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RESUMEN

VCon el objeto de estudiar el efecto, en cerdos, de la aflatoxina By sobre el
sistema fagocitico se tomaron muestras de sangre periférica de nueve cerdos y se
realizé una téenica semicuantitativa para evaluar: a) Porcentaje de células aptas
para fagocitar, b) Indice fagocitico v ¢) Metabolismo oxidativo. Los animales -
fueron separados en tes grupos de ues cewdes cada uno, 2 los que se les adminis
6 en la dieta aflatoxina B1 en las siguientes concentraciones: 0.0, 0.6y 1.0 ppm.
La técnica se realizé utilizando fagocitos adheridos a cubreobjetos a partir de una
pequeiia cantidad de sangre total y como microorganismo de prueba se utilizaron
levaduras. Los valores basales de los pardmetros evaluados fueron muy semejan
tes en todos los grupos estudiados y el comportamiento a lo largo del experimento
fue muy similar, no encontzdindose diferencias estadfsticamente significativas. -
Estos tres grupos sc pesaron al inicio v al final de 35 dias de la alimentaciGn con
la aflatoxina By incluida en la dieta para determinar la ganancia de peso, que al -
final del experimento fue de 1009, para el grupo control, 75.76% para el grupo que
recibié 0. 6 ppm y 28,09, para el grupo que recibi6 1.0 ppm (P<0,05 y P<0.005
respectivamente). s¢ concluyo que la aflatoxina By a la dosis de 1.0 ppm por 35

dfas provoca pérdida de peso cn cerdos, pero no altera el sisterna fagocitico.
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ABREVIATURAS USADAS EN EL. TEXTO
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[, INTRCDUCCION

La porcicultura nacional es una de las industrias més importantes del pafs;
esto es debido a que la came de cexdo €3 una fuente de protefnas para los mexi--
canos. La porcicultura comercial estd muy tecnificada, sin embargo, la alimen-
tacién que reciben los animales no siempre cumple con los requisitos sanitarios
indispensables, o las condiciones sanitarias de las granjas no son las Sptimas, y
prueba de ello es la serie de enfermedades que estan diezmando el inventario na-

cional hasta en un 309, de su poblacién.

En éste contexto, la deteceidn de agentes contaminantes en el alimento es
de gran importancia, ya que muchos de cllos ¢jercen efectos necivos en la salud
de los animales. La proliferacién de hongos, o la presencia de sus toxinas en ali
mentos en mal estado de conservacidn, es frecuente. Muchas de estas substan-
cias afectan al sitstema inmune disminuyendo la resistencia del animal hacia los
microorganismos patégenos, haciendolos més susceptibles a contraer enfermeda
des. Es por este motivo que en esta tesis se determinard ¢l efecto en cerdos de

la aflatoxina By sobre la fagocirosis.



-53-
11.. VISION GENERAL DE LA RESPUESTA INMUNE

Todos los seres vivos, incluyendo al hombre, scbreviven gracias a funcio-
"nes vitales como la respiracidn, la alimentaci6n, la excreci6n, etc, Otra funciSn
indispensable para la supervivencia es el mecanis mo de defensa llamado sistema
fnmune, Elsistema inmune es, en el fondo, un complejo mecanismo natural de
lucha contra las enfermedades, y si se le considera como un drgano, es tan indis
pensable para la vida como el pulmén o ¢l rii6n. Pero su comnplejidad y la suti-
leza de su funcionamiento estfn atin lejos de ser totalmente explicadas (14).

Dia con dfa los seres vivos se enfrentan a miles de agentes que provocan -
enfermedades y sin embargo salen triunfantes de estos encuentros y solamente en
casos muy excepcionales ocunre la enfermedad,

Los organismos superiores evitan que los agentes infecciosos (extrafios al
organis mo) entren en contacto con ellos por medio de una serie de barreras ffsicas
(mecdnicas) y quimicas y por la presencia de ciertas cepas bacterianas, de hon--
gos y pardsitos (barrera microbioldgica o flora normal) que han logrado una rela-
cidn de equilibrio con cl organismo, proporciondndole algunos nutrientes y evitan

do la colonizacién por otras cepas patégenas (tabla 1) (1, 32).

TABLA 1 Barreras del organismo humano

FISICAS QUIMICAS MICROBIOLOGICAS

-Impermeabilidad bacteriana -pH estomacal Candida albicans
de la piel -Presencia de Acidos

-Movimiento ciliar de las cé- grasos insaturados Escherichia coli
lulas epiteliales de la faring: | en la piel -
-Tos, Estornudo -Espermina Entamoeba coli
-Presencia de moco -Lisozima -
-Movimientos peristdlticos -Otras enzimas Lactobacillus spp
del intestino
-Parpadeo, Lagrimeo Otros
-Descamacidn de la piel
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Cuando el microorganismo agresor logra entrar €n contacto con ¢l organis--

mo, el sistema inmune se pone en guardia, lo ataca y finalmente lo destruye. Es

“ta defensa del organismo es llevada a cabo por dos mecanismos generales: uno
inespecifico constituido por la fagocitosis de substancias y marteriales exraios -
al organismo y la inflamaci6n, y otro especifico en ¢l que hay una reaccidn inmu
nitaria celular y humoral. En los vertebrados la fagocitosis es realizada por los
monocitos, macréfagos (MP's) y polimorfonucleares (PMN); 12 inmunidad celular
por los linfocitos T (L-T) y M@'s activados; y la inmunidad humoral por los anti-
cuerpos (Ac) producides y secretados por los linfocitos B (L-8) (14, 64),

Aunque ostos mecanismes se estudian por sepacado, pora una mejor com--
prensién, estrictamente no podemos hablar de fagocitosis, inmunidad celular o
inmunjdad humoral, sino que se debe hablar de sitema immune; esto es debido a
la gran cantidad de interacciones que existen emtre todas v cada una de las partes
que conforman el sistema inmune (14, 18, 65, 67, 69, 70).

Una vez que se pone en matcha ¢l sistema inmune (figura 1), tedo un com-
plejo de sefales entra en funcidn, dirigiendo y regulando la respuesta del organis
mo hacia el agente extraiio o antfgeno (Ag). (Cudl es la célula mis importante
en la respuesta inmune? (Cuil es 1a actividad mds tmportante de todo el proce-
507 Muchos investigadores se lo han preguntado v algunos opinan que son los L-T
¥ la secrecién de linfocinas, otros afirman que son los L-8 v la produceidn de Acs
y algunos mds responden que los fagocitos y la fagocitosis, sin embargo &l total
de la respuesta, en conjunto, s mavor que la suma de las partes (1, 38, 40, 70).

En este contexto esta parte de la tesis compeende la tevision de la impor-

tancia del sistema fagocitico dentro del sistema inmune, por lo que enfatizard la
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acﬂvidad de las células fagociticas en todas y en cada una Vae las etapas de la --

‘respuesta inmune,

1. LAS CELULAS FAGOCITICAS Y LA RESPUESTA INMUNE

‘ Para estudiar la respuesta inmune se le ha dividido artificialmente en ues
fases (figura 1); la primera o inicial, que va desde la entrada del Ag hasta su con
tacto con los receprores especificos de membrana del linfocito: la segunda o cen-
tral, que se caracteriza por la cooperacién celular, la proliferacidn celular y la ge
neracién de linfocitos T y B de memoria v efectores; y la tercera o efectora, Qque
contleva a ia destruccidn del Ag, Simultaneamente el sistema inmune aumenta o
disminuye su respuesta por el proceso denominado regulacidn, y envia sedales a

la médula 8sea para iniciar o favorecer el proceso hematopoyético (27, 38, 64).

r
istema Sistema
fagocitico fagocitico{ |,
=
< A &)
) : l__ |z
5| ICé&lulas efectoras Linfocito
8 secretorasde Ac {_ __ _ Regulacién_ _ __ _ . _J Ag 2
i | lo linfocinas Pk sensible | {<
5] - [
) Sistema
b fagocitico ,
ff. Sistema
fagocftico
L

ExpansiSn clonal Ag dependiente
Cooperacitn celular

IGeneracin de linfocitos T y B de
emoria y efectores o

Linfocito
de memoria

FASE CENTRAL

Figura 1. El sistema inmune vy las tres fases de la respuesta inmune



a. Fase inicial :

En esta fase de la respuesta inmiine ée'rea‘l‘iza‘n &és ptocesos.-,- todos ellos
efectuadaos por las células fagociticas (figura 2): -
--Fagocitosis

Este proceso elemental de la respucsta inmune, es la primera linea de de-
fensa del organismo, es en realidad una serie de cventos, que da inicio cuando --
las células fagociticas son atraidas hacia el sitio por el que entro el Ag (quimio-
taxis), una vez que las células fagociticas han llegado, reconocen al Ag vy se ad-
hicten a &l para dar inicio a la pinocitosis (si el Ag 2n cuestién es soluble) o fa-
gocitosis (si es particulade): en general este evento se denomina endocitosis, v
continda con la muerte y/o digestidn del Ag, por accién del contenido enzimdti-
co y otros componentes altamenre téxicos, en la vacuola fagocitica. Cuando ha
terminado la digestidn del Ag, &ste puede ser exocitado o unido a la membrana -
de los M@'s para dar lugar al segundo proceso (14, 51, 39, 60, 66, 73),

Sfel Ag que va a ser endocitado es muy grande para ser interiorizado por la
célula fagocitica, &sta vaciard su contenido enzimdtico para destruirla, a este e-
vento se le conoce como desgranulacién (12).

La vida media de las cflulas fagociticas es muy variada; los PMN tienen -
una vida media en cicculacidn de 6 a 7 horas v mucren después de haber fagocita-
do, ya que no poseen la capacidad para regenerar su dotacién enziindtica y no rea
lizan la exocitosis: por su lado los monocitos permanecen uno o dos dias en circu
lacién y posteriormente pasan a los telidos y 2 la circulaci6n linfitica, ya como
M@'s fijos o circulantes; los M@ s como tales poseen una vida media de varios -

meses (59, 72).
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--Presentacién del antigeno a linfocitos By T

Algunos M@'s s6lo digieren parcialmente al Ag y posteriormente 1o exterio-
rizan en su membrana para presentfrselo a los linfocitos B y T, los cuales inician
en este momento su proliferacién hacia células efectoras y de memoria; esta pro-
liferacifn es parte de la fase central de la respuesta inmune (2, 22, 66, 68-70),

En condiciones normales, el MP funge como célula presentadora del antige
no {CPA) aunque virtualmente todas las células que tengan la molecula lat ensu

membrana pueden ser capaces de procesar y presentar €l Ag a los linfocitos Ty B

(20).
presentacifn linfocito
Bo T

M@

o CPA
Interleucina~1 centro ter-

Fagocitosis morregulador
M@ ac- Interferdn-e< g g
@ tivado Factor de necrosis

Tumoral- o fiebre

Desgranulacién

Factor ac-{ {Factores
tivador de quimiotcticos |

PMN

Q é) neutréfilos y/0 vasoactivos
salida de
leucocitos

Figura 2. Fase inicial de la respuesta inmune

Vaso
sanguineo

-~Liberacifn de factores solubles

Tanto los monocitos-M@'s como los PMN liberan factores solubles que di--
funden para poder atraer a mds células a la zona dafiada (factores quimiotécticos)
o0 que permiten su salida de los vasos sanguineos {factores vasoactivos). Los --

M@'s van a liberar ademdés un {actor activador de neutrdfilos que intensificard las
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actividades de &stos, una serie de substancias que irdn al centro termorregulador
para provocar la fiebre (qQue €s una sefial de alarma, de que algo anda malen el
organismo), y la interleucina-1 (IL-1), la cual ademds de ser una substancia qui-
miotdctica y promover la fiebre, activara la proliferacién de los linfocitos, Los
PMN liberan unas substancias que se han denominado defensinas que impiden la
proliferacidn bacteriana y que pueden ser considetadas como antibioticos (2, 19,

38, 71).

b. Fase central

La fase central de la respuesta inmune es la méds grande en lo que concier-
ne a la cooperacién celular y es la mds compleja. Involucra interacciones entre
el Ag, los linfocitos B y T, los M@'s, las IL's y probablemente otros componen-
tes (27, 63).

Como ya se mencioné anteriormente, la sefial para la proliferacién y dife--
renciacidén de los linfocitos By T es la presentacién del Ag porel MPola CPA y
la liberacién de 1.-1. El1 L-T al activarse y proliferar dard lugar a las subpobla-
ciones cooperador/hipersensibilidad tetardada (a/hr), citotdxico/supresor (c/s) y
de memoria. EIl L-T, libera {L.-2, 1l.-4 y IL.-5 que activan respectivamente a los
L.-B de memeria, virgenes y activados, v que s6lo actuan en presencia del Ag, -
La proliferacidn de los L.-8 dard como resultado células plasmdricas (CP), produc
toras de Ac, y L.-B de memoria (figura 3) (16, 69).

La distincidn entre los dos estados de madurez de los linfocitos refleja pre
sumiblemente el grado de proliferacidn inducido por ¢l Ag. Los linfocitos efecto

res son células terminales, es decir células activas que producen y secretan lin-

focinas o Ac y de cona vida media, en tanto que los linfocitos de memoria se vol
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veran activos s6lo cuando haya un nuevo contacto con el Ag especifico, dando lu,

Zar a nuevos linfocitos efectores y de memoria {27).

Ag ‘ proliferacitn vj
iferenciacitn

activado

Ac's

Figura 3. Fase central de la respuesta inmune

Es importante recalcar que en esta fase el papel de los M@'s es proporcio—
nat la sefial para la proliferacibn y diferenciscién, ademds de continuar efectuan

do el proceso fagocttico.

¢. Fase efectora

El Ag no tiene un papel en esta fase de la respuesta inmune, excepto como
“blanco" para su destruccidn (figura 4). Los Ac's producidos y secretados por la
CP van a recubrir al Ag y ¢s entonces cuando 1as células fagociticas van a actuar
sobre €l en varias formas:
--Fagocitosis

En esta fase se le llama también fagocitosis inmune, por ser dependiente
de Ac’s, al mismo tiempo que es mis especilica y mis efectiva, este proceso -~

puede ser efectuado por M@'s y PMN (7),
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anticuerpos

=7
M@

activado

factores del
complemento

Facror ac-
Jjtivador de PMN
neutrSfilos

fagocitosis

desgranulacion ~—j

citotoxicidad ——4
T @

Figura 4. Fase efectora de la respuesta inmune

IFN- et
TFN- 2.

--Citotox icidad

Es el equivalente a la desgranulaci6n de la [ase inicial; entre los compuestos
que van a liberar los M@'s podemos contar un gran ndmero de enzimas, factor de
necrosis tumoral-= (TNF -9 y reactivos intermediarios de oxigene (Hzog, QH",
Oi y otras); este fendmeno puede ser efectuado no sélo por las células fagocfticas
(cltotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, ADCC), sino tambien por la --
subpoblacién citordxica de los L-T y por las células asesinas, K (killers) o NK
(natural killers), que son estimuladas por la O.-2, Las células K reconocen  al
Ag s6lo cuando estd cubicto por el Ac especitico (36, 38).
--Liberacién de factores solubles

El M@ no s6lo fagocita o mata por el fenSmeno de citotoxicidad, tambien -

coopera en la destruccidn del Ag, con la liberacidn de algunos factores del com-
plemento (factores 1, 2, 3, 4, y 5de la via cldsica y factores B, D v properdina
de la v{a altema) que al unirse al complejo Ag-Ac van a provocar el estallamien-

to o la destuccion del Ag, ademds de liberar interferén=-¢ (IFN-o0 que activa a -
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las células K (2, 38).

d. Regulacita

Similarmente al funcionamiento ideal de la economia capitalista, la respues
ta inmune esta bajo un estricto control de vigilancia (figura 5); esto da como resul
una adecuada respuesta al Ag y por censiguiente la eliminacitn del Ag (27, 32).
Este conrrol de la respuesta inmune no esta del todo comprendide, aunque se sa-
be que esta influenciado por varios factores:
--La presencia del antigeno

En condiciones normales el Ag es degradado por las c&lulas fagociticas o
por otros medios: esto disminuye o elimina al Ag y el organismo sélo desarrolla
la respuesta inmune en presencia del Ag (41, 67).
--Vida media de las células efectoras

LLas células efectoras tienen una vida media de entre tres y cinco dias, por
lo que al cabo de este tiempo si no existe el Ag que estimule la proliferacién de
otras células para convertirlas en efectoras el proceso se vé detenido (32).
--Retroalimentacién por anticuerpos

Cuando el Ag ha sido eliminado, los Ac (especilicos contra el Ag) produci-
dos por la CP no van a unirse al Ag, por lo que existird un exceso en circulacién;
este exceso se sabe que activa a los L-Ts, ademés de que el organismo los reco
nocerd coino extratios y dard origen a una respuesta contra ellos, gque dard lugar a
ta produccidén de anti-Ac (67).
--Factores producidos por los macrGfagos

Los M@'s preducen y secretan algunos factores que tienen como funcidn re-

gular o inhibir la respuesta inmune: la prostaglandina E, (PGE,) activa a los L-T_,
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el IFN (ademés de promover la respuesta inmune) y los leucorrienos regulfm la
respuesta, aunque su mecanismo de ﬁccién y sobre que células actdan no se co-
nocen por €l momento (38, 41).
--El linfocito T supresor

Una vez activado el L-T por un eéxceso de Ac en circulacién, por la PGE2
© por otros mecanismos, se inhibird la respuesta inmune por un mecanismo no co
nocido del todo, Se manejan como hipotesis: bloquear la proliferacién y diferen-
clacidn de jos linfocitos a células efectoras v de memoria, bloquear la presenta-
cidn del Ag por la CPA a los linfocitos e incluso inhibir procesos como la fagoci-

tosis, la secreci6n de Ac's y linfocinas (32).

MO

activado

linfocito
efector

presentacion del

proliferacion v
Ag a linfocitos

diferenciacién

linfocito

Figura 5. Regulacién

e. Accibn en drganos linfoides
Los M@'s no s6lo actdan sobre las cflulas del sistema inmune favoreciendo
la produccifn de una respuesta inmune hacia un Ag determinado, sino que ademds

secretan algunoes factores que van a actuar sobre la médula 6sea promoviendo la -

proliferaci6n de las células sangufneas (figura 6); los factores que van a liberar -
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B sgnéb,fé.ctor estimulador para colonias'dé granulocitos o monocitos (G/M-CSF), -
. fa&o: eétimulador para colonias de granulocitos {(G-CSF), factor Inductorde la
morocitopoyesis (FIM), factor potenciador de colonias eritroides (ECPF) y eritro
poyetina (38).
Owro factor que van a sintetizar los M@'s es la timosina B4 que actia en el

timo favoreciendo la maduracidn de los L.-T (38).

G/M-CSF
G-CSF
Eritropoyetina
™

By

Figura 6. Accidn en Grganos linfoides

2, LA FAGOCITOSIS Y SU IMPORTANCIA EN LA RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune evolucions en tres etapas: la primera de ellas el recono
cimiento y la fagocitosis, son la esencia misma del sistema inmune, 1a aparicidn
de este mecanismo sitvid a los primeros organismos para tealizar dos actividades
al mismo tiempo (alimentarse y defenderse de otros organismos), es decir, obtu-
vo la capacidad de reconocer lo propio de lo ajeno; en la segunda etapa evolutiva
apareci6 la inmunidad celular, en la cual algunas células fuerdn capaces de matar
a otras células o a otros organismos sin interiorizarlos (citotaxicidad); en esta eta

pa aparecieron también las caracterfsticas de 1a respuesta inmune, que es induci
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ble, especifica y que ademds posee memori;i. En la tercerﬁ etapa aparece la in-
munidad humoral, en la que hay produccifn y secrecidn de Ac, que confiere al or
ganismo la capacidad de defenderse a distancia, no sélo cuando hay un contacto
intimo entre el agente agresor y las células encargadas de la defensa, como en el
caso de la fagocitosis o en la inmunidad celular (14, 63),

La fagocitosis es el mecanismo de defensa mds antiguo que posee el orga-
nismo, ademds de que como ya se hizo notar anteriormente las células encargadas
de la fagocitosis son fundamentales para el desarrollo de una buena respuesta in-
mune del organismo hacia lo que es daiino para &1 (14, 22, 24, 38, 41).

En condiciones normales el sistema (agocitico va a limitar la zona en que
esta el Ag, impidiéndole avanzar v proliferar, ademds de que va a poner en fun-
cién todo el sistema de defensa que ya se ha mencionado (14, 67),

La importancia de este sistema se ha puesto de mantfiesto al estudiar a las
células fagociticas en infecciones crénicas (24) o cn una desnatricién crénica co-
mo el kwashiorkor (55). en las que se ha determinado una disminucién del {ndice
fagocltico, de la quimiotaxis, de la capacidad fagocitica y microbicida, aunque
el nimero de fagocitos sea muy alto en comparacién con los de individuos norma-
les. En infecciones agudas o en el embarazo el organismo pone en marcha un es
tado de alerta, que pucede desencadenar la respuesta inmune, en el cual el sistema
fagocitico tiene una actividad por encima de la normal sin llegar a romper el equi
ifbrio, con el fin de preservar la integridad propia y en el caso del embarazo ade-
mis al feto (29). Todo esto indica un equilibrio que permite al organismo defen-
derse de lo ajeno sin dafarse a si mismo: A menor cantidad de celulas fagociti--

cas hay una mayor actividad de estas células y a mayor cantidad de cé€lulas fago



cfticas hay una menor actividad (31).

3. PRUEBAS PARA EVALUAR LA FAGGCITOSIS

Bordet y otros investigadores han sostenido que la resistencia del organismo
a una infeccidn guarda estrecho paralelismo con el poder fagocftico de las células
del primero. Las bacterias inyvectadas en la sangre suelen desaparecer en pocos
minutos, El poder bactericida de los 1iquidos corporales es limitado; por 1o tan-
to, parece intervenir también un mecanismo celular. Esto lo confirman los exa-
menes microscopicos de los tejidos de animales recién inyectados: los gérmenes
suelen encontrarse en hfgado, bazo, pulmdén y orros drganos. Ademds de que las
bacterias patSgenas tienen menor tendencia a producir enfermedades morntales --
cuando se inrroducen en una zona rica en células fagociticas, y un cambio favo--
rable en el curso de la infeccidn suele acompanarse de aumento en el ndmero de
fagocitos circulantes (7, 16, 31).

S{ es importante tener un ndmero adecuado de fagocitos circulantes, es de
mayor, o similar importancia que estos sean funcionalmente aptos para poder fa-
gocitar y eliminar al agente causal de la enfermedad. En algunos casos, como
las infeccidnes crénicas o despuds de la administracion de corticosteroides adre-
nales, el nfimero de fagocitos aumenta en circulacién, pero no son lo suficiente-
mente maduros para realizar sus funciones; y al estar en circulacifn pueden poner
en peligro la integridad del organismo, pues se sugiere que pueden adherirse a --
zonas no dafiadas y provocar los dafios, al vertir en estas zonas el contenido enzi
mitico de sus grinulos, y de esta manera poner a funcionar todo el sistema inmuy
ne (31).

Para evaluar la actividad de las células fagociticas existe una gran varie--
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dad de métodos; cada uno evalua una o mis erapas del proceso fagocitico, por lo

que 1a prueba o método de eleccifn va a depender del paso que se quiera evaluar

y en algunos casos serd posible elegir sf la determinacion debe ser cualitativa o

cuantitativa, de resultados tdpidos o no, barata o costosa, si se requiere una 56-

1a de ellas o si se requieren combinaciones, etc,

En la tabla 2 se muestran los

principales métodos empleados para evaluar la fagocitosis tanto in vivo como in

vitro.
TABLA 2 Mérodos para evaluar las erapas de la fagocitosis
ETAPA METCDO MODO DE REFERENCIAS
EVALUACION

Nimero de fago- | Cuenta de leucocitos

citos en circula- | totales v conteo di-- |Mictoscepia 31, 49, 35

cidn ferencial
Cidmara de Boyden

Quimiotaxis Migracibn en agarosa |Microscopfa 25, 35, 61
Ventana de Rebuk*
Rosetas con eritroci-

Adherencia tos, bacterias, Zimo_ |Microscopfa 9, 22
zén
Adherencia al nylon
Ingescidn de eritroci-

! tos, levaduras, bacte |Microscopia 9, 23, 28
rias, ldtex, zimozdn, 19, 51, 35
naranja de acridina
Ingestidn de eritroci-

Endocitosis tos, aceite wjo O Espectrofotomeria 28, 61
Ingestidn de compo- -
nentes radiaigwosﬂ!»}, Radiométrico 31, 33
3¢, g, By
Depuracidn de carbdn® } Microscopin 25
* pruebas in vivo continug , .,
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TABLA 2 (continuacidn)

ETAPA METODO MODO DE REFERENCIAS
EVALUACION

Depuracidn de bacte- Cuenta de

Endocitosis rias* colonias 25
Depuraci6n de polivi- Especrro-
nilpirridolina * fotometria Js)
Reducci6n del NBT Microscopia 44
Quimioluminiseencia
del pirogalol, lucige~ Espectro-
nina forometria 37, 75, 76
Reduccién del NBT
Oxidaci6n de glucosa | Radiométrico 19
Consumo de O
Produccibn de Hq0
Reduccidn del citocro

i mo C

Metabolismo Actividad enzimdtica | Electroquimica 25, 75, 76

oxidativo de la glutati6n peroxi
sa, mieloperoxidasa,
pindvico cinasa, glu-
cosa-~H-fosfodiester-
asa

Muere in- cultivo de bacterias Cuenta de 37, 49

tracelular colonias 35, 75

* pruebas in vivo
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7 1. OTRAS ACTIVIDADES DE LAS CE-LULAS FAGOCITICAS. - - -

Debido al papel tan importante de la fagocitosis en la defensa deyl oréaﬁ_is-’ ‘
mo, otras actividades que poseen los MQ@'s ho se han estudiado con la misma in-

- tensidad ni con la rmisma profundidad que se ha hecho con la fagocitosis, dé la -
cual ya se ha hablado (41, 13, 673, 7

Una de las actividades que realizan los M@'s, y gue estd muy relacionada -
con la fagocitosis, es la remocifn de desechos celulares, que no son inmunogéni
cos, Esta actividad se pone en marcha una vez que la respuesta inmune ha termi
nado o esta a punto de terminar, o cuando es necesario transportar en forma inte-
gra (sin degradar) protefnas, lipidos u otros componentes a cualquicr orra zona del
organismo (38, 45).

La produccién y secrecidn de componentes es quizd la funcidn mds importan
te, despuds de la fagocitosis, que realizdan los M@'s, ya que los productos que li-
beran suman mds de cien, con pesos moleculares desde 32 Daltones hasta 40,000
Daltones, y que poseen actividades biolSgicas diversas, desde la induccion  dJel
crecimiento celular hasra la muerté celular; algunos de ellos va se mencionaron
en el capitulo anterior, y en la tabla 3 se muestran algunos componentes que no
poseen actividad sobre el sistema inmune (38), entre ellos:

Un compuesto surfactante es liberado por los M@'s alveolares, el cual tie-
ne la capacidad de lubricar v evitar que las paredes pulmonates se adhieran entre
st (43).

Los M@'s capran hierro en la mucosa intestinal, higado o bazo y lounena -
moléculas de fermitina, la cual puede ser almacenada como tal en hrgudo, 0 bien

pucde ser transportada por los M@'s para depoesitar el hierro en la médula dsea o
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‘en zonas en las que existan células que lo requieran para su metabolismo (43)
Se ha. reportado que los M@'s son células "nodrizas" que aporian energia y

otros nutrientes a melanocitos, linfocitos y espermatozoides (45),

TABLA 3 Compuestos iiberados por los macréfagos

Hormonas polipeptidicas:

Facror de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de activacion de fibroblastos

Factor con actividad similar a la insulina
Eritropoyetina

Factor activador de colonias eritroides

Factores de la coagulacién :

Via intrinseca: V, 1X, X y protrombina
Via extrinseca: V11
Activadores de superficie: Factor tisular, protrombinasa
Actividad protrombolitica: Activador del plasminégeno
Actividad antitrombolitica: Inhibidores de la plasmina
Inhibidores del activador del plasminégeno

Proteihas de union !

Para metales: Transferrina, isoferritinas dcidas, Transcobalamina 11
Para lipidos: Apolipoprotefna E, protefna transferidora de lipidos

Productos de Purinas y Pirimidinas &
Timidina, uracilo, 4icido drico
Deoxicitidina

Neopterina
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V. AFLATOXINAS
"7 1. QUESON Y COMO SE CLASIFICAN

Las aflatoxinas {AF) son un grupo de metabolitos t6xicos de tipo secunda-
tio ptoducidas principalmente pot Aspergillus flavus (de donde toman su nombre
A, flavus toxinas para dar lugar a aflatoxinas) y A. parasiticus de los cuales fue
ron aisladas en 1962 por Zijden y cols (78) v Nesbit y cols (39). En la acrualidad

se sabe que también son producidas por especies como A. oryzae, A. rubrum, --

A. ochraceus, A, wentii y A, ostianus, algunos otros hongos como Penicillium -

indicum, P. flavum, P. puberulum, P. variable, P. frecucntans, P. citricum v

Rhizopus spp (48), bacterias del género Pseudomona se han mencionado como po-
sibles productoras de estas micotoxinas (30).

A partir de la fecha de su descubrimiento todo un aparato de investigacidn -
se ha desatrollado en torno a las AF’s, y en 1963 Asao (3) propone su estructura -
quimica. Las AF's se consideran decivadas de la cumarina, a la que se ha fusig

nado un sistema difurano (figura 7) (3).

(o} o

Cumarina

Aflatoxina By Aflatoxina Gy

o] 0 OMe (0] 0] Me

Figura 7, Estructura guimica de la cumartina y de las principales aflatoxinas



-23-

Un total de 17 compuestos denominados genéricamente como aﬂatcxinés se
han aislado hasra 1983, pero el termino se usa habitualmente para mencionar a -
los cuatro principales metabolitos (AFBy, AFB,, AFGI, AFGg)ilas letras By G
cbrresponden a ]a coloracidn presentada en fluorescencia de luz ultravigleta: B
corresponde a azul (blue) v G a verde (green) (42).

Las AF82 ¥ AFG, son dihidroderivados de las /\FBl y AFG| respectivamen
te (figura 7), y en general se puede decir que los demés compuestos aislados son
derivados de la AFB; vde la AFG;. Algunas propiedades de las cuatro principa-

les AF's se muestran en la tabla 4 (6, 74).

TABLA { Propiedades de las aflatoxinas

Afleroxina | férmula peso punto de DZS toxicidad®
molecular [molecular | fusién «C =g
B Cy7M1206 312 268-269** =559 1.0
By Cy17H140s 314 286-289** -492 0.5
Gy C17leO7 328 244-246*" -353 0.25
G 3 -240** - .
2 C17H 14O7 30 237-240 473 0.125
*tomando como unidad a la aflatoxina By
**descompuesto

La AFBy es la mds importante desde el punto de vista toxicol6gico, se en-
cuentra y se produce en mayores cantidades en los cultivos de honges (10, 42, --
47); es la que mds se ha estudiado, y debido a que las AF's tienen un niicleo muy
similar en sus estructuras, los hallazgos se pueden generalizar. Las AF's son -
libremente solubles en disolventes moderadamente polares como el cloroformo y

el metanol, y especialmente en dimetilsulfoxido (usado como vehiculo en la ad_



g
miﬁis&acién experimental de Jas AF's a anirﬁhles), sﬁ solubm_dad en agua osci-
in entre 10 v 20 mg/litro (42).

La AFB, al ser fragmentada por ozonolisis da como productos los dcidos -
glutdrico, malénico, succinico y levulinico (74). La presencia del anillo lactona
la hace sensible a 1a hidrolisis alcalina, aunque si &sta se produce en condicio--
nes débiles un tratamiento deido puede regenerar la AF (74).

En estado puro las AF's son sumamente estables a las temperaturas eleva-
das, cuando se calientan al aire libre. Sin embargo, son relativamente inestables
cuando se les expone a la luz, particularmente a la luz uliravioleta y al aire, es-
pecialmente cuando se les disuelve en solventes altamente polares. Las solucio
nes en clotoformo y benceno son estables por muchos afos sf se mantienen en Iy
gates obscuros y frios (42),

En condiciones ordinarias de coccién y en el calentamiento en el proceso
de pasteurizacidn hay poca o ninguna pérdida por destruccién de AF's. Sinem--
bargo, el tostado del cacahuate reduce Ias concentraciones hasta un 509, (42); el
proceso de nixtamalizacién lo teduce hasta un 25 % (5+4); la eliminacién de cientas
nueces (pequefias, que resisten a partitse o blanquearse, decoloradas) de Jas not-
males es un remedio eficaz para reducir la contaminacidn por las AF's (42): el de
secamiento de granos v polvos a la luz y al aire en capas delgadas 1o reduce has-
wenund0y 837 (57).

En nuestro pafs se han encontrado AF 's en diversas concentraciones: en --
mafz ensilado se han reportado hasta 3 ppm, y con el rratamiento y mezcelado pa-
ta convertitlo en alimento para animales se observa una reduccion hasta 1.0 ppm
(17, 53) en tontillas se han encontrado concentraciones similates a las del alimen

to para animales (33, 54),  Esto es alarmante ya que en alpunos pafses como
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“E.U, A, los niveles mé.;dmos permitidos en alimento para consumo animal y hu-
mano, o en granos destinados a exportacién o traslado a otros estados es de ----
0.02 ppm (20 ppb) (47, 34).

Aunque Jos hongos del género Aspergillus pueden provocar algunas infeccio
nes en animales y en el hombre, tienen mavor impacto a nivel salud y econémico
la produccién de AF's (17), para lo cual el hongo requiere (17, 47):

-adecuada concentracidn de carbohidratos en forma disponible (17)

~humedad en los granos de entre 10 v 18% y una humedad relativa del 85% (17)
-temperatura 6ptima de 27°C, minima de 12°C y mdxima de 42°C (42)

-pH relativamente elevado {17)

-disponibilidad de oxigeno en el medio ambiente, bajo condiciones normales -
el oxfgeno no es un factor limitante (17)

-1a ruptura o fraccionamiento del grano lo hace mds ficilmente atacable por el
hongo (42)

-especie y cepa del hongo invasor, ya que no todas las cepas producen la mis-

ma AF, ni la misma cantidad (4, 47),

2, EFECTO DE LAS AFLATOXINAS SOBRE EL ORGANISMO EN GENERAL Y
SOBRE EL SISTEMA INMUNE ’

En Inglatemra, en el afio de 1960. se observé una gran mortandad de pavos,
como resultado del consumo de harina de cacahuate importada de Brasil; 1a pérdi-
da se estimd en més de 100,000 aves (6, 42, 48). La concentraciSn de AFB) en
Ia harina de cacahuate fue calculada posteriormente en 10 mg/Kg (10 ppm). Las

aves mostraron progresivamente un deterioro en su estado, hemorragias subcutaneas

v muerte; a la necropsis, el higado mostrd una coloracién pdlida y apariencia
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g’fasn con zonas de necrosis y proliferacin biliar extensiva (42).
. Eln estudios posteriores se ha determinado el efecto téxico de las AF's  so-
bre diferentes especies animales v en general los efectos se pueden agrupar en

cuatro categorfas (7).

a. Daifio hepdtico agudo y cronico

Siendo las AF's hepatotdxicas (5) sus efectos en este Srgano se notan inme
diatamente después de una dosis elevada o intoxicacién aguda, o después de una
serie de dosis minimas o intoxicacién crénica. Muchos de los efectos de las AFY
estdn relacionados con su reaccidn con las nucleoproteinas celulares interfiriendo
la sintesis protefca y el mantenimiento de la integridad celular. As{ podemos en
contrar entre los dafios una actividad elevada de las siguientes enzimas: Trans--
aminasa Glutdmica Pirdivica, Transaminasa Glutdmica Oxalacérica, Transamina-
sa Ornitin Carbamilo, Aminotransferasa Aspdrtica, Fosfatasa Alcalina, Deshidro
genasa lsocitrica y deshidrogenasa del Sorbitol; otras alteraciones son el tiempo
elevado de coagulacién de la sangre completa y de la protrombina. Hay sangre
en heces y aumento de la fragilidad capilar; la concentracidn de 1a bilirubina es-
td aumentada, la eliminacién de la bromosulftaleina estd aumentada, la albdmi-
na plsmdtica estd disminuida, y hay fibrosis, ictericia, carcinoma hepdtico, necro

sis centrolobulitlar v cariomegalia (11, 15, 33, 42, 43, 47, 38).

b. Baja ganancia de peso

La baja ganancia de peso se observa paralelamente al dafio hepético créni-
co y es provocada por consumir AF's en bajas dosis durante periodos prolongados.
La dusis minima para observar los efectos de 1a AFBy es de 0.03 mg/Kg de peso

corporal (3, 26, 33, 17, 38).



-27-
c Efectos carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos

Estos efectos se atribuyen a metabolitos de las AF 's, principalmente al
aflatoxicol. En animales 2 los que se ha administrado AF's se ha observado car
cinoma hepitico, de colon, de rii6n, en glndulas lacrimales, en lengua y en tra.
quea; efectos teratogénicos como anenceralia, microencefalia, ectopia cérdia y
otros efectos. Los efectos mutagénicos se han observado en plantas (Vicia fabia)

¢ 0 bacterias (Salmonella riphymurium) donde se han presentado algunas abemacio

nes cromosémicas cuando se tratan con AF s o con algunos de sus metabolitos, -
Las AF’s actian de manera semejante a los agentes alquilantes (30, 42, 47, 74).
d. Efecto sobre los mecarismos ir}especﬂicos de defensa y sobre el sistema
inmune

La acrividad de lag AF's sobre los mecanismos inespecilicos de defensa v
sobre el sistema inmune es de particular importancia en algunos grupos de anima
les donde la inmunizacién es parte importante del programa de salud, por ejempio
en aves y cerdos (5, 46, 47, 50, 64).

Se ha demostrado que las AF's poseen un efecto supresor en ¢l desarrollo
de la inmunjdad adquirida, principalmente en la mediada por células., Eltimo y
los L-T parecen ser excepcionalmente sensibles a los efectos de las AFBy y AF M.
Parece ser que dosis tan bajas como las requeridas para disminuir la ganancia de
peso son suficientes para disminuir 1a respuesta de hipersensibilidad retardada.
El modo de accién de los efectos inmunosupresores todavia es incierto, pero pa
rece que involucra a los L.-T, ‘la interaccién Ag-célula, la fagocitosis y posible-
mente 1a produccién de linfocinas. La AFB) actua sobre los mecanismos inespe

cificos de defensa: reduce la fagocitosis de M@'s, disminuye la concentracidn de
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algunos factores del complemento, por ejemplo C'4, y retarda la produccidn del
IFN. Generalmente la produccidn de Ac's no se afecta, sin embargo 2 dosis ele-
vadas la [gG y la IgA disminuyen en circulacién, pero no la 1gM (16, 74).
Pier (46) y Thaxton (63) han teportado que aves alimentadas con AFBp en
la dieta eran mis susceptibles a infecciones provocadas por Pasteurella multocida,

Salmonella spp, Candida 'albicans, Eimeria tenella y el virus de la enferimedad -

de Marek, pero no a las causadas por Aspergillus fumigatus y el virus del Newcas

tle.

Con respecto a la fagocitosis los resultados son contradictorios; Mohiuddin
{33) reporta un descenso del 107 en el porcentaje de fagocitosis después de admi-
nistrar 20 ppm de AFBy a aves: Campbell (3) administa 2,5 ppm de AFBy v Chang
(10) administza 10 ppm a pollos y no encuentran diferencias significativas. Richard

(50) en un experimento interesante realizé lo sigulente:

grupo A | esporas® + suer de conejo + fagocitos de conejo

srupo B} esporas® - suero de congjo + fagocitos de conejo™*

grupe C | esporas” + suero de conejo"* + fagocitos de conejo**

¥ de Aspergillus fumigatus

** conejos a los que se les administro AFB]_

y no encontrd diferencias significativas entre los grupos A y B, pero si las encon-
tro entre los grupos A v C.

Todos los efectos de las aflatoxinas van a depender de algunos factores pro
pios de los animales como son la especie, raza, cepa, sexo, edad y condicion -
nutricional (4, 74) y de otros factores como el tipo de aflatoxina, la dosis, tiempo
de consumo v del manejo que se les de a los animales (42, 46, 74).

En ¢l hombre los efectos de las AF's se han demostrado de manera casual,
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sefialdndose efectos muy semejantes a los reportados en animales (42).
En la tabla 5 se muestran las dosis letales medias (DLSO)' por via oral, de

la AFB1 ‘en algunas especies animales (42, 46, 74).

TABLA 5 Dosis letal media de la aflatoxina B en algunas especies

ESPECIE DL50 (mg/Kg de peso corporal )
Embridn de pollo 0.025*
Conejo 0.3
Pavipollo 0. 335
Gato 0.55
Perro 0.5-1.0
Cerdo 0.62
Oveja 1.0
Trucha arcoiris 1.36
Cobayo 1.4
Paloma 2.0

Pavo 6.5

Rata (macho) 7.2
Macaco 7.8
Ratén 9,0
Hamster 10.2

Rata ¢hembra) 17.9

“/,_g/embridn.




V., JUSTIFICACION

Las granjas porcicolas de nuestro pafs presentan una alta morbi-mortalidad
de origen diverso, lo cual es preocupante; estd situacién puede estar influenciada
por un gran ndmero de causas como son la ¢levada contaminacién ambiental, el
deficiente manejo y alimentacién de los animales, malos programas de inmuniza
cidn, asl como la presencia de compuestos inmunosupresores en el medio ambign

te o en el alimanto (20).

Pier (46) y Thaxton (63) han reportado la inmunosupresidn de animales por
el consumo de alimento contaminado con aflatoxinas: en estudios realizados en
nuestro pafs se ha encontrado esta micotoxina en concentraciones de ‘hasta 1.0
ppm (17). En algunos pafses la concentracién médxima permitida es de 0. 02 ppm
(47, 34) razén por la que en nuestro pafs se estd estudiando la relacidn que existe
entre la dosis de aflatoxinas y algunos pardmetros que permitan evaluar el sistema
inmune de los cerdos. Parte de este trabajo es medir la fagocitosis en cerdos --
alimentados con diferentes niveles de aflatoxina B1 en la dieta, ya que la fagoci-

tosis es un paso importante para desarrollar una buena respuesta inmune (67).
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V1.  HIPOTESIS DE TRABAJO

Determinar sf los cerdos presentan alteraciones en su mecanismo inespe-
cifico de defensa, como es la fagocitosis, en el transcurso de una intoxicacién

por aflatoxina By Inclitda en el alimento,
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VIL OBJETIV O

Determinar si las concentraciones de 0.6 ppm y 1.0 ppm de aflatoxina Bl’
que se encuentran frecuentemente en el alimento para animales, infiuyen en el
mecanismo inespec{fico de 1a fagocitosis de fagocitos circulantes en cerdos, que

consumen alimento contaminado, y en la ganancia de peso.
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Vi, MATERIAL Y METODOS

Material biolSgico.  Se utilizaron nueve cerdos de ocho semanas de edad, los -
cuales se dividieron en tres grupos de tres animales, cada uno. Fueron alimen-
tados ad libitum durante 35 dias con alimento conteniendo las siguientes concen
tractones de AFBy: 0.0 ppm (grupo control); 0. 6 ppm (grupo A) y 1.0 ppm (grupo
B). Todos los animales se pesaron los dias cero, 20 y 33 del experimento, Se
tomaron muestras de sangre periférica, de todos los cerdos, dos veces por sema
na durante siete semanas,

Un cerdo adicional alimentado ad libitum con alimento libre de aflatoxinas

se utiliz6 para 1a obtencitn de suero fresco de cerdo,

Aflatoxinas, Las aflatoxinas necesarias pata este experimento fueron obse--
quiadas por el Dr. René Rosiles Martinez del departamento de Patologia de la --
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A. M., y se mezclaron
con alimento libre de aflatoxinas en las cantidades suficientes para obtener las

concentraciones antes mencionadas.

Técnica de la tagocitosis
a. Lavado de cubreobjetos

Cada cubreobjetos se lav6 con una solucion detergente (Inalimpia) frotdndo
1o con los dedos y enjuagando con agua coriente. Se introdujercn en deido sul--
fdrico y se calentaron ligeramente durante una hora, Los cubreobjetos se 1o
maron con pinzas de extremos planos y se enjuagaron en una serie de vasos que

contenian agua corriente, agua destilada y agua bidestilada sucesivamente. Se

colocaron en posiciGn vertical y se dejaron secar, se guardaron en cajas de Petr{
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para su esterilizacién por calor seco.

b. Preparacién de levaduras

Se pesaron cinco gramos de levadura de pan {Sacchatomyces cereviseae) -

disgregandolas en 125 ml de solucién salina al 0. 85% (SSF). Se hicieron tres la-
vados con SSF centrifugando a 2300 tpm durante 10 min. Se resuspendicron en
30 ml de SSF y se contaron las levaduras en cdmara de Neubauer tifiendo con azul
tripdn (Sigma Chemical Co. St, Louis Mo. U, S, A.) al 0,1% en SSIF, Se ajusta-
ron las levaduras a una concentracidn final de 5 X 109 lev/mi mediante las dily--
clones necesarias. La suspensin se envasé en frascos dmpula de 30 ml, se se
llaton y se esterilizaron a 15 b de presién durante 15 min quedando listas para -

su uso o conservacién a 4°C.

¢, Opsonizacidn de levaduras

Al momento de usarse las levaduras, se les adicion$ suero fresco de cerdo
a razén de 1 ml de suero por cada 5 ml de la suspensién de lavaduras, se mezclé
y se incubo a 37°C durante 30 min, posteriormente se hicieron tres lavados con

SSF y finalmente se tesuspendieron al volumen original con SSF.

d. Ensayo de fagocitosis

Se obtuvo sangre venosa sin anticoagulante y directamente de la jeringa se
depositaron tres gotas de sangre en cada uno de los cubreobjetos {tres por cada -
muestra) contenidos en una cidmara humeda; se incubd a 37°C durante una hora pata
permitir la sedimentaci6n v la adherencia de los PMN y monocitos al vidrio, lue

go se desprendi6 el codyulo lavando el cubreobjetos con $SF a 37°C a fin de reti-

rar 1as celulas no adheridas al vidrio, Inmediatamente y sin dejar secar las pre
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paracidnes se colocaron en cajas de Pewri de 30 X 15 mm y se cubrieron las ;:élu-
las con 1.5 mlde solucin salina amortiguada v se les adicion5 0.5 ml de la sus
pensién de levaduras (S. cereviseae) ajustadas a una concentracidn de 5 X 106 -
lev/ml, y 0,6 ml del colorante Nitroazul de tetrazolio (NBT) (Sigma Chemical Ca.
St. Louis Mo, U,S,A.)al 0.1% en SSF, se homogeneizd con agitacién moderada
y se incub6 a 37°C durante 75 min., Las preparaciones se tifieron con safranina --
(Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. U.5.A,) al 0. 5% cubriendo las células duran
te 15 min y lavandolas con agua destilada. Los cubreobjetos se dejaron escurrir
en papel absorbente y una vez secos se fijaron con bdlsamo del Canadd (E. Merck
Darmstad, Germany). Se permitié que la resina secara durante 24 horas y las pre
paraciones quedaron listas para la observacién y cuantificacién de los fagocitos

con objetivo de inmersién (100 X) por microscopia de luz.

e. Conteo celular

En cada preparaci6n se contaron 500 células potencialmente fagocjtarias -
(PMN y monocitos), obteniendose de este modo el porcentaje de fagocitosis. Se
cont$ el nimero promedio de levaduras que ingirio cada fagocito, determinado en
500 células, y el valor obtenido se expreso como indice fagocitico (IF). Ademas
se cuantifico la proporcién de fagocitos que reducen el colorante NBT precipitan-
dolo como formazdn; obsewandose las levaduras endocitadas de color azul, en -
comparacién a los fagocitos que no lo reducen (levaduras endocitadas de color na
anja, tefifdas por la safranina), como un método directo para medir ¢l metabolis
mo axidativo ("explosidn tespiratoria”) de las células fagocfticas,

La técnica de fagocitosis que se utilizé es una variante de la técnica em---

pleada en el laboratorio de Inmunclogia Molecular de la Escuela Nacional de Cien
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cién de Infectologfa del Instituto Naciona

veto (51).

f. Estudio estadistico

Se aplicé una prueba de significancia entre medias, medlante el anflisis es

tadfstico "t" de Student (62).

Determinacidn de aflatoxinas. Las aflatoxinas se extrajeron, Jde una muestra
de 30 g del alimento, con acetenitrilo, se desengrasaron con éter de petrSleo y se
decoloraron con gel de hierro y finalmente se efectud una separacidn liquida en clo
roformo. El extracto final se resuspendié en 0.5 ml de una mezcla benceno : ace
tonitrilo [98: 2} para su lectura en cromatografia de capa fina, El cromatograma
utiliz6 como fase estacionaria silica gel (Merck, Sharp and Dome de Miéxico) v
como fase mévil una mezcla de acetona, etil acetato y tolueno.

Se utilizé como muestra de refcrencia la fluorescencia azulada emitida por
un extracto purificado de aflatoxina B) y adicionalmente cambiando la longitud de
onda de la ldmparade luz ultravioleta, considerando que las atlatoxinas no fluo--
rescen con luz ulrravioleta de onda corta, asi como el cambio de color amarillen

to que sufren despuds de la atomizacién con 4cido sulfirico al 23% (17).
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IX. RESULTADOS
Se obtuvieron cinco valores basales antes del experimento, siendo muy si-

milares entre sf, por lo que s6lo se muestra uno de ellos.

Porcentaje de fagocitosis: Los valores basales del experimento fueron ---
80. 1%, 83.1% y 82. 1% para los grupos control, A y B respectivamente (tabla 6 y
figura 8A). A lo largo del experimento no mostraron diferencias estadfsticamente
significativas, stlvo en el dia 31 de la alimenracién con la AFB] en el cual el --
grupo B muestra una diferencia estadisticamente significativa (P<€0,03) con res-

pecto al grupo control, 88, 2% v 91, 5% respectivamente.

TABLA 6 Porcentaje de células fagociticas en cerdos alimentados
con atlatoxina By incluida en la dieta

Dia Grupo control Grupo A Grupo B
(n=3) (n=3) {n=3)
0 80.170.6 83,171.0 82,1725
1 81.8% 2.6 79.3% 1.3 80.3% L4
7 83,0710 87.2%7 1,9 8.0 73,2
1n 87.8 0.1 98.3% 1.3 88.1 716
14 86.271.6 89.271.7 86.5 0.9
18 89,0t 1,0 87.5T 1.0 90.7 716
22 88.072.0 86.770.7 88.351.8
28 9L.2%0.7 88.0 2.0 89.5 713
31 91,5 % 1.0 88.3%2.s 88.2 T0.9*
35 91.57 1.0 87.8 %17 89.8 0.4

El niimero de unidades experimentales en cada grupo aparece como (n)

en cada columna. Cada ensayo se realizé por triplicado, empleandose

como medida de dispersidn el error estdndar.

* Diferencia estadfsticamente significativa (P<€ 0.03) cor el grupo con-
trol.
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Indice fag;ocrtico: El ndmero de levaduras endocitadas por fagocito, ex—
presado como indice fagocitico, fue muy similar para todos los grupos, durante -
todo el periodo experimental, L.os datos obtenidos se muestran enla tabla 7 ven
la figura 88,

TABLA 7  Indice fagocitico en cerdos alim=ntados con aflatoxina By
incluida en la dieta”

Dia Grupo control Grupo A Grupe B
(n=3) (n=3) (n=3)
0 2.1%0.25 21%0.17 2.1%0.15
1 2.3%0.13 2.0%0.06 2.0%0.09
7. 2.3%0.1 2.3%0.06 2.1%0.05
o 2.5%0.1 2.4%0.07 2.670.07
U 2.4%0.03 24%0.05 2.6%0.06
187 2.3%0.05 24501 2.3%0.1
21 2.3%0.05 2.1%0.05 2.5%0.06
28 2.4%0.03 23%0.11 2.4%0.07
31 2.2%0.1 2.3%0.03 2.4%0.07
35 z.3%0.1 2.1 %0.06 2.3%0.03

El nimero de unidades experimantales en cada grupo aparece como (n)
en cada colunma. Cada ensayo se realiz6 por triplicado, 2mpleandose
como medida de dispersion el error estdndar.

* No hubo diferencias significativas enre los diferentes grupos.
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Porcentaje de reduccidn del Nitroazul de tetrazolio: El porcentaje de células
capaces de producir substancias microbicidas, evaluadas por la reduccién del co-
lorante Nitroazul de tetrazolio fue muy similar al inicio del experimento, 87.5%,

85.3% y 86. 5% respectivamente para los grupos control, A y B. A lo largo del ex
perimento sélo se encontraron diferencias estad{sticamente significativas en el ~-
dfa 18 de la alimentaci6n con la AFBy, 93.5% para el grupo control, 87.5% -----
(P<0.025) para el grupo A y 90, 6%, (P<0,03) para el grupo B, Los datos obteni-

dos se muesttan en la tabla 8 y en la figura 8C.

TABLA 8 Porcentaje de células que reducen el Nitroazul de tetrazolio
en cerdos alimentados con aflatoxina By incluida en la dieta

Dfa Grupo control Grupo A Grupo B

(n=3) (n=3) (n=3)
0 87.5 T0.5 85.3% 2.9 86,5%1,7
4 929 %19 %0.1%1.3 20.5%2s
7 80.2%1.8 93.6 Y07 92.7%2,0
11 89.7%0.7 88.3% 25 865t 1,7
14 88.0%1.8 88,0t 2.0 8g.2%2.2
18 95.5 % 1.0 87.5 T 1,04 90.6%1.6%
2 92.7%7 2.8 89.2% 1.3 89.3%70.7
28 91.3% 3.0 92.3%2.3 92.3% 2.4
31 89.7%1.3 90.8%2.7 90.5%0.7
35 90.5 ¥ 25 s1.at1g 90.3%1.9

. E1 niimero de unidades experimentales aparcce en cada columna como
{n). Cada ensayo se realiz6 por triplicado, empleandose como medida
de dispersién el error estdndar.

* Diferencia significativa (P<0.05) con el grupo control.
** Diferencia significativa P< 0,9025) con el grupe control.
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' Figua 8  Fagocitosis y aflatoxina By
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' '[_nczemento porcentuzl del peso corperal: En este estudio se determino la -
ganancia de peso corporal de los cerdos al dfa 20 y 33 de su alimentacién con la -

. AFBj en relacién al peso al inicio del experimento. Al dfa 20 los incrementos por
centuales fueron 37, 66%, 40.8% y 32.0% para los gupos control, A y B respectiva
mente, no mostrando diferencias estadisticamente significativas, sin embargo a
los 33 dias el grupo A (75. 76%) ¥ el grupo B (28.0%) mostraron diferencias estadis
ticamente significativas (P<0.05) y (P<0.005) respectivamente con el grupo con

trol (100 %). Los datos se muestran en las tablas 9 y 10 y en la figura 9.

TABLA 9 Peso corporal de cerdos alimentados con aflatoxina By incluida

en la dieta
Grupo Dosis de (n) Dia de consumo de la aflatoxina B1
aflatoxina By pev=es 50 73
Control 0.0 ppm 3] 8.13%1.85 10.93% 2,47 15.60 ¥ 3,34
A 0.6 ppm 3f1.26 T2,02 15.532,00( 19.46 ¥2.85
B 1.0 ppm | 3] 9.40 T1.10 1233 F 1,07 12467235

El ndmeto de unidades experimentales en cada grupo aparece como (n), la me-
dida de dispersién empleada es el error estdndar.

TABLA 10 Incremento porcentual del peso corporal de cerdos alimenta-
dos con aflatoxina By incluida en la dieta

Grupo Dosis de (n) Dfa de consumo de la aflatoxina By
aflatoxina Bj
cero 20 33

Control | 0.0 ppm | 3 [0.0%0,0 | 37.6677.21 | 100.00 ¥12.58

A 0.6 ppm | 3 [0.0T00 | 40.80%8.33 | 75.76% 6.88°

B 1.0 ppm | 3 |0.0%0.0 | a2z00t4.71 | 2800t 7,91+
EI ndmero de unidades experimentales en cada grupo aparece como (n), la me-
dida de dispersién empleada es el error estdndar.
* Diferencia significativa (P<0.05) con &l grupo control.
*»* Diferencia altamente significativa (P <0.005) con los grupos control y A,
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Figura 9

Incremento porcentual del peso corporal de cerdos alimentados
con aflatoxina Bj incluida en la dieta
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Cada punto representa el valor promedio de tres cendos.
Grupo control (0.0 ppm); =-==--= Grupo A (0.6 ppm) y
....... » Grupo B (1.0 ppm).
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X. DISCUSION

Este trabajo se realiz6 alimentando a los animales con las concentraciones
de AFB; encontradas en alimento para animales, con condiciones semejantes a
las del campo y no con las condiciones que se montan en un laboratorio de inves
tigacién. En este contexto hay que tener en cuenta que la AFB puede inactivat-
se por influjo de los rayos solares, por la aereaciSn de los corales y otros facto-
tes més (57) y que los animales dejan de consumir el alimento contaminado, qui_
zd por percibir un olor o sabor desagradable, o por perdida de apetito, y como con
secuencia la dosis real de AFBI consumida por cada animal es muy variable,

Los resultados descritos en este estudio indican que, a las dosis y condicio
nes en que se trabajo, la AFB, a una concentracién de 1.0 ppm, provocd una mar-
cada baja de peso, sin embargo tuvé una actividad minima o nula en el sistema
fagocitico de los cerdos. Esto se manifestS en que los animales no tuvieron ma-
nifesraciones de mayor susceptibilidad a las enfermedades.

En este trabajo se encontrd un comportamiento muy similar en rodos los --
grupos estudiados, a lo largo del periodo experimental, lo que sugiere que en las
condiciones del experimento la AFB1 no afecté el sisterna inmune de los cerdos.
Eldescenso del 10, en e} porcentaje de fagocitosis reportado por Mohiuddin (35)
indica que la AFBy tiene una actividad inmunodepresora, pero a tna concentracién
de 20 ppm, que fue muy elevada en comparacién con las concentraciones emplea
das en este experimento. Por otro lado los datos reportados por Chang {10) a con
centraciones de AFB; de 10 ppm y los de Campbell {5) que adrninistu6 2.5 ppm -

no mostraron inmunodepresién.

En otros trabajos se ha reportado la influencia de las aflatoxinas en la die
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ta sobre la actividad del complemento (64), la pérdida de peso (58), la actividad
enzimditica, la coagulacién sanguinea v las concentraciones de las proteinas se-~
ricas (15, 34, 43, 58). En cultivos celulares se ha reportado la disminucién de
la multiplicacién celular y la formacidn de células gigantes (30, 74).

Las diferencias en el porcentaje de fagocitosis y en el porcentaje de reduc~
ci6én del NBT encontradas en este experimento en un solo dia pueden ser atribuidas
a otros factores y no debidas al consumo de AFBl, ya que como se describi6 an-
teriormente, la fagocitosis se incrementa ficilmente, para defender al organismo
de infecciones microbionas. Este fue el caso de los animales del grupo control

que tuvieron una infeccién gastrointestinal causada por Treponema disenteriae, -

esta infeccidn fue manifiesta el dfa 18, empezando su tratamiento de {nmediato
y previniendo el contagio a los animales de los demds grupos. Compo resultado -
de esta infeccién los animales del grupo control presentaron inmediatamente fago
citos "activados” en los que la “explosidn respiratoria” estuvo incrementada (13,
37) v esto se reflejé en el porcentaje de reduccidn del NBT y en un ligero aumento
en el porcentaje de células aptas para fagocitar,

La opsonizacién de las levaduras se realizé con suero de un animal que con
sumla alimento libre de AF's; esto fue porque se queria determinar la influencia de
la AFB; en las c€lulas fayociticas (infleencia primaria) y no sobre otros factores
que ayudan a incrementar la fagoeitosis (influencia secundaria), por lo que log da
tos obtenidos concuerdan con los reportados por Richard (50).

Ademds hay que tener en cuenta que la funcidn de las c&lulas fagocfticas -
no es dependiente de! estado inmune o restringida por 81 (52).

El efecto de 1a AFBy que sf se pudo observar y comprobar fue el de la baja

ganancia de peso de los animales que consumieron 1.0 ppm. A una concentra- -
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cién menor los animales tuvieron una ganancia de peso un poco més baja que la

normal, lo que concuerda con lo reportado por Sisk (58) y por Pier (47).
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XI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que, con concentra~
clones de 1,0 ppm y 0. 6 ppm de aflaroxina Bl administradas en la dieta, el siste
ma fagocitico de los cerdos no sufrid alteraciones, sin embargo hubo una pérdida
notable en 1a conversién alimenticia , lo qQue provocS una baja en el peso de Ios
animales. Esté explica 1a pérdida econémica de los porcicultores, va que un cerdo
sane y con buena cenversidn alimenticia sale mds rapidamente al mercado que un

cerdo sano con baja o nula conversién alimenticia.

Los métodos aqui empleados para determinar el porcentaje de células aptas
para fagocitar y el porcentaje de células capaces de producir substancias microbi
cidas (reduccidn del NBT) fueron buenos ya que se pudieron determinar cambios -
pequefios en estos pardmetros que indican la "activacién” de las células fagociti

cas en el curso de una infeccidn.
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