa alcalina, gamma-glutamiltransferasa, deshidrogenasa lactica y la
actividad arginasa los cuales reflejan una toxicidad para el higado como dosis-

dependiente.

Se ha reportado en la literatura que las alteraciones bioquimicas hepéaticas en
suero se comienzan a presentar con intoxicaciones por FB; y FB, con niveles
por debajo de 12 ppm en la dieta, asi como un aumento en las concentraciones
de colesterol en suero, ya que puede ser un factor de toxicidad por fumonisina
y ha sido reportado con 21ppm FB;. Un ligero incremento de éste reportaron
después de 11 semanas en cerdos que son dietados con concentraciones de 1
ppm FB;, sin embargo el mismo grupo de investigacion de cerdos alimentados
que su racion contenia 10 ppm, y después 8 semanas observaron que los
niveles de colesterol en ambos sexos estuvieron por debajo de los del grupo
control. Hipercolesterolemia parece ser el mas sensible parametro en la
guimica sanguinea a la exposicion de fumonisina. Los perfiles hematolégicos
permanecen dentro de los rangos normales en cerdos tratados con
fumonisinas. La exposicion de fumonisinas en los cerdos causa una elevaciéon

dosis dependiente en la concentracién de esfingonina libre, y en una menor
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medida la esfingosina, con un incremento correspondiente en los valores de

esfingonina a esfingosina, a nivel seroldgico y tisular.

Un incremento en los valores de esfingonina a esfingosina se presentaron en
tejidos de cerdos como intestino, higado y rifidn, a 223 (pero no Sppm) y en
suero de = 5ppm total fumonisinas de maiz contaminado naturalmente después
de 14 dias de exposicion. Basado en los estudios de farmacocinética, estos
son algunos correlacionados junto la magnitud de las alteraciones
esfingolipidos en tejidos y la distribucién de FB1, el cual es mayor en higado y
riion. Los cambios en los niveles de esfingonina a esfingosina generalmente
tiene el siguiente orden: riidn, higado » corazon » intestino » otros tejidos los
cuales son linfonodos y musculo esquelético; sin embargo, en estudio a largo
plazo con una baja dosis la magnitud fue pulmon » rifidn, higado. En general,
el rindn, aparentemente puede ser el 6rgano mas sensible a la induccion por
fumonisinas debido a las alteraciones en los esfingolipidos en todas las
especies examinadas, a pesar de la sensibilidad por dafio morfolégico y
funcional en estas especies. A diferencia en conejos, ovejas y roedores, es el
principal 6rgano dafiado; en los cerdos, el dafio renal ha sido reportado
inconsistentemente. Esto puede ser relacionado para las funciones de células-
especificas de esfingolipidos en 6rganos similares en las diferentes especies.
En el suero de animales alimentados con FB1, un aumento de la actividad de
fosfatasa alcalina y Aspartatoamino Transferasa (AST) (P<0.001) y una
disminuciéon de los niveles de transaminasa glutamica piruvica (ALT) (P<0.05)
en comparacion con ratas control donde no se observaron cambios
significantivos en los niveles de colesterol y Calcio o en la actividad de ALT,
AST y Gamaglutamil Transferasa (GGT). Entre los paradmetros estudiados en el
perfil bioquimico, se ha encontrado un incremento en la actividad de fosfatasa
alcalina. Si bien el higado en la mayor fuente de esta enzima, en algunos casos
en el cual el metabolismo intestinal es estimulado, la isoenzima intestinal puede
representar un importante factor. Un efecto similar es obtenido debido las
alteraciones celulares del tubulo proximal del rifiédn. Estos resultados son

relacionados a los hallazgos encontrados histopatolégicamente en el rifion.*°

Pagina | 23



1.6.1 Transaminasa aspartatoaminotransferasa (AST)

Anteriormente denominada TGO (glutamato oxalacetato transaminasa), se
ubica en la mitocondria y en el citoplasma. No es una enzima especifica de
dafio hepatico. Se distribuye en orden decreciente de frecuencia en el musculo
cardiaco, higado, musculo esquelético y en cantidades menores en el rifion,
cerebro y eritrocitos.>?>?"3°" En las especies animales en las que la ALT
(TGP) no se puede utilizar como indicador especifico de enfermedades
hepaticas son: Caprino, bovino, ovino y porcino, la AST constituye un substituto
fiable de la ALT a AST que se encuentra tanto en el citoplasma como en las
mitocondrias. Por lo que el aumento de sus niveles en el suero sanguineo
delata especialmente necrosis celular y en menor grado dafios en la

membrana.>”

1.6.2 Alanina aminotransferasa (ALT 6 TGP)

Anteriormente denominada glutamato piruvato transaminasa (TGP 6 GPT), no
se considera como especifica para diagnéstico de dafio hepético en los cerdos,
ya que se encuentra en mayor proporcidon en musculo cardiaco seguido del
higado y por dltimo en musculo esquelético.®™ °* La ALT se encuentra
exclusivamente en el citoplasma; asi pues, aumenta ésta en la desintegracion
de la membrana celular sin que previamente se hayan producido necrosis de

los hepatocitos.?*>"

Un cambio en la permeabilidad de la membrana
hepatocelular provocado por un dafio o disturbio metabdlico puede resultar en
una liberacién de ésta enzima soluble, subsecuentemente a un dafio agudo o
difuso, ya que la magnitud del incremento en el suero sanguineo, se refleja por

el nimero de hepatocitos afectados. **

1.6.3 Gama glutamil transferasa (GGT)

Su sindnimo es gamaglutamil transpeptidasa (GGTP). La GGT pertenece a un

largo grupo de enzimas conocidas como peptidasas las cuales catalizan la
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transferencia del grupo gamaglutamilo del glutation, hacia otros aminoacidos o
péptidos, proceso conocido como transpeptidacion externa. Esta enzima se
localiza en estructuras de la membrana de una variedad de tejidos. Aunque los
tejidos renales tienen los mayores niveles de GGT, la mayor fuente de ésta
enzima en suero es de origen hepatico, no obstante también se encuentra en
pancreas, intestino, musculo cardiaco, misculo esquelético y préstata. >%°%"°"
La principal utilidad clinica de su determinacion es el estudio de la enfermedad
hepatobiliar ya que su actividad en la sangre aumenta en enfermedades del
higado y de Ilos conductos biliares, por lo que es considerada

hepatoespecifica.>?’

1.6.4 Proteinas

Las proteinas son sustancias organicas nitrogenadas complejas que se hallan
en las células animales y vegetales. Son compuestos organicos
macromoleculares, ampliamente distribuidos en el organismo y son esenciales
para la vida. Su misién en el organismo es de dos tipos: una de tipo estructural,
formando parte del propio organismo y otra de tipo funcional, por ello no existe
un sistema universal para su clasificacion, pueden clasificarse atendiendo a su
composicion, sus propiedades fisicas y solubilidad en soluciones salinas
acuosas organicas, su forma global, su estructura tridimensional o su forma
biolégica.’®* Actlan como elementos estructurales y de transporte. Con
excepcion de las inmunoglobulinas, casi la totalidad de las proteinas
plasmaticas se sintetizan en el higado, al igual que casi todos los factores de
coagulacion (con excepcién del factor Il y 1V). La determinacion de la proteina
total (y/o sus fracciones) estad indicada en deshidratacion, diarrea, vomito,
pérdida de peso, nefropatias y hepatopatias. En hepatopatias graves se altera

esta funcién de sintesis, produciéndose una disminucién de las proteinas.®’
1.6.5 Albdumina
Es la proteina mayoritaria del plasma, es muy estable, de caracter acido

(pH=4,8) y muy soluble la cual carece de carbohidratos.** Su concentracién en
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el suero sanguineo depende del equilibrio entre la sintesis y el catabolismo o la

degradacion de la misma.>’

La albumina tiene dos funciones esenciales, una es contribuir al 80% de la
presion osmotica, la cual proporciona una fuerza que mantienen los fluidos en
el interior vascular lo que estaria relacionado con su bajo peso molecular y su
gran carga neta; y permitir el transporte de acidos grasos, hormonas
esteroides, bilirrubina, catecolaminas, que en forma libre son insolubles en
medio acuoso.'®*’

Es decir, su funcién es la de unir los acidos grasos de cadena larga como el
oleico, insolubles en agua, liberados desde triacilglicéridos y fosfolipidos por
accion de la lipoprotein lipasa. La interaccion entre los acidos grasos y la
albumina es esencialmente de caracter hidrofobico. Una molécula de albumina
puede unir hasta 6 acidos grasos, y en cualquier caso ho mas de cuatro. La
unién de los dos primeros acidos grasos induce una modificacion estructural en
la proteina, haciéndola mas estable. La albumina también tiene un sitio de alta
afinidad para la bilirrubina. La union de los dos primeros &cidos grasos a la
albumina hace que aumente su afinidad por la bilirrubina. La albamina une a la
bilirrubina no conjugada formada en los sitios de degradaciéon de hemoglobina
como el bazo, y la descarga en el higado para su conjugacion y eliminacion por
la bilis.*

La albumina se sintetiza en el higado, en forma de proalbimina, que tienen un
hexapéptido basico en el extremo amino terminal, que es eliminado en el
complejo de Golgi, justo antes de la liberacién de la albumina desde la célula.

Su catabolismo se produce en los lisosomas de los tejidos activos.**>*

En enfermedades hepaticas crénicas se produce una disminucion en la sintesis
de albumina, que de esta manera se ve reflejado como una elevacion de sus

niveles en el plasma sanguineo.?’
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1.6.6 Bilirrubinas

Una importante funciéon excretora del higado, que esta relacionada con la
secrecion de bilis, es la eliminacion de bilirrubina de la sangre. Este pigmento
toxico y de coloracion verdosa se origina de la degradacién de la hemoglobina
contenida en los eritrocitos envejecidos que son eliminados de la circulacion
por las células de Kupffer hepaticas y por otras células con capacidad
fagocitaria del bazo. La bilirrubina, es un producto terminal e importante de la
degradacion de la hemoglobina; constituye una importante herramienta muy
valiosa para el diagnéstico tanto de las enfermedades hemoliticas como de
algunas enfermedades del higado. Una vez que el eritrocito ha alcanzado la
plenitud de su vida, la membrana celular se rompe y la hemoglobina liberada la
fagocitan los macrofagos tisulares del organismo (sistema reticuloendotelial).
La hemoglobina se escinde primero en globina y hemo y el anillo hemo se abre
para dar: 1) hierro libre que la transferrina transporta en la sangre, y 2) una
cadena recta de cuatro anillos pirrélicos, que constituye el sustrato final de la
bilirrubina. La primera sustancia que se forma es la biliverdina, aunque en
seguida se reduce hacia bilirrubina libre o bilirrubina indirecta, que va
liberdndose poco a poco de los macréfagos hacia el plasma. La bilirrubina libre
se une de manera inmediata a la albumina del plasma, que la transporta por la
sangre y los liquidos intersticiales. Esta bilirrubina, aun ligada a la albamina,
sigue denominandose bilirrubina libre. En muy pocas horas, la bilirrubina libre
se absorbe por la membrana del hepatocito. Al entrar dentro del hepatocito, se
desliga de la albumina y muy pronto se conjuga, en un 80%, con el acido
glucorénico para dar el glucoronido de bilirrubina, en un 10% con el acido
sulfdrico para formar sulfato de bilirrubina y en un 10% final con multitud de
otras sustancias. De esta manera la bilirrubina sale del hepatocito a través de
un mecanismo de transporte activo y se excreta a los canaliculos biliares v,
desde aqui, hacia el intestino. De manera que en una afeccion hepética, la tasa
de sintesis de bilirrubina es normal, pero la bilirrubina formada no puede pasar
de la sangre al intestino. La bilirrubina libre suele entrar al hepatocito y se
conjuga de manera habitual. Esta bilirrubina conjugada regresa luego a la

sangre, quiza por la ruptura de los canaliculos biliares congestionados o por
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modificacion del mecanismo de excrecion del hepatocito y por el vertido directo
de la bilis a la linfa que drena el higado. Por consiguiente, casi toda la
bilirrubina del plasma, presente en una afeccion hepatica es directa o

conjugada, en lugar de libre o indirecta.?*%"
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2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.

Determinar las alteraciones ocasionadas por fumonisina B; a través de los

pardmetros bioquimicos en el cerdo hibrido.

2.2 Objetivo Particular.

1. Evaluar el efecto sobre el peso corporal en cerdos mestizos con una ingesta
de FB;.

2. Evaluar las alteraciones en transaminasas (ALT y AST), proteinas totales,

albumina y bilirrubinas séricas en cerdos mestizos con ingesta de FB;.

3. Correlacionar las alteraciones bioquimicas en los cerdos que tuvieron una

ingesta de FB;.
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3. HIPOTESIS.

La ingesta de fumonisina a una concentracién de 12ppm (mg/kg peso vivo)
diariamente por via oral, provocarda una elevacion sérica de las enzimas
aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) vy
bilirrubinas, asi como una disminucién en la concentracion de proteinas totales
y albimina.
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4. JUSTIFICACION.

En la alimentacién de los cerdos a nivel mundial, el maiz constituye el principal
grano utilizado en la elaboracién de su dieta y también es muy susceptible a la
contaminacion con diferentes cepas de moho entre ellas Fusarium y en la

produccion de toxinas como las fumonisinas.

Estas micotoxinas han adquirido gran importancia debido a los efectos nocivos
que causan al ser ingeridas a través de los alimentos, tanto en el hombre como
en los animales, ya que son producidas por hongos que se desarrollan en los
granos destinados a la elaboracion de alimentos balanceados. Las fumonisinas
son consideradas como nocivas para los cerdos, sin embargo también son las
menos estudiadas en esta especie, a pesar de su efecto en el aparato
respiratorio asi como el higado y el eséfago, reportada en diferentes animales y

el hombre.

No se tienen datos de la incidencia de fumonisinas en México, asi como el

comportamiento de estas en presencia de otras enfermedades.

Diversos autores mencionan que la fumonisina presenta especificidad de dafio
en distintos 6rganos en las diferentes especies animales como lo son cerdos,
equinos, roedores, rumiantes, etc, por lo cual existe una correlacién a la

presencia de ciertas enfermedades con la intoxicacion por FB;y,
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Metodologia.

5.1.1 Determinacién 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
realizd la extraccién colocando en un vaso de licuadora 50grs de muestra
molida, 100ml de metanol al 80%, 5gr de NaCl, se homogenizé en licuadora
por 1 min. Posteriormente se filtré a través de papel whatman No.1, se tomaron
10 mly se llevé a un volumen de 50ml con solucién buffer de fosfatos/tween-20
al 0.1%, nuevamente se filtré la solucién 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 lavdo pasando 10ml de solucion buffer de
fosfatos/tween-20 al 0.1%, se realiz6 un segundo lavado pasando 10ml de
solucion buffer de fosfatos. Posteriormente se eluyd pasando 1ml de metanol
grado HPLC el cual fue recolectado. Al eluido se le agrego 1ml de revelador se
homogeniz6o y se leyé en el fluorometro (VICAM) y se obtuvo la lectura 4

minutos después en unidades de ppm (mg/Kg).
5.1.2 Fumonisina By,

La toxina empleada fue fumonisina B; estandar (F1147.Sigma—Aldrich), con
una pureza del 98%. Se prepard una solucion a una concentracion de 87ppm
en agua destilada y se almaceno a una temperatura de 4°C. La administracion
de la fumonisina B; a los cerdos destetados fue de 12 ppm (mg/kg de peso

vivo) diario/via oral empleando una sonda.
5.1.3 Lechones.

Se emplearon 8 cerdos recién destetados de 29 dias de edad, con un peso de
4.17 a 7.6 kg, criollos, de ambos sexos. El experimento se llevo 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
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Nacional Autbnoma de México, en las instalaciones del Centro Nacional de
Servicios de Diagnostico en Salud Animal (CENASA) ubicada en Tecamac,

Estado de México.

5.1.4 Disefio experimental.

El disefio experimental fue con un tratamiento y 4 réplicas por tratamiento.
Grupo A: Control negativo. Grupo B: Intoxicados con 12ppm de Fumonisina B

(FB1) a partir del dia O (inicio del experimento).

Alimento: Los cerdos fueron alimentados utilizando un alimento comercial con
una composicion de 16% de proteina, 5.50% de grasa, 5.50% de fibra cruda,
con una racién de 250 a 300 gr / cerdo /dia. El agua se administré ad libitum
durante todo el periodo experimental. Tuvieron un periodo de adaptacion de 5

dias, en las instalaciones de CENASA.

Inoculaciones: El trabajo experimental se inicié cuando los lechones tenian 27

a 41 dias de edad y se les administré FB1, a una dosis de 12ppm (mg/kg p.v.)

diario/via oral por medio de una sonda por 18 dias, al grupo B.

Los grupos se instalaron en unidades en forma individual hasta el final del

experimento.

Durante el experimento se llevo a cabo el registro de peso de los animales, se
monitoreo su condicién clinica y se realizé la toma de muestras sanguineas. Al

término del experimento (18 dias), todos los animales fueron sacrificados.

5.1.5 Evaluacién clinica.

Los lechones fueron observados diariamente considerando cualquier cambio
en su comportamiento como en su apariencia, problemas respiratorios,
consistencia del excremento, edema en parpados y lagrimeo, fluido en orificios

nasales y apetito.
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5.1.6 Registro de Temperatura.

Diariamente se tomé la temperatura corporal via rectal a cada uno de los

cerdos en todos los grupos tratados, antes de proceder al manejo.

5.1.7 Evaluacién de ganancia semanal de peso.

A todos los cerdos de los grupos A, B, por la mafiana se les registro el peso,
durante los dias, 5 (aclimatacion), dia O (inicio del experimento), dia 8 y dia 18
(final del experimento).

5.1.8 Evaluacion Bioquimica.

A cada lechon se le colecto una muestra de sangre de 5 ml, directamente de la
vena yugular, los dias 0, 8, 16 a todos los grupos tratados. Los sueros
obtenidos fueron empleados para la deteccidbn de la actividad de AST
(aspartato-amino transferasa), ALT (alanino-amino trasferasa), GGT (gamma
glutamil-transferasa), Proteinas. Estas pruebas se realizaron empleando, Kits
comerciales marca Stanbio Laboratory, asi como un espectrofotometro marca
DU-530 Beckman Coulter.

Los lechones fueron sacrificados al término del periodo experimental. Se
sacrificaron por medio de electro-insensibilizacion, segun se indica en la norma
NOM-033-Z0O0-1995.
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Fig. 7 Seleccién de los cerdos

Fig. 8 Pesaje de los cerdos
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Fig. 9 Grupo A (Control)

Fig. 10 Grupo B (Intoxicados con FB;)
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5.2 Andlisis Estadistico.

Con el proposito de determinar si habia diferencias estadisticas, en la ganancia
de peso, el porcentaje de AST, ALT, GGT, Proteinas y Albumina en los
diferentes grupos, se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) de una via. Las
medias de los grupos fueron comparadas con la prueba de Tukey, para
constatar la existencia de diferencias significativas entre ellos. Los datos se
analizaron utilizando el software estadistico Statgraphics Plus version 5.0 con

un nivel de significancia (P<0.05).

Para el analisis del comportamiento de peso de los grupos, se realizé una
regresion lineal simple, para los valores promedio de cada variable y grupo,

utilizando herramientas de Excel.

Se determiné de la ecuacion de prediccion, la pendiente (m) que indicé en
forma indirecta la velocidad del aumento o pérdida de peso, el coeficiente de
determinacion (R?), que indicé la dependencia de las variables a diferencia del
coeficiente de correlacion (r) que determiné el ajuste de los datos
experimentales a la curva de prediccidon, asi como la ganancia diaria en

promedio y el porcentaje que represento éste.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la concentracion de aflatoxinas y fumonisina By en el

alimento.

En la evaluacion de la concentracion de aflatoxinas y fumonisina B;, en el

alimento empleado para el consumo de los cerdos, se encontrd, 3ppb (ng/kg)

de aflatoxinas y 1ppm (mg/kg) de fumonisina B;.

6.2 Registro de Temperatura.

Los resultados de la temperatura corporal promedio en los lechones se

muestran en la gréfica 1. Los cerdos del grupo A control, mostraron una

temperatura promedio de 39°C, a partir del dia 6 hasta el final del experimento,

a diferencia del grupo B intoxicado con FB; manejo un rango ascendente de

temperatura alcanzando su maximo pico para el dia 12 de 39.6°C y una

disminucién de milésimas, pero se mantuvo ese comportamiento de 39.5 a 39.6

°C al final del experimento.

Gréfica 1. Registro de Temperatura
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6.3 Evaluacion Clinica.

Los lechones fueron evaluados por su apariencia fisica diariamente, con la

finalidad de observar los signos clinicos en cada tratamiento, anotandose en

los registros individuales.

Los lechones del grupo A control no mostraron signos clinicos patoldgicos
aparentes en el periodo experimental. Los lechones del grupo B intoxicados
con FB1, mostraron una variacion de signologia. Los resultados se describen a
continuacion especificando por separado cada una de las signologias con sus

respectivas graficas.

Problemas respiratorios: se mostré en el grupo A una signologia normal
hasta el dia 9, en los siguientes dias presentaron una ligera tos (ver gréfica 2),
con respecto al grupo B mostré problemas respiratorios con tos acentuada no

productiva a partir del dia 7 hasta finalizar el experimento.

Grafica 2. Evaluacion de los Problemas respiratorios.

Problemas Respiratorios
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Apariencia: El grupo A se reportd normal durante el desarrollo, el grupo B
mostrd depresion a partir del dia 4 esto puede ser debido a la ingesta de la

micotoxina (ver gréfica 3).

Gréfica 3. Apariencia Fisica presentada durante su evaluacion.

Apariencia

 Deprimido

H Normal

FB1 W
Control W
Dias

o] 3 7 10 14 18

Orificios Nasales: En el grupo A no presento ningun problema en los ollares
sin embargo el grupo B, presento a partir del dia 10 escurrimiento nasal liquido
de apariencia traslucida hasta el final del experimento, esto se puede observar
en la gréfica 4.

Gréfica 4. Inspeccion fisica de los orificios nasales.

Orificios Nasales
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Apetito: La grafica 5 muestra que en el grupo control no hubo variacion en la
disminucion del apetito Unicamente del dia 16 al 18, observando una ligera
anorexia transitoria, el grupo B presento a partir del dia 4 mostré una anorexia

marcada durante todo el experimento.

Grafica 5. Evaluacion del apetito durante el experimento.
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Excremento: En el grupo A se observa que a lo largo del experimento los
cerdos tuvieron unas heces normales hasta el dia 15 donde manifestaron una
diarrea pastosa hasta el final del experimento. En el grupo B presentaron heces
normales hasta el dia 5, posteriormente desarrollaron diarrea ligeramente
pastosa, pero con el paso de los dias se fue haciendo fluida a partir del dia 13
hasta el término del experimento el cual se relaciona con la presencia de

micotoxicosis por Fumonisina B;. Esto se observa en la gréfica 6.
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Grafica 6. Presentacion del excremento en los lechones.
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6.4 Evaluacién de ganancia de peso.

Los resultados se muestran en el cuadro 2, donde se present6é mayor
dispersion en el peso de los cerdos en el grupo B, con valores de desviacion
estandar (SD), hasta de 3.39kg con respecto a los valores del grupo A.

Cuadro 2. Promedio de peso corporal (media +/- desviacion estandar)
registrados durante el experimento.

Tratamiento Dia -5 Dia 0 Dia 8 Dia 18
Grupo A | 63,0057  6.93+060  8+1.0 11+ 1.0
Control
Grupo B

o 6.25 + 2.06 7.5 +2.38 7.25+3.39 | 7.17+261
Fumonisina B;
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El analisis de regresion lineal simple, que se presenta en la grafica 7, se
observa que la mayor ganancia de peso lo tuvo el grupo A control, comparado
con el grupo B.

Gréfica 7. Comportamiento del peso corporal en los grupos tratados.
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6.5 Evaluacién Bioquimica

6.5.1 AST

Los sueros de todos los lechones, fueron analizados para la deteccion de AST
(aspartato-amino transferasa), los resultados se muestran en la gréfica 8. El
grupo A control, mostré una disminucion en su actividad enzimatica durante el
experimento. El grupo B tratado con FB;, presentd valores promedio en los

muestreos del dia 8 y 16 de 110 a 174 u/l respectivamente.
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Grafica 8. Analisis de AST en suero de cerdos con diferentes tratamientos
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6.5.2 ALT

También se evalud la presencia de ALT (alanino-amino trasferasa) en suero,
donde se observd que el grupo A, presentd una baja actividad en el segundo
muestre6 de 38 u/l, que se observa en la grafica 9. El grupo B, mostré una
elevacion de su actividad enzimética en el segundo muestreo con valores de
179.48, 119, 153 y 168 u/l respectivamente. En el tercer muestreo el grupo B,

disminuy6 su nivel.

Grafica 9. Andlisis de ALT en suero de cerdos con diferentes tratamientos
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6.5.3 GGT

Los resultados de la presencia GGT (gamma glutamil-transferasa) en suero se
muestran en la gréfica 10. El grupo A no presentd un cambio ascendente en los
valores. Sin embargo en el grupo B presentd una elevacion de 48u/l en el dia 8

y en el dia 16 un valor de 44u/l durante el experimento.

Grafica 10. Analisis de GGT en suero de cerdos con diferentes tratamientos
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6.5.4 PROTEINAS

Tanto el grupo A como el grupo B no mostraron cambios significativos en sus
niveles de proteinas, ya que se mantuvieron constantes durante todo el
experimento (Ver gréafica 11).
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Gréfica 11. Andlisis de Proteinas en suero de cerdos con diferentes

tratamientos.
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6.5.5 ALBUMINA

En el grupo A no hubo cambios en los niveles de albumina durante el
experimento, el grupo B mostré un aumento en el dia 8 el cual disminuy6 para
el dia 16. Esto se observa en la grafica 12.

Gréafica 12. Andlisis de Albumina
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7. DISCUSION.

Actualmente las micotoxinas son consideradas de gran importancia en la
industria pecuaria, debido a que provocan diferentes tipos de enfermedades.
Cada género de moho produce diferentes micotoxinas, las cuales provocan

diversos dafos en distintas especies animales.

En el ramo agropecuario se puede reflejar una merma econdémica significativa,
generalmente asociada por la morbilidad y mortalidad en el hato debido a que
el cuadro clinico de una micotoxicosis se puede confundir con diversas
enfermedades (signologia), sin embargo, por lo general la evaluacion de la
presencia de micotoxinas en el alimento no es considerado como un punto
clave en el rendimiento econémico de la explotacion ni en la asociacién de
enfermedades que posiblemente no son comunes de la region, asi el analisis
de dichas toxinas y los métodos para su identificacion en el laboratorio, son de
gran ayuda para la deteccion precisa de las diferentes cepas que se pueden
presentar y son indispensables para la aplicacién de tratamientos oportunos y

determinantes para evitar los riesgos en la salud publica y animal.

Hay que considerar que el efecto toxico de FB; va a depender de los diferentes
grados de contaminacion y tiempo de exposicion para poder observar las

alteraciones patologicas que se presenten en el cerdo.

Dentro de las micotoxinas, las fumonisinas han sido asociadas con edema
pulmonar porcino y leucoencefalomalacia equina y nefrotoxicidad en ratas,

ratones, conejos y corderos.?**%>%

Los niveles reportados de FB; en México son de 0.67-13.3ppm y de 0.5-
6.8ppm*™ (mg/kg), mientras que la concentracién de aflatoxinas en 21 paises se
fij6 como limite maximo 5ppb y cinco paises aceptan hasta 10ppb® (ug/kg). La
presencia de estas micotoxinas en los granos es debido a que los hongos

toxigénicos, pueden desarrollarse tanto en campo como en el almacén. *

En este proyecto se realizo la determinacion de la concentracion de Aflatoxinas

(AFB1) y FB; en el alimento destinado para el consumo de los lechones con la
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finalidad de descartar altas concentraciones de AFB1 y FB;, y que pudieran

influir en las concentraciones externas que se administraron.

Las concentraciones encontradas en el alimento durante el experimento fueron
de AFB1 (3ppb) como de FB; (1ppm), esto sin afectar los resultados de los

animales experimentales.

Como en el caso del sorgo y el maiz, se han reportado contaminados de forma
natural con FBi, los niveles varian de 0.07 a 8 y de 0.04 a 65 mg/kg

respectivamente.**

Con respecto, al registro de temperatura corporal se mostré que el grupo A
control se comporté dentro del rango normal de temperatura, sin embargo el
grupo B (FBjy, presentd un ligero aumento en la temperatura corporal
fluctuando entre los 39.5 a 39.6°C, siendo que la literatura refiere que el
promedio varia de 39.3°C* y 39.5°C?’ aproximadamente, aunque fue minima
su variacion, esto puede sugerir el inicio de algun proceso febril relacionado
con la presencia de FB;. Estos resultados coinciden con un estudio
previamente reportado, donde cerdos tratados con dosis orales bajas
(equivalente de 5-8 ppm) de Fumonisinas contenidas en el material de cultivo

durante 20 dias, presentaron temperaturas de 39.5-39.8°C.%

Durante la evaluaciéon clinica de forma general el grupo control mostrd
variaciones que en su mayoria son asociadas como estrés por manejo y tipo
de alimento. EI grupo B, por el contrario mostr6 una relacién directa con la
intoxicacion por FB; ligados a problemas respiratorios con presencia de tos que
va de moderada a aguda y fluido nasal. Respecto a la apariencia, ambos
grupos se comportaron con una condicion normal, sin embargo el grupo B a
partir del dia cuatro hasta el final del experimento mostré una ligera depresion
siendo indicativo de un proceso morbido por FBi;. En relacion con el
excremento, presentaron heces de pastosas a fluidas asociadas a la presencia
de una micotoxicosis. La FB; también es conocida por ser citotoxica en

diferentes lineas celulares incluyendo las células epiteliales.

Debido a que el tracto grastrointestinal representa la primera barrera de

defensa contra agentes quimicos, alimentos contaminados y toxinas naturales,
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la ingestion de alimento contaminado con FB; entra en contacto con las células
gastrointestinales siendo el efecto citotoxico de FB; igualmente proporcional a
la dosis de micotoxinas administradas a las células del epitelio en diferentes
concentraciones, de este modo la FB; incrementa los niveles de esfingonina y
esfingosina (Sa/So) de las células, alterando el metabolismo de los
esfingolipidos contribuyendo a la muerte celular y citoletalidad por FB;. Esto se
observa como inhibicion del crecimiento celular y pérdida de la morfologia e
iniciando la aparicion de fibroblastos.® Una consecuencia de la disminucién de
la funcién de la barrera intestinal por FB; puede ser el incremento en la
translocacion de bacterias patdgenas a través del intestino como es reportado
en la literatura donde indican que durante la administracion oral de FB; en
lechones por 7 dias, incrementan significativamente la colonizacion del
intestino delgado y grueso por patégenos como E. coli, aumentando la
translocacién bacteriana a 6rganos extraintestinales.®® Por lo cual se puede
observar una disminucién de la absorcion de nutrientes, incluso provocar una

infeccién secundaria resultando asf en la aparicién de diarreas frecuentes.™

Con respecto a la evaluacion del registro de peso corporal de los animales se
pudo observar, una ganancia de peso equivalente a 29.61% en el grupo A,
como era de esperarse; en la ecuacion de prediccion presentdé una mayor
pendiente (m= 1.51), lo que indica una mayor velocidad en el incremento del
peso, por el contrario, el grupo B a pesar de que se mantuvo estable su peso
durante el experimento, no se observé una ganancia significativa esperada en
la etapa de produccion en el cual, se encuentran valores que se estima en
340g. al dia aproximadamente.®® La literatura refiere 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.?>®* Algunos
estudios revelan que el aumento en la ganancia de peso en cerdos alimentados
con FB;, fue menor en relacion con los cerdos control, la cual se correlacioné
con la reduccién de consumo de alimento en los cerdos. “*"*® Esto coincide

con los resultados del experimento
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En lo que respecta a la evaluacion bioquimica los cambios en algunos
parametros bioquimicos en suero, se ha establecido que aparecen elevados,

casi siempre en la segunda semana de la presencia del efecto t6xico®.

En este estudio los resultados de la evaluacion de la presencia de AST
(aspartato-amino transferasa) en suero, mostraron, en el grupo B, tratado solo
con FBy, presentd un incremento de actividad de 110 a 174 U/L, esto coincide
con lo reportado por la literatura,®® quienes investigaron el efecto de la dosis de
FB; con respecto al tiempo, encontrando que AST incremento su actividad (86-
90 U/L) en animales tratados con 10 ppm de FB;, este incremento se
manifiesta mejor en tratamientos con mayor tiempo de exposicion a la toxina, y

se reflejo un incremento de la actividad de AST por la presencia de FB;.%®

En este experimento se sugiere que el incremento de actividad de la AST esta
relacionado con dafio hepético, este incremento varia dependiendo de la dosis

administrada, tiempo de exposicion.®?**’

En la evaluacion de la ALT (alanino-amino trasferasa) en suero, se observé un
incremento de actividad en el grupo B (179 U/L), posteriormente una baja de
ésta, dicho comportamiento coincide con lo reportado *°%®! de igual manera
que AST, va a depender de la dosis y tiempo de exposicion. También es un
indicador de dafio hepatico, si bien, no se encontraron lesiones hepdticas, se

observé un incremento de la ALT en los grupos donde estuvo presente la FB;.

En la evaluacién del incremento de actividad de la GGT (gamma glutamil-
transferasa), el grupo B, mostr6 un incremento en los niveles, resultado
esperado en el andlisis.?®***®" Su actividad aumenta solo en afecciones

hepéticas y de los conductos biliares.>?"*

En este perfil enzimético se puede observar que la actividad de las diferentes
enzimas no actian de forma uniforme, en una afeccién hepatica la actividad de
AST es diferente a la observada en ALT, por el contrario la GGT reacciona mas
lento y esta actividad se presentd sin mostrar cambios patoldgicos, lo que nos

sugiere el inicio de una lesién.”

Pagina | 50



El aumento de los niveles de proteinas plasmaticas se reportaron con niveles
normales tanto del grupo control como en el de FBj, sin embargo este
resultado puede variar dependiendo del tiempo de exposicion en relacién con el
incremento de los niveles de FB; esto se coteja con lo reportado en otras
investigaciones donde los datos de proteina total varian entre 53 y 72g/dl,
independientemente de la dosis de toxina y teniendo una mejor apreciacion de
comportamiento pasado 40 dias de exposicién a la toxina,®® manejando valores

normales entre 3.5-6 (g/dl).*’

El rango de albumina en el suero de los cerdos se muestra normal en el grupo
control sin embargo en el grupo con FB;, se presenta con una ligera elevacion
en el dia 8 y para el dia 16 se reporto como normal, esto se puede relacionar
con la concentracion en higado por un mecanismo lento en la eliminacién de la
fumonisina y asi provocar ésta un posible dafio hepético y aumento sus niveles
séricos al ser transportada por todo el organismo a nivel celular por la

2223 asi como la

eliminaciéon de ésta por bilis y circulacion enterohepatica
diferencia de presién coloidosmatica en aparato respiratorio y gastroentérico al
desarrollar edema pulmonar y diarreas asociadas a la presencia de la

fumonisina. 1322234956

Debido a las diferentes pruebas enziméaticas que se llevaron a cabo, las cuales
se hicieron por triplicado y al escaso volumen de suero sanguineo obtenido, no

se pudo realizar la determinacion de bilirrubina directa e indirecta.

No obstante, a pesar de haber empleado en este estudio, una dosis baja de
FB; (12 ppm) en un periodo corto de (18 dias), se pudo observar la toxicidad

por FB; en los cerdos tratados.

Basandome en lo reportado por la literatura, los resultados mostrados en este
estudio, con una dosis baja de 12 ppm de FB; y tiempo corto de exposicion,
se observaron disminucién en la ganancia de peso, presentacion clinica de
signologia respiratoria no complicada, trastornos digestivos como diarreas, y
alteraciones bioquimicas en suero sanguineo relacionadas con la ingesta de la
fumonisina B;. De acuerdo a lo anterior se puede decir que si se cumplieron los

objetivos planteados en esta investigacion.
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8. CONCLUSIONES.

El objetivo del presente trabajo se centr6 en estudiar las alteraciones

bioguimicas en cerdos ocasionadas por FB; donde se llegé a lo siguiente:

@ El registro de temperatura es relevante para el experimento, ya que mostré
una relacion directa entre la elevacion de temperatura y la intoxicacion por
FBi.

@ En la evaluacion clinica, se presentaron variaciones de signologia entre el
grupo Ay B, demostrando asi que la ingesta de FB; influye en la aparicién

de signos clinicos especificos en los cerdos.

@ Los cerdos del Grupo B, mostraron una ganancia de peso menor respecto
al Grupo A, ya que la intoxicacion con FB; favorece la presentacion de
problemas digestivos disminuyendo asi la integridad del epitelio intestinal y
disminucién de la absorcibn de nutrientes, esto determinado por la

dosificacion, via de administracion y tiempo de exposicion a la micotoxina.

@ Se observé un aumento a partir del dia 8 en los niveles de AST en el suero
del grupo B, este incremento fue proporcional a la duracion del tratamiento.
Con este experimento se sugiere que el incremento de actividad de la AST
esta relacionado con dafio hepéatico, debido a la presencia de FB;, sin

embargo no se observaron lesiones patoldgicas hepaticas.

@ Se observo un aumento en los niveles de ALT en suero, en el grupo B, de

igual manera que AST, también es un indicador de dafio hepatico.
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Los niveles de GGT en suero se incrementaron en el grupo B, ya que esta
enzima se considera hepato-especifica la cual demuestra que existe una

relacion directa con el inicio de dafio hepatico por FB1.

El incremento de enzimas hepaticas como son AST, ALT, GGT, pueden ser
empleados como indicadores inespecificos en la toxicosis por FB;, aunque
este incremento se manifiesta mejor en tratamientos con mayor tiempo de

exposicion a la FB; y en concentraciones mas altas.

La concentracién de proteinas se reportaron como normales, sin embargo
se pueden considerar como indicativas de dafio hepatico relacionado a la

dosis y tiempo de exposicion a la FB;.

La albumina en suero sanguineo se mostr6 como normal, aunque en
periodos prolongados de exposicion por FB1, ésta puede estar relacionada
con la presencia del edema pulmonar, problemas cardiacos y dafio
gastroenterico por la diferencia de presién coloidosmdética en los cerdos
intoxicados por la micotoxina y hay una relacion directa en el dafio
estructural de la esfingonina y esfingosina ya que éstas son determinantes
en la permeabilidad de la membrana fluida, aumentando asi sus niveles

Séricos.
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