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EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE LA
MICOTOXICOSIS EN POLLOS DE ENGORDA POR LA
ADICION DE UN SECUESTRANTE (ATOX"R)

1 INTRODUCCION

Los hongos pueden desarrollarse practicamente sobre cualquier medio que contenga
materia organica y suficiente humedad, por esa razén casi todos los alimentos
terminados para animales, y sus ingredientes mayoritarios (granos y pastas de
oleagin'osas). contienen hongos o sus esporas. Generalmente la carga de hongos es
muy baja, pero a! incrementarse la humedad y la temperatura, se establecen las
condiciones adecuadas para un rapido desarrollo de dichos hongos, enmoheciendo los
alimentos, lo que origina un cambio drastico en las caracteristicas de gustocidad (olor,
sabor, textura, etc.), provocando con esto, que los animales lo rechacen. Por otro tado,
también se afectan las propiedades nutrimentales, debido que los hongos crecen a
expensas de los carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales det alimento o de sus
ingredientes. La mayoria de los productos agricolas (cacahuate, maiz, sorgo, arroz,
soya, trigo, centeno, nueces, avena, semillas de algodoén, frutos, etc.) son susceptibles
a la contaminacién con hongos, durante las diferentes etapas de su producciéon: en et
campo de cultivo, en la precosecha, durante la maduracién y secado, asi como durante
el transporte y el aimacenamiento.

Ocasionando pérdidas, que en México se estiman en mas del 30% en la produccion
agricola en general. Sin embargo, no soélo el desarrollo y proliferacién de los hongos
sobre los alimentos ocasionan mermas en la productividad agropecuaria, ya que
ademas existen algunas especies de hongos micotoxigénicos, es decir que durante su
crecimiento producen una serie de compuestos atamente toxicos denominados
Micotoxinas y constituyen una seria amenaza a la productividad pecuaria y a la salud
publica (Efectos: Cancerigenos., Mutagénicos, Inmunosupresores, Estrogénicos,
Teratogénicos), por el consumo de productos agropecuarios contaminados con dichas
toxinas o sus metabolitos.




HONGOS PRODUCTORES

Los principales hongos productores de micotoxinas son: Aspergilius parasiticus,

A. flavus, A. ochraceus, Fusarium tricinctum, F. graminareum, F. moniliforme,
Penicillium citrinum, P. viridi P kil, Claviceps purpurea, P. stekii etc. y
producen alrededor de 400 micotoxinas con diferentes estructuras quimicas y
propiedades toxicas, que también dependen de varios factores, tales como: la dosis, la
combinacién de micotoxinas, la edad del animal, del estado fisiolégico o productivo, del
estrés, de la condicidn corporal o estado nutricional, asi como del tiempo de exposicion.

PRINCIPALES MICOTOXINAS EN LOS ALIMENTOS

Las toxinas que se encuentran con mds frecuencia contaminando los alimentos y que
representan los principales problemas de intoxicacién son: Aflatoxinas ( B1,B2,G1,G2),
Ocratoxina A, Toxina T-2, Vomitoxina (Deoxinivanelol), Fumonisinas, Ergotoxinas,
Citrinina, Oosporeina, Moniliformina y Zearatenona..

Las micotoxinas son metabolitos téxicos productos del desarrollo de hongos en el grano
y otras materias primas destinadas a la alimentacién 22, Existe un a amplia gama de
éstos metabolitos, la mayoria no identificados’'. Su presencia en las materias primas y
alimentos producen efectos toxicos detrimentates en los animales dependen de los
niveles de tiempo de exposicion, la edad, el sexo, la susceptibilidad de especie entre
otros. Estos efectos como disminuciéon de la ganancia de peso, inmunosupresion, fallas
en la coagulacidon, mal emplume, disminucién en la produccién de leche y huevo,




abortos, diarreas sanguinoletas, rechazo del alimento, edema pulmonar, trastornos
nerviosos, nefropatias, mala absorcién de nutrientes y pigmentos, que traen como
consecuencia pérdidas economicas para los productores pecuarios por causa de las
micotoxicosis 1234,

Debido a éstos efectos se han diseflado mecanismos para contrarrestar los efectos de
las micotoxinas, entre los que se encuentran los tratamientos fisicos y quimicoss-s, que
pueden resultar dificiles de aplicar en gran escata. Por tal razén, la industria de los
atimentos para animales ha recurrido al uso de secuestrantes de micotoxinas, entre los
que se encuentran los aluminosilicatos de origen mineral y sintéticos, paredes celulares
de levaduras, polimeros reticulares, los cuales se adicionan al alimento y fijan las
micotoxinas cuando éstas se encuentran en un medio acuoso’®? . La efectividad de los
secuestrantes ha sido comprobada para las aflatoxinas, toxinas producidas por
Aspergilius flavus, en experimentos in vitro e in vivo ''''2. Sin embargo en los
alimentos es factible encontrar otras micotoxinas, como la ocratoxina A, la toxina T-2,
zearalenona, fumonisinas, deoxinivelenol, citrinina, entre otras.

Recientemente, nuevos secuestrantes han surgido en el mercado para contrarestar los
efectos deleteros de OA y T-2, entre otras micotoxinas. Sin embargo, la evaluacién de
los secuestrantes de micotoxinas se efectia en ta mayoria de los casos sélo por
experimentacion In vivo, que intentan simular las condiciones naturales de secuestro,
sin conseguirlo. La evaluacién de un secuestrante, segun Dale'® deberia incluir
experimentos In vitro, e In vivo con evaluacion de lesiones macroscépicas e
histolégicas, ademas de bioquimica sanguinea; dado que los aluminosilicatos son
basicamente arcillas obtenidas de minas pueden ser toxicos per sé V7.

Por otra parte, las micotoxinas dificilmente se encuentran solas en un ingrediente,
debido a la presencia de diferentes hongos toxigénicos, los cuales son ubicuos y
ampliamente distribuidos, o bién un mismo hongo es capaz de producir diversos
metabolitos téxicos®. Aunado a esto, y como resultado det desarrolio micético, en los
ingredientes se encuentran otros metabolitos fungales que no estan identificados y que
pueden ser toxicos en menor proporcion, pero que por sinergismo o aditividad,




incrementan la toxicidad de tas micotoxinas que se encuentan en el alimento en mayor
proporcion y que puede ser identificada en el laboratorio. En diferentes estudios se han
comparado los efectos toxicos de la adicion de grano inocutado con un tipo de hongo
toxigénico y la adicion de micotoxina pura, encontrandose diferencias en cuanto a

mortalidad y lesiones mas ampliamente diseminadas *2-1°,

La produccién de micotoxinas en grano dentro de un laboratorio, y la contaminacién
detl atimento con éste grano se asemeja mas a 1o que se puede encontrar en el campo,
donde los ingredientes se contaminan naturalmente por hongos productores de
diferentes micotoxinas ademas de diversos metabolitos no identificados. Por otro tado,
gran parte de !a funcionalidad y efectividad de los secuestrantes que se empleen en el
campo dependerd del tipo de micotoxina; cuantas de ellas se encuentran en un
alimento, y a la presencia de otros componentes derivados de! metabolismo fangico
4.16.18.19_ Es importante, por lo tanto la evaluacién de un secuestrante tratando de simular

una situacién en el campo % 29,




2 MARCO CONTEXTUAL

2.1 SITUACION ACTUAL DE LA INDUSTRIA AVICOLA Y LAS
'mcoroxmAs EN MEXICO.

tLa industria avicola ocupa un papel estratégico en la alimentacion de la poblacion en
México. De acuerdo con datos de la Union Nacional Agraria (UNA), el 60.23% de los
mexicanos incluyen en su dieta productos avicolas. En el afio 2000 se produjeron 3.8
millones de toneladas de productos avicolas. La parvada nacilonal incluye mas de 100
millones de gallinas ponedoras y 202 millones de pollos at ciclo ?'. Igualmente, {a
avicultrura es la principal industria transformadora de proteina de origen vegetal y
animal: en la actualidad se consumen 11.1 millones de toneladas de atimento

balanceado, de las cuates 7 millones de toneladas son granos forrajeros 22,

Los estudios sobre micotoxinas iniciaron después del descubrimiento de las aflatoxinas
en 1960'. Las pérdidas econdémicas por micotoxinas no han sido establecidas con
certeza, pero se han estimado que, en Estados Unidos, el 2% del grano cultivado esta
contaminado con micotoxinas, y mundialmente en nivel, se calcula que cerca del 25%
de los cultivos estan contaminados con micotoxinas 7. En México se han realizado
pocos estudios para evaluar la epidemiologia de las micotoxinas en los alimentos
balanceados para animales y el hombre. En 1991 La Unién Nacional de avicultores 23,
notificé que de 48 muestras de sorgo y alimento terminado anatizado, el 12.5 y 25%
respectivamente, se encontraron contaminados con mas de 1000 ppb de deoxinivalenot
(DON) y sblo 0.9 y 10 % respectivamente se encontraron con mas de 1000 ppb de
zearalenona.

De acuerdo con datos publicados por Medina 2*

. en las muestras de sorgo por su
laboratorio durante 1994, el 14.8% estuvieron contaminadas con Ocratoxina A, entre 5
y 360 ppb. En 1997, se encontraron 436 muestras de sorgo contaminadas con

Ocratoxina A con valores de 1 a 15 ppb2*4,




2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos que no son utilizados por e!

hongo para desarrollarse 22 .

Se ha comprobado su actividad como insecticidas y como antibiéticos por lo que se ha
considerado Que su funcién en el ciclo bioldgico del hongo es como un mecanismo de
defensa y de competencia por un medio *.

Existen mas de 400 micotoxinas diferentes 25, Siendo desconocidos los efectos de ta
mayoria de ellas. Sin embargo, es ampliamente conocido que muchos de éstos
metabolitos ejercen diversos efectos indeseables sobre la produccion en diversas
especies domésticas, entre las que se encuentran las aves 4. Su presencia en el
alimento tiene como consecuencia pérdidas en la produccién por disminucion det
crecimiento o de la produccion de! huevo 22, inmunosupresién y mortalidad 2328,
ademas de tener efectos negativos sobre la fertilidad en gallinas %7, y aMterar ta
deposicion de pigmentos ocasionando pérdidas econdmicas para los productores en
zonas donde la pigmentacion tiene un valor comercia | 22,

La mayor parte de lo que se conoce de las micotoxinas se ha estudiado a partir de
1960, con el descubrimiento de la enfermedad X del pavo, donde se establecié que las
aflatoxinas hablan causado el problema 2°. Enfermedades renales de origen




desconocido fueron subsecuentemente atribuidas a Ocratoxina A en paises
escandinavos, donde demostraron que Ocratoxina A causaba nefropatia en cerdos.
Elling et al.®' sefalaron que Ocratoxina A producia nefropatia en 1975. En Estados
Unidos y Canada se han sefalado casos de mortalidad en pollos y pavos, con
concentraciones de Ocratoxina A en los alimentos desde 0.3 hasta 16 mg/Kg 2.

De las micotoxinas de mayor importancia actual, dada su toxicidad se mencionan las
siguientes:




2.2.2 AFLATOXINAS

2.2.2.1 DEFINICION Y ESTRUCTURA

Las Aflatoxinas son metabolitos secundarios de los hongos Aspergilius flavus,
A. parasitucis, A. nomius, y A. Niger, quimicamente corresponden a las bis-
dihidrofuranocumarinas polisustituidos '°°

mas importantes que se conocen.

| = J\OJCSJ?‘_):'

AFLATOXINA B1
. . O, [=]

| m—
| Sp—— ———  —

e OCH 3
AFLATOXINA B2

, y son los cancerigenos biolégicos

La estructura de las aflatoxinas B consisten de un anillo de bifurano fusionado a un
nucleo de cumarina con un anillo penténico, unido a una lactona de 6 elementos en el
caso de las Aflatoxinas G1 y G2 199,

La capacidad téxica de las aflatoxinas depende de !a naturaleza quimica del
sustituyente y de la regién estereoquimica en que se encuentre dentro de los anillos de
bifuranocumarina, asi como de la capacidad de ser activado metabélicamente a la
formacién del producto altamente electrofilico 97,




La aflatoxina B1 es la mas toxica y es precursora de todos los tipos de aflatoxinas
restantes.

Presenta fluorescencia azul intensa al exponerse a la luz UV convencional de longitud
de onda larga (350 nm) con tres picos maximos de adsorcion en : 223, 265 y 362 nm.
tLa fluorescencia es emitida a 425 nm. Es ligeramente soluble en agua y soluble en
muchos solventes orgénicos de polaridad intermedia como: metanol, etanol,
acetronitrilo, acetona y cloroformo.

Dentro de las propiedades quimicas mas importantes de la aflatoxina B1 tenemos las
siguientes: -

FOrmula minima@.. ..ot +.C17H120¢
Peso molecular...
Rotacion optica........ccceeevannns

2.2.2.2 EPIDEMIOLOGIA

Las Aflatoxinas afectan practicamente a todos los seres vivos desde los virus hasta at
hombre. Entre los sintomas que producen estan vémitos, diarreas, cirrosis,
hepatomas, proliferacién de conductos biliares, inmunosupresion, dafio teratogénico y
abortos en diferentes animales y el hombre.

Los hongos del género Aspergilius spp, contaminan con sus toxinas diferentes
alimentos: semillas de algodon, cereales y oleaginosas, productos lacteos, carnicos,
vino ect. Estos contaminantes de los alimentos actian en concentraciones de partes
por billén (ug/Kg). Son fluorescentes al exponerse a la luz ultravioleta (UV) de onda
larga y resisten altas temperaturas, entre 20 y 320°C, por lo tanto no se eliminan con la
coccién, fritura, ni con la pasteurizaciéon de los alimentos contaminados




2.2.2.3 CARACTERISTICAS DEL GENERO Aspergillus spp.

El género Aspergillus es importante por sus implicaciones en salud vegetal, animal y
humana. Dos de las especies mas productoras de Aflatoxinas son: Aspergilius flavus
y A. parasiticum, que crecen como saprofitos en los desechos de las cosechas y en
los suelos de cultivo contaminado en el campo, al igual que los esclerocios de A. flavus
que se forman en los granos dafiados y sanos de maiz.

Es importante identificar, por medio de analisis macro y micro morfoldgicos y quimicos ,
a las dos especies mencionadas, pues comparten muchas caracteristicas.

La produccion de aflatoxinas en maiz, algodén y nueces es casi exclusivamente de
A. flavus '°° quien produce en el maiz unicamente Aflatoxina del tipo B1 y B2, G1 y G2
en cacahuate °1,

A. flavus es un hongo proteolitico, posee enzimas proteasas, capaces de degradar y
utilizar fuentes proteicas, y el hongo A. parasiticus es lipolitico, posee enzimas
llamadas lipasas capaces de degradar y utilizar fuentes lipidicas.
Otras caracteristicas taxon6micas para diferenciar especies tan cercanas como:

A flavus y A. parasiticus, son el crecimiento en placa de agar en las mismas

condiciones, composicién del sustrato, temperatura de incubacion, edad del cultivo,
color de las partes aéreas y diametro de crecimiento de la colonia 192,

10




2.2.2.4 CARACTERiSTICAS DIFERENCIALES ENTRE A. flavus y
A. parasiticus.

—— v
Caracteristicas Aspergilius flavus Aspergillus parasiticus

diferenciales

Arreglo del esporangio Biseriado Mixto, generalmente|

uniseriado

Conidio De liso a ligeramente rugoso fClaramente verrucoso

Superficie de la colonia Irregular Compacto

e
Color de la colonia Verde amarillento (limén) Verde hiedra (bandera)

v~ —
+ AFB2 + Ac.JAB1+ AFB2+ AFG1+ AFG2
ciclopiazénico +AFM1

Analisis quimico

Caracteristicas Proteolitico Lipolitico

metabdlicas

Yor,

El proceso de nixtamalizacion del maiz las disfraza, ya que el pH alcalino abre el anillo
de factona de la Aflatoxina, y no permite la fluorescencia bajo luz UV y esto impide su
deteccién ', Con el pH acido del jugo gastrico de los animales y det hombre, el anillo
de lactona se cierra nuevamente, las Aflatoxinas recuperan su toxicidad y su

fluorescencia, y pueden detectarse de nuevo.

11




2.2.2.5 TIPOS DE AFLATOXINAS

Hay diferentes tipos de Aflatoxinas designados segun el color de su fluorescencia o se
nombran por sus sustratos, asi tenemos:

B1 con fluorescencia azul (blue) el numero 1 indica que es la que viaja mas rapido en el
corrimiento  cromatogréafico de capa fina.

B2 es un derivado de la B1, carece de la doble ligadura en el furano exterior, con
flurescencia azul, el numero indica que viaja mas lento en la placa cromatografica
de capa fina.

M1 es un derivado hidroxilado de la Aflatoxina B1 que se metaboliza y pasa a la leche
de ahi su nombre (milk).

M2 es un derivado de la M1 y el nimero indica que corre mas lento en la placa

cromatografica de capa fina.

G1 es un derivado de 1a Aflatoxina B1 con un anillo de 5 carbonos (pentosas) en lugar
del anillo con 6 carbonos caracteristicos de las de tipo B1 y tiene fluorescencia
verde (green).

G2 es un derivado de la Aflatoxina B1 con fluorescencia verde pero carece de la doble
ligadura en el furano extremo, se numero 2 porque es mas lento en su corrimiento

cromatografico que la anterior, apareciendo hasta abajo.

La produccion de los distintos tipos de Afiatoxinas, depende de la especie del hongo, el
tipo de cepa, del balance de nutrientes en el medio y de pH y la presencia de trazas de

metales como: Mn, Mg y Va , favorecen la formacion de las Aflatoxinas hidroxilasas, es
decir, AFM1, AFM2 103,

La produccion de Aflatoxinas se favorece con humedad mayor del 16% y temperatura

de 11 hasta 40°C; el rango 6ptimo de desarrolio del hongo esta entre los 25 y los 30°C
100
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El género Aspergiflus produce Aflatoxinas sobre una gran variedad de sustratos, en los

cacahuates,

las condiciones éptimas para el crecimiento, multiplicacién del hongo y

produccion de Aflatoxinas son: temperatura entre 25 a 30°C , y humedad del 16%.

Aspergillus flavus, requiere de una humedad relativa del® aire del 85% que
corresponde a un 18.3-18.5% de humedad en cereales, las temperaturas minima,
optima y maxima de produccién de Aflatoxinas son 12, 27-30 y 40-42°C

respectivamente %,

En ensayos /n vitro con la activacién microsomal de algunas aflatoxinas, se establecio

e! siguiente orden de toxicidad:

B1> G1 > B2a > M1. Es conveniente sefialar que

existen factores en los animales que determinan su susceptibilidad a los efectos

toxicos, como son: edad, sexo, estado fisiolégico, reproductivo y nutricionat %8,

Diferencias en la susceptibilidad a AFB1 de las especies animales %%,

N —
ESPECIE DLso (mg/kg de peso corporal )
Conejo 0.30 —-0.50

[Pato 0.34 —0.56

Gato 0.55

s

Cerdo 0.62

Trucha arcoiris§0.81
Perro 1.00

Cobayo 1.40 - 2.00
fom—

Borrego 2.00

Mono 2.20

P —

Pollito 6.50 - 16.50
Raton 9.00
Hamster 10.20

[Rata 5.5 — 17.90
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Los métodos de control de Aflatoxinas en granos y otros alimentos son tratamientos con
amonio '*°, ya que los términos ( freido, tostado, pasteurizacion, etc.) no disminuyen la
concentracion de Aflatoxinas significativamente. Los aluminosilicatos, son agentes
alcalinos que se han usado, asi como detergentes reductores con grupos —SH que
reaccionan con la Aflatoxina B1 activada o sea el 2,3-ep6xido- aflatoxina B1 .

2.2.2.6 TOXICICIDAD.

Los efectos téxicos de la AFB1 dependen de la dosis y tiempo de exposicién.

De acuerdo a estos parametros es posible diferenciar dos formas de aflatoxicosis,
denominadas aguda y cronica. La intoxicacion aguda se reconoce como una
enferemedad hepatotdxica, y caracterizada clinicamente por depresién, anorexia,
ictericia y hemorragias 34 Las lesiones histolégicas hepdticas incluyen necrosis

periportal, proliferecion de conductos biliares e hiperptasia de células ovales.

La aflatoxicosis cronica es el resultado de la ingesta continua de bajas dosis de AFB1
durante un periodo largo de tiempo. Produce una disminucién importante en la
ganancia de peso, consumo de alimento y conversiéon alimenticia en ganado bovino,
cerdos y aves, otros efectos importantes son la inmunosupresién, deplesion de érganos
finfoides y coagulopatias. La AFB1 produce hepatoxicidad aguda a niveles menores a
la mitad de la DLso. La toxicidad de las aflatoxinas G1, B2, y G2 fueron
aproximadamente 50,20 y 10 % menor respecto a la de la AFB1, cuando se probaron
en varias especies animales y en cultivos celulares de lineas de mamiferos 5.
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2.2.2.7 TOXICOCINETICA
2.2.2.7.1 Absorcién.

La absorcién es el conjunto de procesos, por el cual los xenobidticos cruzan las
membranas celulares y entran al torrente sanguineo.

Los principales sitios de absorcién son el tracto gastrointestinal, putmones y piel. La
velocidad del transporte de los xenobibticos a través de las membranas depende de
varios factores: liposolubilidad, tamafio molecutar y grado de ionizacion 136

Las aflatoxinas son sustancias con un atlto coeficiente de particion (hexano/agua), de
bajo peso molecutar (312.06 daftones) y no ionizables, por lo que facitmente son
absorbidas en el sitio de exposicién hacia el flujo sanguineo.

2.2.2.7.2 Distribucién de AFB1 en los tejidos.

Las aflatoxinas se infiltran a la mayoria de los tejidos blandos y depo6sitos de grasa, sin
embargo, la principal acumulacion ocurre en los 6rganos biotransformadores de toxinas,
tales como higado y rifién Sawhney y colaboradores, en 1973 administraron una dosis
oral de AFB1 marcada con '“C a gallinas y la concentracién mas atta se detecté en
higado, seguido por musculo, pancreas, piel, tejido adiposo pulmones y bazo. En otro
estudio, realizado por Harland y Cardeilhac en 1975, obtuvieron resultados mostraron
que los principales sitios de acumulacién fueron: higado, rifién y médula ésea y que se
detectaron los niveles mas bajos en cerebro y tejido adiposo.

Por otro lado Obioha y colaboradores en 1986, sugirieron el curso temporal de la
administracion Unica de una dosis oral de 1.0 mg de AFB1- “C a pollos de 3 semanas
de edad. Después de 12 horas la mayor marca radioactiva se encontré en el contenido
de la molleja, seguido por el tejido hepatico e intestino y este patron de distribucion
persistid durante 24 horas. E! tracto intestinal y su contenido presentaron mayor

15




concentracién de AFB1 que cualquier otro tejido, después de que el alimento habia
pasado a través de la molleja. La mayor cantidad relativa de la radioactividad detectada
en higado demostré la acumulacion de la AFB1 en dicho tejido.

2.2.2.7.3 Biotransformacion.
Las reacciones de biotransformacién enzimatica, se dividen en dos fases:

Fase l.- Los xenobitticos a través de las reacciones de oxidacion, reduccién o
hidrélisis, aumentan su hidrosolubilidad y pueden ser activados o inactivados
dependiendo de ia naturaleza del xenobiotico.

FASE ll.- Los productos de la fase | pueden conjugarse con acido glucorénico, sulfatos,
glutatién, aminoacidos, grupos acetilos o metilos, para incrementar su hidrosolubilidad y
facilitar su excrecion a través de la bilis, orina, leche o huevo, de acuerdo a la especie
animal involucrada.

La AFB1. Es un xenobiético que requiere de la activacion metabdlica por las enzimas
de la funcién mixta oxidasa (FMO) contenida en los microsomas hepaticos, por lo que
équellos factores que sean capaces de activar o inhibir dicha funcion, también influiran
en la toxicidad de esta micotoxina.

Durante la Fase | la AFB1 es biotransformada por las enzimas del citocromo p-450
hacia los metabolitos hidrosolubles M1, Q1 y P1 y aflatoxicol ¥ . Las enzimas de esta
fase estan localizadas en la fraccién microsomal de los tejidos, donde las células
contienen una abundante cantidad de reticulo endoplasmico liso ( higado, rifidn,
intestino y pulmones).

Se han identificado 5 isoenzimas de! citocromo CYP-450, responsables de la
biotransformacién de la AFB1'3%, La formacion de la AFM1 se debe a la actividad
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especifica de la CYP-488 microsomal, mientras que la formacion de la AFB1 es
catatizada por la CTP-448 y CYP—450 '%°.

Las familias de enzimas del CYP-450, localizadas en el reticulo endoplasmico liso,
estan involucradas en las reacciones de hidroxilacion, O-desmetilacion, epoxidaciéon de
AFB1, mientras que las reductasas citoso6licas son las responsables de la reduccidn de
AFB1, lo que produce el derivado hidroxilado conocido como aflatoxicol o Ro 4°.

2.2.2.8 EFECTOS DE LAS AFLATOXINAS
2.2.2.8.1 EFECTOS DE LAS AFLATOXINAS EN PLANTAS 2,

La Aflatoxina B1 a dosis de 1000g, produce enanismo por acortamiento del hipocotilo
en lechuga,. Las Aflatoxinas también inhiben ta produccién de clorofila y la germinacién,
estos efectos se reducen con la adicién del acido U-indolilacético.

Las aflatoxinas son derivados cumarinicos con grupo de lactona. Las cumarinas y las
lactonas insaturadas tienen un efecto sinergético sobre el Acido —O-indolilacético
cuando se encuentran en bajas concentraciones y por tener un efecto antagdnico
cuando se encuentran en concentraciones aitas; lo anterior se cumple también para la

aflatoxina B1 si se utilizan secciones de tallo de la planta de! chicharo, Pisum sativum
113

Las Aflatoxinas afectan el metabolismo de las semillas de algodon, Gossypium
hirsutum E!? acido giberélico que estimula la formacion de enzimas como las lipasas y
las O-amilasas durante la germinacion, ve disminuida su efectividad cuando se aplica
sobre semillas que fueron expuestas a las aflatoxinas, al disminuir considerablemente la
actividad de esta enzima. Las Aflatoxinas tienen accién inhibitoria sobre 1a sintesis de
proteinas 14,
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Un efecto de las Aflatoxinas sobre la actividad metabdlica de la raiz de la papa,
Ipomoea batatas, es que la Afiatoxina B1, inhibe la reproduccion de las mitocondrias
al interferir con ta replicacion del ADN mitocondrial aunque en este caso no hubo efecto
en la sintesis de proteinas en si ''S.

En tomates y maiz, se observd desecacion y crecimiento reducido cuando se trataron
con soluciones de Aspergillus flavus ''°. Las raices de haba Vicia faba, tratadas con
soluciones de Afiatoxinas, muestran fragmentaciéon cromosémica, inhibicion de mitosis y
aumento en la frecuencia de anafase anormales ''7. La microscopia electrénica ha
demostrado un incremento de cuerpos grasos en las células vegetales. La Aflatoxina B1
actia como un antimetabolito que se una al DNA e interfiere con la biosintesis de ARN
118 Otros efectos en estructura celular por Aflatoxinas sobre granos son la reduccion del
namero de ribosomas y la inhibicion de la formacion de la grana en cloroplastos.

2.2.2.8.2 EFECTOS DE LAS AFLATOXINAS EN ANIMALES Y EL
HOMBRE.

Los efectos son muy variables, dependiendo de varios factores como: edad, sexo,
especie, estado nutricional, la dosis ingerida, frecuencia de ingestion y composicién de
la dieta 19,

El tipo y la intensidad de la respuesta varia entre individuos de una misma especie y
estos sintomas van desde la irritacién de las mucosas intestinales hasta intoxicaciones
severas que traen hemorragias internas, vomitos, diarreas, o bien dafios crénicos como
son la cirrosis, e! cancer en higado y los dafios teratogénicos & matformaciones en
fetos. El Sindrome de Reye, en nifios del sureste asiatico, también se asocia a las
Aflatoxinas y se manifiesta por ictericia ( amarillamiento), higado graso y otros dafios
hepaticos.

Una intoxicacion trae la muerte subita del animal afectado por coagulopatia diseminada
y falla hepatica. La forma aguda viene acompafada con procesos patolégicos que

18




pueden afectar diversos érganos y sistemas, evolucionando hasta la muerte, la curacion
total a la cronicidad.

La forma subclinica, es asintomatica y trae grandes pérdidas econ6micas al afectar a
los animates domésticos causando: bajo Indice de conversién, menor ganancia diaria
de peso, disminucién de la produccién de huevo y leche, baja fertilidad, abortos y
nacimientos de crias débiles, descenso en la tasa de incubacién de huevo de gallina,
disminucién de la tasa de anticuerpos de resistencia y menor resistencia a
enfermedades *'°.

En generat se llama aflatoxicosis a la enfermedad causada por la ingestién de
alimentos contaminados con Aflatoxinas. Las aflatoxinas afectan principaimente at
higado, causan degradacién de hepatocitos, proliferacion de conductos biliares hasta
necrosis hemorragicas '2°.

En aflatoxicosis, bajan los niveles plasmaticos de las enzimas de sintesis de acidos
grasos y lipidos, disminuye la excreciéon de lipasa pancredtica y la velocidad det
transporte lipidico; la acumulacién de grasa en higado y a aparicion de un Sindrome de
mala absorcién disminuye el crecimiento de los animales 27 .

Las Aflatoxinas interfieren con los mecanismos de coagulacién sanguinea al afectar la
protrombina; Aumenta la fragilidad capilar y disminuye la resistencia de los tejidos
protectores que circulan a los vasos por el aumento en la actividad de las enzimas
lisosémicas, que degradan los componentes intra y extracelulares de este tejido 22,

Las consecuencias son coagulopatias generafizadas, mas hemorragias espontaneas y
aumento en e! tiempo de sangrado 22,

Las gallinas con aflatoxicosis disminuyen la absorcidn de calcio, producen menos
huevos, que pierden su potencial de incubacién, se altera la digestion de las proteinas y
la absorcion de los aminoacidos, y aumenta el requerimiento proteinico, se retrasa el
crecimiento al disminuir la sintesis de ADN, RNA y proteinas en los ribosomas 124,
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En ganado vacuno, la produccion de leche cae drasticamente y en ella aparece
Aflatoxina M1 (AFM1) , que procede del metabolismo de la AFB1,. La AFM1 en leche es
det 1 % de la AFB1, ingerida por el animal 25, ]
Se reduce la concentracidn de vitamina A en higado y en sangre, tanto en aves como
en ganado vacuno y porcino, y aunque se administren dosis masivas de esta vitamina
no se reduce la mortalidad de las aves '?5. La vitamina K, al igual que las Aflatoxinas
tiene anillos cumaricos. Se ha sugerido que las Aflatoxinas interfieren en el
metabolismo de la vitamina K, ésta disminuida, no se sabe de alguna relacion entre los
niveles de vitamina K y protrombina durante la aflatoxicosis 27,

La deficiencia de la vitamina B1 ( Tiamina ) protege a los animales de los efectos de las
Aflatoxinas, debido quiza a que 1a falta de vitamina moviliza la rerserva lipidica o bien, a
que se interfiere con el metabolismo hepatico de las Aftatoxinas '2°. En cambio, la
deficiencia de vitamina B2 ( Riboflavina ), aumenta la sensibitidad del animal hacia tas
Aflatoxinas ya que la ausencia de vitamina impide al animal detoxificar sus sistemas 2° .,

La aflatoxicosis interfiere con el sistema inmunolégico ( mortalidad, fagocitosis,
reconocimiento del antigeno, produccién de anticuerpos, complemento e interferon) 2°,
Produce infertiidad en cerdos y trae fallas en la inseminacién, abortos y atta mortalidad
31 Las lesiones renales tardias, sugieren que la causa son los
derivados de las aflatoxinas y no las Aflatoxinas en si. Los tdbulos proximales se
necrosan, hay separaciéon de epitelio, exudacion granular y congestion de los vasos

sanguineos intersticiales 132

entre lechones lactante

Las aflatoxinas requieren una activacién metabdélica para provocar efectos mutagenos y
cancerigenos. La ruta principal de activacién proviene via ataque de oxigenasas en el
higado '33.

Essigman y Lin en 1977 con trabajos paralelos, establecen que el 15, 16-dihidro-16-

[N7-guanidil], 15-hidroxi-AFB1, es et productor principal de la hidrélisis acida del aducto
AFB1-DNA o AFB1-RNAr. Estos aductos se forman en el higado de ratas in vivo.
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La unién covalente de la AFB1 con la guanina es capaz de inducir mutaciones “frame
shift", es decir que at intercalarse la AFB1 juntos hacen que el mecanismo de
sustitucion de bases se altere produciendo la pérdida de una base en la secuencia de
ADN 6 RNA iniciando asi el proceso canceroso.

Las Aflatoxinas son metabolitos sumamente téxicos que normalmente se estan
ingeriendo en alimentos ( tortilas, cereales, productos lacteos, carnicos, vinos,
especias, etc.) y que si no se controla su concentracién puede causar efectos nocivos a
todos los seres vivos, ya que también estan presentes en alimentos batanceados para
animales. :

2.2.2.8.3 NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE AFLATOXINAS.

P — r——
ESPECIE ANIMALE ALIMENTO LIMITE ( 0Og / Kg
)

— -

Pollos Maiz, Sorgo, Pasta de Soya [10

Caballos Alimento terminado 20

Ganado Lechero Maiz, Alimento terminado 20

Ganado de Carne jMaiz, Alimento terminado 50

Cerdos de 50 Kg Maiz, Alimento terminado 20
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2.3 OCRATOXINAS.

2.3.1 DEFINICION Y ESTRUCTURA.

Son un grupo compuesto por 7 metabolitos téxicos cuya estructura quimica esta
compuesta por isocumarina ligada al aminoacido L-O-fenillalanina '233% Fueron
primeramente asociadas a Aspergillus ocraceus, de donde proviene su nombre,
aunque pueden ser producidas por diferentes especies de Aspergilius y de
Penicillium *>°33 De los 7 metabolitos toxicos identificados, la Ocratoxina A es 1a mas
frecuentemente encontrada como contaminante de los alimentos, ademas de ser la mas

2.3 33,24, 35

toxica para las aves . sobre todo para pollos en crecimiento
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2.3.2 EPIDEMIOLOGIA

Las cepas toxigenas de A.ocraceuss han sido aisladas de diferentes ingredientes:
cacahuate, sorgo, pimiento rojo, frijol, arroz, soya, café, y pan 2233,

Penicilium viridicatum han sido aislado de trigo, frijol, cacahuate, alimentos
peletizados, maiz y cebada . En zonas geogréaficas de clima frio. se han aislado
hongos del género Penicilium productores de Ocratoxina A, mientras que en zonas de
clima templado, la produccién ocurre por especies det género Aspergillu 2°.

Se ha demostrado que la Ocratoxina B, Citrinina y Acido penicilico son producidos por
los hongos productores de Ocratoxina A ' 3% 3% Las concentraciones de Ocratoxina A
obtenidas del analisis de diferentes materias primas van desde 5 ppb hasta 70 ppb ¥'.

2.3.3 CARACTERISTICAS DE Aspergillus ocraceus.

Es un hongo contaminante comun de varios ingredientes alimenticios, y mas coman en
regiones tropicales y subtropicales que Penicillium . Los organismos forman colonias
de rapido crecimiento, de color amarillento-café. Los conidiéforos no son ramificados,
aseptados, y tienen una vesicula en la punta det conidiéforo de donde se producen las
esporas, y con apéndice hinchado. Las colonias en medio extracto de maitta agar se
forman mas rapido que en medio Czapek. Es usualmente cultivado a 25°C 2% 29,

La cantidad de Ocratoxina A producida por alguna especie dada es influenciada por
varios factores, entre ellos la actividad de agua (Aw), cuyo valor ha sido encontrado en

rangos de 0.8 a 0.9 para una optima produccion de Ocratoxina A, el tipo de sustrato y 1a
temperatura 3°,
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2.3.4 TOXICOCINETICA DE Ocratoxina A.

Ocratoxina A es altamente soluble en solventes organicos y solo ligeramente soluble en
agua, por 10 que su absorcion a nivet de membrana ocurre faciimente 2. Ocratoxina A se
deposita en los tejidos suaves, encontrandose las concentraciones mas altas en rifién
ten menor cantidad en higado. Se ha mencionado una baja distribucién de Ocratoxina A
en el masculo 2. La principal reaccidn de biotransformacion es la hidrélisis a OO0 y L-
fenilalanina.

Un pequefio porcentaje es convertido a 4-hidroxi-ocratoxina A. La eliminacién ocurre
principalmente por via urinaria, y en menor proporcién por via fecal.

La vida media de la Ocratoxina es de 4 horas, y sus residuos desaparecen después de
retirar el alimento en un tiempo de 4 horas ¢ menor. Se deposita en el huevo y le
reduce la incubabilidad 2>4°, En aves, después de diferentes periodos de administracion
y a diferentes dosis, se han encontrado residuos en higado y en musculos 4. Miccoo et
al *° alimentaron pollos de engorda y gallinas de postura con 50 ppb de Ocratoxina A
durante 64 y 169 dias, respectivamente, encontrando residuos de hasta 11 ppb de
Ocratoxina A en higado y 0.8 ppb en musculo de la pierna de las gallinas.

2.3.5 MECANISMOS DE ACCION.

Ocratoxina A tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de laq enzima fenilalanina-
RNALt sintetasa, la cual participa en el paso inicial de la sintesis de proteinas 2°,

En el rindén, 1a Ocratoxina A reduce la codificacion del la codificacion del RNAm para ta
sintesis de fosfoenolpiruvato carboxicinasa ( PECK ), enzima que cataliza la
descarboxilaciéon de!l oxalacetato a fosfoenolpiruvato. Dicha enzima representa un
eslabon entre el ciclo de transformacion del acido citrico y la gluconeogénesis, la cual

es la principal actividad metabélica generadora de carbohidratos que se realizan en la
corteza renal 39,
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Se ha demostrado que Ocratoxina A afecta la movilizacion del glicogeno hepatico, lo
cual ha sido atribuido a un mal funcionamiento del sistema de fosfori de la
glucogenolisis “2. En condiciones normales, el glucégeno es degradado por la enzima
glucégeno fosforilasa después de la activacion de la fosforitlocinasa, que a su vez es
activada por AMPc dependiente de la proteina cinasa 4243,

2.3.6 SIGNOLOGIA CLINICA.

Los pollos intoxicados sufren de emaciacion, diarrea, pobre crecimiento e incremento
de la mortalidad. Ocratoxina A causa un incremento en la ingesta energética y
produccién de calor 22,

Los valores de la DLso para pollitos de un dia varian desde 2.14 hasta 3.9 mg/Kg > 3°,
Se ha sefialado también efectos adversos en el sistema inmune. Chang et al **,
utilizando Ocratoxina A cristalina y purificada en concentraciones desde 0.5 ppm,
observandose una reduccion signiﬁcativa‘ en las cuentas de leucocitos y linfocitos
circulantes cuando se utilizaron concentraciones de 0.5 ppm. El numero de monocitos
se encontré reducido cuando se utilizaron 2 ppm de Ocratoxina A ““,

En otro estudio, los mismos investigadores observaron alteraciones en la actividad
fagocitica y locomotora de los heterdfilos cuando se utilizaron concentraciones de 4 y 8
ppm ‘5. Singh et al *®, encontraron una reduccién de la inmunidad mediada por células
mediada por pruebas de sensibilidad cutanea y cuentas de linfocitos T, cuando se
utilizaron concentraciones desde 0.5 a 2 ppm en la dieta. En el mismo estudio, el

numero de células encontradas en timo, bolsa de Fabricio, y bazo, se encontré reducido
48

En estudios realizados en cerdos se encontraron que en la forma aguda se observan
deprimidos, presentan anorexia, paresia, edemaperineal, ascitis, hidrotorax, y edema
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subcutaneo y moscatérico. En forma crénica, disminuye el apetito y el crecimiento, hay
polidipsia, poliuria, diarrea y deshidratacién. Los rifones aumentan de tamaifio, el color
es palido y aparecen quistes y focos miliares fibrosos 7S,

Existe 1a presentacion subclinica:

& JIndice de conversion deficiente

& Menor ganancia diaria de peso

& Descenso en la tasa de fertilidad

& Aumento en el nimero de abortos
& Muerte fetal

&  Disminucion del tamafio de camada
<  Mayor namero de lechones débiles al nacimiento
< Inmunodepresion

& Efectos teratogénios

& Efectos carcinogénicos

& Dermonecrosis.

2.3.7 LESIONES MACROSCOPICAS.

Se han observado deshidratacion, emaciacion y erosiones en la molleja, hemorragias
proventriculares y enteritis catarral 2. Los rifiones se observan palidos y aumentados de
tamanfo. El higado puede estar aumentado de tamafio, palido, friable y hemorragico * 3,
Puede ocurrir la acumulacién de uratos en el parénquima renal y en membranas
serosas, y se ha mencionado también una reduccion en la fuerza requerida para la
ruptura de los huevos tibiotarsales, asi como adelgazamiento de la pared intestinat 3.

Con diferentes dosis de Ocratoxina A se ha observado aumento de tamafio de rifion,

proventriculo, molleja e higado mientras que i1a bolsa de Fabricio se encuentra reducida
de tamafio 2 334.47,
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2.3.8 LESIONES MICROSCOPICAS.

Se han observado principalmente en rifion e higado. En aves que consumieron entre 2
y 4 ppm de Ocratoxina A por veinte dias, se observé dilatacion severa de los tabulos
contorneados proximales, asi como engrosamiento de la membrana basal del
glomérulo.

Una concentracién superior a 4 ppm en la dieta produjo incremento en los depositos de
glucdégeno en los hepatocitos. En hueso se han observado lesiones como osteopenia

generalizada y alteracion de la oscilaciéon tanto endocondral como intramembranosa 2.3,
34,47

2.3.9 PATOLOGIA CLINICA.

En aves tratadas con 2 ppm de Ocratoxina durante 21 dias, se ha informado de la
reduccién en las concentraciones de hemoglobina, sin reduccién en el numero de
eritrocitos circulantes, aunque si el niomero de las células blancas circulantes.

También se presenta un incremento de la glucosa circulante y reduccién de la actividad
de las enzimas hexocinasa y aldolasa. Otras enzimas séricas como la fosfatasa
alcalina, gama transferasa, aspartato amino transferasa (AST) y otros parametros como
acido urico y creatinina se encuentran elevados, tanto que las concentraciones de
proteinas séricas, albumina, fésforo, potasio y colesterol se ven reducidos % 33447,
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2.3.9.1 NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE OCRATOXINAS.

ESPECIE ANIMAL JALIMENTO LIMITE
(Dg/Kg)
'Eollos Maiz, Sorgo, Pasta de Soyal 10
[Caballos Alimento terminado 10
Ganado Lechero Alimento terminado 20
e ———
Ganado de Came JAlimento terminado 50
Cerdos de 50 Kg Alimento terminado 10

28




24 TRICOTECENOS.

2.4.1 DEFINICION Y ESTRUCTURA.
Los tricotecenos comprenden un vasto grupo de mas de 100 metabolitos fungales 22,
Producidos por diferentes especies de hongos del género Fusarium spp , ademas de
los géneros Myrothecium, Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma,
Trichothecium, Cylindrocarpon, y Phomopsis 22,

La estructura quimica descrita en genera! para éste grupo de micotoxinas es un nuclec
tetraciclico sesquiterpénico con un anillo epéxido caracteristico 2 %%, el cual les confiere
una alta estabilidad y resistencia a los tiempos prolongados de atmacenaje y

temperaturas de coccién 2 5°,

H H H
HaC o OH
el
H S " H
o i
H 3,q W CH 3 OAc
o TH 2
CH s OAc
TOXINA T-2
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Todos los Tricotecenos que se presentan en la naturaleza contienen un enlace olefinico
en el carbono 9 y 10, un grupo epodxido en C-12 y C-13, y usualmente un hidroxilo o
grupo éster en C-3, C-7, C-8, y C-15 5%, Ueno %' designé a los tricotecenos en cuatro
grupos: A, B, C, D. Los del grupo A presentan una Fluorescencia después de ser
separados por cromatografia de capa fina y tratados por aspersion con acido sulfurico.
Este grupo incluye T-2, neosolaniol, HT-2, y diacetoxiscirpenol (DAS). Los del grupo B
exhibieron una mancha café mediante el mismo proceso, e incluyeron a nivalenol,
fusarenona-X, deoxinivalenol (DON) y diacetil nivalenol.

Quimicamente, la diferencia entre ambos se encuentra en el C-8, en donde los del tipo
8 tienen un grupo cetona, y los del grupo A carecen de éste grupo, tenuiendo en su
lugar un grupo H y un éster u OH %°. Los tricotecenos del grupo C contienen un anillo
epoxido en las posiciones C-7, C-8, e incluyen el componente denominado crotocina,
producido por el hongo Cephasloporium crotocinigeum.

Los det! tipo D incluyen los derivados macrociclicos de verrucarinas y verrucarol. Estos
tienen un anillo macrociclico en la posicion C-4, y C-15 5°. Otros autores los dividieron
de inicio en macrociclicos, cuya toxicidad no ha sido estudiada en aves, que incluye
verrucarina y verrucarol, y los no macrociclicos, comunmente encontrados como
contaminantes de los alimentos, y que incluyen a todos aquellos tricotecenos de
importancia para tas aves, y a su vez se subdividen a los tricotecenos del grupo a, que
incluyen a la toxina T-2, HT-2, diacetoxiscirpenol (DAS), la fusarenona X ,
deoxinivalenol (DON), y nivalenol perteneciente al grupo B 23|

2.4.2 EPIDEMIOLOGIA.

T-2 es la micotoxina mas conocida de los tricotecenos, y es de amplia distribucién en
regiones de clima templado ¢, Su presentacion en climas tropicales y subtropicates no
ha sido problema, dado que en éstas regiones se han aislado otras especies del género
Fusarium ( F equiseti, F. lani y F. moliniforme ) . De todas las especies
productoras de T-2, Fusarium tricinctum ha sido la mas frecuentemente aislada 5°.
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La contaminacién ocurre en diferentes granos tales como maiz, trigo, cebada, avena,
arroz, sorgo, Yy en alimentos terminados, y se ha informado que a nivel mundial, son
mas frecuente en aquelias regiones geograficas con climas humedos .

€1 desarrolio fungal se ha encontrado favorecido por alta humedad y temperatura desde
6 hasta 24 °C %2 2 50 | a intoxicacion natural en el humano y animales domésticos con
gallinas, pavos, bovinos, equinos y cerdos causada por el consumo de alimentos
contaminados con Fusarium spp se ha descrito en diferentes paises como Japén,
Corea, Estados Unidos y Rusia. Una de las intoxicaciones conocidas es la aleukia
toxica ocurrida en Rusia en 1994, la cual causd la muerte a miles de personas 5% %2,

2.4.3 CARACTERISTICAS DE Fusarium tricinctum.

Cuando se cultiva en medio Czapek, F. tricinctum llega a producir colonias de color
blanco, rojo o carmin. Su micelio aéreo es abundante, algodonoso y flocoso. Las
microconidias son mas abundantes que - las macroconidias, formadas en fialides
cilindricas de coniditforos ramificados. El hongo se ha cultivado en rangos de
temperatura de 6 a 25 °C. Ueno 5%, obtuvo 331 mg/ | de T-2 al cultivar al hongo a 27 °C
por dos semanas, Lillehoj *,produjo la mayor concentracion de T-2 ( 9.9 g/ 1.2 Kg ),
después de tres semanas cuando cultivé el hongo a 15°C, en comparacién con 20 y
25°C % .

2.4.4 BIOSINTESI!S.

Poco se sabe con certeza acerca de la formacién de los tricotecenos, Joffe *°, mencién
que se forman por la ciclizacion del farnesil pirofosfato, seguido por dos transferencias
consecutivas del grupo 1-2 metil. Mediante estudios con isétopos radioactivos, se ha
demostrado que el acetato de sodio y el acido mevalonico son requeridos durante la
biosintesis de los tricotecenos. La biosintesis de una u otra micotoxina por una misma
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especie de hongo se menciona también ser dependiente det sustrato y la temperatura
de incubacién del hongo %°.

2.4.5 TOXICOCINETICA.

La cinética de la absorcion, distribucion, metabolismo y eliminaciéon ha sido estudiada
por varios autores.

Después de la administracion oral se han encontrado concentraciones maximas en
sangre después de 1 hora post administracion (4,5).

Las respuestas bioldgicas sugieren una rapida absorcién desde las zonas expuestas,
las cuales son principalmente piel y tracto gastrointestinal . La piel y el tejido
subcutaneo actuan aparentemente como reservorios. Estudios con toxina T-2, marcada
radiactivamente muestran que dicha toxina se distribuye a higado, rifibn, estbmago y
bilis 2. Las concentraciones mas altas de toxina T-2 se han encontrado en los tejidos de
érganos involucrados en su excrecion, especialmente bilis, vesicula, higado, rifion e

intestino. La detoxificacién ocurre en dos fases como la mayoria de los xenobiéticos.

En 1a fase | ocurren reacciones de desacilacion (hidrélisis), hidroxilacon (oxidacién) y
deepoxidacion (reduccién), La hidrélisis inicial produce metabolitos casi tan téxicos
como los originales ( HT-2, MAS) por lo que no se consideran realmente una
detoxificacion. La hidrolisis posterior de T-2 produce los aicoholes tetraol y scirpentriol,
menos téxicos >. Las reacciones de oxidacién han sido reportadas soélo para T-2. Se ha
indicado también la reduccién de! anillo 12,13-epéxido por parte de la microflora
intestinal, lo cuatl es una via importante para la detoxificacion de la toxina 5°.

De las reacciones de fase Il s6lo la conjugacion glucorénica ocurre para la toxina T-2,
DAS y DON. Estos compuestos conjugados son excretados mediante la bilis y pueden
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ser liberados nuevamente por la microflora a su paso por el tracto gastrointestinal y
entonces ser reabsorbidos °.

En cuanto a los residuos, varios estudios han sido realizados para determinar la
presencia de tricotecenos o sus metabolitos en diversos tejidos. En pollos alimentados
con 4 ppm de DON durante 28 dias, y gallinas que recibieron 5 ppm de DON durante
190 dias, no tuvieron niveles detectables en huevos, musculo, higado y molleja 22.

En gallinas que recibieron 1 mg de T-2/ Kg de peso, durante 8 dias consecutivos, la
cantidad de toxina en huevo fue de 0.9 0Og %°.

2.4.6 MECANISMOS DE ACCION.

Los tricotecenos son potentes inhibidores de la sintesis de proteinas, incluso inhiben el
desarrollo de otros organismos, ta sintesis de proteinas puede ser inhibida en alguna
de sus etapas. La enzima ribosomal paptidil transferasa, esencial en los pasos de
elongacion y terminacion, es presumiblemente bloqueada por los tricotecenos 3.50

Las células mas afectadas son aquellas en constante divisibn celular, tales como las
criptas intestinales y las células de la piel >.

La toxina T-2 puede ser incorporada a los componentes lipidicos y proteicos de 1a
membrana celular, dadas sus propiedades antipaticas y asi interferir en las funciones
normates de la célula. Otro de los mecanismos de accidon es un incremento en la
peroxidacion de lipidos, que se considera ser producida por la deplecién hepatica de la
enzima glutatién reducida (GSH) %7, dado que varios tricotecenos tienen la capacidad de
inactivar los grupos SH contenidos en los centros activos de la enzima 3 59,

Los tricotecenos son considerados como componentes altamente toxicos.
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La DLso para pollitos de 1 dia de edad para el caso de toxina T-2 se encuentran entre
4.97 y 5.25 mg/Kg 2 5°. €l deoxinivalenol ( DON o vomitoxina) es el compuesto menos
t6xico, cuya DLsg es de 140 mg/Kg > 5°.

La actividad inmunosupresora ha sido también estudiada 5°. Necrosis y deplecion
linfoide se han encontrado en timo, bazo y bolsa de Fabricio. Los tricitecenos tienen un
efecto negativo sobre los niveles de proteinas en el plasma, la produccion de
anticuerpos y la inmunidad mediada por células 23'4%°. Hoerr et al ®° administraron
toxina T-2 ( 1.5-3 mg/Kg ) por sonda directamente en el buche durante 2 semanas. En
la necropsia se observé deplecion de tejido linfoide y hematopoyético.

2.4.7 LESION MACROSCOPICA.

Segun la dosis y el tipo de edad de! ave, los tricotecenos producen lesiones erosivas y
ulcerativas en Jla mucosa oral, caracterizadas por desarrollo de placas amarillo
grisdceas, acumulacion de exudado en el paladar, lengua y piso de la cavidad oral y
necrosis de la mucosa ora > %, En érganos linfoides y hematopoyéticos se observo
necrosis y atrofia. Se observan también focos de necrosis y la ulceracién también
ocurren en la mucosa de proventriculo, molleja, mucosa intestinal y el epiteleo
plumoso %2 52.69_ ge observan alteraciones en las plumas de las aves afectadas; aves
alimentadas con cultivos de Fusarium spp en maiz han demostrado diferentes lesiones
de aquellas aves alimentadas con toxina T-2 pura. Hoerr et al '® observaron muy alta
mortalidad ( 50%) a los 17 dias de iniciado el tratamiento y atrofia de los 6rganos
linfoides, necrosis de la mucosa gastrointestinal, epidermis y tubulos renales. Se
observé también vacuolizacion de los hepatocitos, hiperplasia de conductos biliares,
necrosis de la mucosa del buche y reducci6n de los foliculos tiroideos.

El grano contaminado contenia S5 ppm de toxina T-2, 0.5 ppm de neosolaniol y otros
metabolitos no identificados °.



2.4.8 LESIONES MICROSCOPICAS.

En la histopatologia por la intoxicacion aguda se encontré necrosis de los tejidos
hematopoyeético y linfoide, focos de necrosis de hepatocitos, necrosis e inflamacion de
la vesicula biliar, proliferecién de los ductos biliares, necrosis del epitelio intestinal,
reduccion de las vellosidades, necrosis de la mucosa del proventriculo y molleja,
ademas del epitelio plumoso %3 18. 60,

2.4.9 PATOLOGIA CLINICA.

Durante intoxicacion por T-2 a diferentes dosis 'se han notado incremento en las
concentraciones de las enzimas de ta transformacién del sisterna glutation (GSH)

(GSH peroxidasa, GSH reductasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa). Cambios
bioquimicos incluyen incremento en las enzimas aspartato amino transferasa ( AST ),
alanina amino tranferasa ( ALT ) y lactato deshidrogenasa ( LDH ), asi como reduccioén
det acido urico y fosfoatasa alcalina 2 14-48 .

2.4.9.1 NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE TOXINA T-2.

m TALIMENTO LIMITE (Dg/ Kg
_ )

Pollos Maiz, Sorgo, Pasta de Soya] 50

Caballos Alimento terminado 50

[Ganado Lechero  JAlimento terminado 100

Ganado de Carne JAlimento terminado 50

[Cerdos de 50 Kg  JAlimento terminado 100
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2.5 REDUCCION DE LA TOXICIDAD DE LAS MICOTOXINAS.

Debido a los efectos nocivos qué éstos agentes toxicos tienen sobre los animates en
produccion, se han ideado diversos mecanismos para contrarrestar el desarrollo fungal
en los granos y la consecuente formacién de micotoxinas, tal como la adicién de
fungicidas a las dietas 4. Otros métodos, los mas comunes, estan encaminados a
reducir la toxicidad de las micotoxinas una vez que éstas han sido formadas, entre los
que se encuentran: inactivacién térmica, separacion fisica, amoniacién, inactivacién con
ozona, degradacion microbiana 5.8_ Y el uso de secuestrantes 7+ 11-12.13.61.62,63, 64,65

Desafortunadamente muchas de estas medidas son dificiles de aplicar, requieren
tiempo para llevarse a cabo y son parcialmente efectivas.

Respecto a los sistemas de inactivacion de las micotoxinas, debemos tomar y tener en
cuenta una serie de factores que a continuacion se citan:

e Deben ser procedimientos que estén preparados para el tratamiento de grandes
cantidades de alimento, del orden de cientos de toneladas diariamente.

e Se debe tener en cuenta que la micotoxina no esta repartida uniformemente en la
masa det alimento.
Esto se debe normalmente at problema de la existencia de zonas de microflora.

. La micotoxina puede estar protegida por alguno de los constutuyentes del alimento.

e Un tratamiento de inactivacion y detoxificacion, debe ser, eficaz, barato y
evidentemente no debe modificar significativamente los valores nutritivos det
alimento.

e EIl tratamiento en cuestion no debe producir productos seéundarios que después
tengan influencia en el animal en cuanto a toxicidad y/o en cuanto a interferencia en
el buen aprovechamiento de los elementos nutritivos.

Muchos son los estudios realizados hasta a hora, utilizando métodos fisicos, quimicos y
microbiolégicos, para la detoxificacion de las micotoxinas ®%, y una amplia recopilacién
de los mismos puede ser encontrada %°. La mayor parte de estos estudios se han
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centrado en las aflatoxinas G1 y G2, seguido de una oxidacion, tocante probablemente
a! dobte enlace vecino del grupo carbonilo. Después de la accion del calor y presion se
forman compuestos derivados que en principio resultan ser atoxicos

Otro sistema que da buenos resuftados, es la utilizacion de un solvente de extraccion
de micotoxinas ( prueba realizada con las aflatoxinas), que es el metoximetano.
Sistema aplicado con éxito a la harina de cacahuate.

Otros métodos de detoxificacion basados en las propiedades de los adsorbentes de
ciertos silicatos con respecto a las motéculas de micotoxinas tales como las aflatoxinas,
han sido ampliamente estudiados %%, Este tipo de detoxificacién ocurre generalmente
dentro del organismo animal por la incorporacién de estos silicatos en el alimento
compuesto y la adsorcion det animal que estos ejercen sobre las moléculas quimicas de
las aflatoxinas y de otras micotoxinas.

Actualmente, esta muy difundido el uso de los aluminosilicatos de calcio y sodio
hidratados (HSCAS )'' . Estos compuestos se incorporan al pienso en concentraciones
adecuadas y una vez dentro del organismo animal tienen en general un mecanismo de
accion que lleva a que se formen complejos estables e irreversibles (de la misma
naturaleza quimica que los quelatos) con ciertas micotoxinas. Estos complejos
bloquean pues a la molécula de la micotoxina impidiendo que ésta actae,
posteriormente éstos son excretados por el animal.

Sin embargo hay que tener cuidado porque no todos los HSCAS son iguales, existen
diferencias en cuanto a su composicién quimica y esto puede influenciar el poder de
bloqueo de ciertas micotoxinas. Da buenos resultados el uso de una combinacién
adecuada de dos arcillas sllicas dipolares: HSCAS (arcillas illitic / clorita ) qQue forman
parte del grupo de las micas no hidratadas.

Estos compuestos tienen diferentes eficacias de quimica-adsorcién segun la micotoxina
y todo ello esta en funcidn de su capacidad de intercambio catiénico denominado CEC
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que tiene como unidad de medida el MEQ que es el equivalente a mil por 100 g de
. arcilla.

Dentro del extenso campo de las arcillas como adsorbentes debemos diferenciar a
estas por su perfil qQuimico y debemos tener en cuenta los siguientes parametros:
capacidad de intercambio catiénico, expansible, no expansible, polar, dipolar, tamafio
del poro y area superficial, tamafio de particula, pH, y temperatura a la que se someten
después detl proceso de extraccion, ya que las arcillas expansibles tienen un elevado
intercambio cationico ( mas de 60 MEQ ), adsorben agua y adsorben nutrientes ( ciertos
minerales, vitaminas y antibiéticos ). No son pues los compuestos aconsejables para
actuar detoxificantes de micotoxinas'2.

Las arcillas no expansibles tienen un bajo intercambio catiébnca ( menos de 60 MEQ ),
practicamente no adsorben agua, no adsorben nutrientes, son los compuestos
aconsejables para actuar como detoxificantes de micotoxinas 8z,

Una arcilla o mezcta adecuada de arcillas que se quiera utilizar como detoxificante de
ciertas micotoxinas, tiene que tener una capacidad de intercambio catidnico entre 20 y
60 MEQ, ser no expansible, ser dipoiar, el tamafio del poro mayor debe estar alrededor
de 2,5 A, el tamafio de particula ideal debe estar comprendido entre 300 y 400 mesh, el
pH debe ser moderadamente alcalino, la temperatura a la que se somete la arcilla o
arcillas después de su extraccién debe estar comprendida entre 94 y 149°C %2,

La incorporacién sistematica de detoxificante eficaz y de amplic espectro, es una
excelente ayuda para evitar o minimizar los graves problemas que pueden surgir por
una contaminacién con micotoxinas.
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2.5.1 VARIACION ENTRE LOS PRODUCTOS DISPONIBLES PARA LA
INDUSTRIA PECUARIA.

Los efectos toxicos de las micotoxinas son una preocupacion constante para la industria
pecuaria, sobre todo avicola y porcicola por las pérdidas econémicas que provocan
cuando se encuentran presentes en las dietas de animales sometidos a explotacion. La
toxicidad de las micotoxinas oscila desde la muerte hasta intoxicacién crénica,
inunosupresion e interferencia con la eficiencia reproductiva. Consecuentemente la
investigacion de procesos de detoxificacion de micotoxinas con aplicacién comercial
ocupa un lugar muy importante en diferentes universidades y centros de investigacion
de todo el mundo.

Un proceso comercial viable no sélo debe ser efectivo contra una amplia gama de
micotoxinas, sino también debe ser econdémico e idealmente utilizar tecnologia
accesible. Estos procesos deben de generar productos atéxicos y no deben afectar la
palatibilidad ni las propiedades nutricionales de los granos o productos derivados de
éstos.

Hasta la fecha no existe un método que cumpla con todas estas expectativas, pero se

han realizado diferentes pruebas dando como resultado que algunos procesos tengan
el suficiente potencial para que se apliquen comercialimente.
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2.6 METODOS D= DESTOXIFICACION DE MICOTOXINAS.

La enorme cantidad de brotes de contaminacién de los productos agricolas con
micotoxinas, ha motivado que investigadores hayan desarrollado métodos para la
prevencion y destoxificacion de los mismos. Los procedimientos de descontaminacion
han sido dirigidos a la degradaci6én, destrucciébn, inactivacion o remocion de las
micotoxinas a través de los métodos:

» Fisicos

e Quimicos

= Bioldgicos

e Fisico-quimicos

2.6.1 Extraccién con disolventes organicos.

Algunos disolventes o sus mezclas pueden extraer con eficiencia a las aflatoxinas

contenidas en alimentos contaminados, con un minimo efecto sobre e! contenidio

proteico o la calidad nutricional. Por ejemplo etanol 95%, acetona 90%, isopropanol

80%, hexano-etanol, hexano-metanol y hexano-acetona-agua. Su extraccion industrial

adn es impractica y con un costo prohibitivo. Park y Liang en 1993 propusieron e! uso

de cloruro de metilo para la extraccion de aceite, aflatoxinas y gosipol simultaneomente,
" de las hojuelas de algodon.

Sin embargo, la extraccion de Aflatoxina B1 a partir de los alimentos contaminados con
otro tipo de disolventes organicos, no se lleva acabo de manera selectiva, lo que
ocasiona que también se extraigan y se eliminen otros factores nutritivos como
vitaminas no hidrosotubles 4°.
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2.6.2 Inactivaciéon por calor.

La estructura quimica de la Aflitoxina B1 le confiere una termoestabilidad superior a
260°C, por lo que los procedimientos basados en la destoxificaci6n por calor, tales
como: agua en ebulliciébn, vapor a presion, tostado y horneado producen pocos cambios
en los niveles de ‘las Aflatoxinas (Park y Liang 1993). Sin embargo, Conway y
colaboradores (1979) indicaron que e! tostado del cacahuate, redujo los niveles de
Aflatoxinas hasta 50-70%, dependiendo de las concentraciones iniciales de las
micotoxinas y del tipo y temperatura del procedimiento. Es necesario considerar que la
exposicién directa de los productos agricolas a aftas temperaturas por periodos
prolongados, disminuyen el vator nutritivo y modifican las caracteristicas organolépticas
de dichos productos, lo que podria influir en su aceptacién por los consumidores. '

2.6.3 Irradiacion.

Park y liang en 1993 demostraron que la irradiacion durante 14 horas con luz
ultravioleta de cacahuates contaminados con aflatoxina B1 redujo los niveler cerca det
50%. Scott en 1989, propone que la destruccién de aflatoxinas en cocos y aceite de
coco por irradiacion de luz solar constituye una aplicacion potencial en pequefa escala
de las areas rurales de palises poco desarrollados. La irradiacion gama también
destruye la aflatoxina contenida en alimentos contaminados, sin embargo para obtener
una inactivacion eficiente de Aflatoxina B1 hasta los niveles permisibles en los
alimentos contaminados, es necesario utilizar condiciones de alta concentracién de
humedad en los sustratos y niveles superiores a 2 Mrads, lo cual esta fuera de las
normas internacionales para la irradiacién de productos comestibles 47,

41



2.6.4 Adsorbentes.

Existen compuestos que no son adsorbidos en el tracto gastrointestinal y que tiene la
capacidad de unirse fisicamente con sustancias quimicas, evitando asi su absorcion
intestinal.

Como son los atuminosilicatos de sodio y calcio, las zeolitas y las bentonitas, entre
otras. El uso de adsorbentes ha sido uno de los métodos mas importantes para la
prevencién de la adsorcion de sustancias téxicas en el tracto gastrointestinal, sin
embargo estos productos |ambié;1 pueden unirse a algunos nutrientes, limitados su
aprovechamiento y a los productos también pueden unirse a algunos nutrientes,
limitando su aprovechamiento y a los farmacos que llegaran a administrarse
conjuntamente, inhibiendo asi su accioén terapéutica.

Al bloquearse la adsorcién intestinal de Aflatoxina B1, disminuye considerablemente la
concentracién de dicha toxina en los tejidos de animales alimentados con dietas
contaminadas, lo que se refleja en una menor eliminacion de Aflatoxina M1 en la leche

de vacas y de los niveles de dicha micotoxina en huevos de aves expuestas al téxico
12,52,143,144,145

Algunas limitaciones importantes que presentan e! uso de los aluminosilicatos son la
reducida capacidad de adsorcién de otras micotoxinas diferentes - a fas Aflatoxinas,
tates como: Ocratoxinas, Tricoticenos ( T-2), diacilcisterpenol, citrinina, zearalenona y
cuando los niveles de contaminacién con aflatoxinas son superiores a 10000g/Kg 278,

2.6.4.1 ESTRUCTURA DE LOS ALUMINOSILICATOS.

Los aluminosilicatos son minerales de origen natural o sintético, con una estructura
basada fundamentalmente en silicio y aluminio 7°. En la industria pecuaria se
encuentran 2 tipos de aluminosilicatos: los filosilicatos y los tectosilicatos. Los primeros
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poseen una estructura plana bidimensional compuesta por capas u hojas de tetraedros
unidos a capas de octaedros. El caolin y monterrinolita, principal componente de la
bentonita, pertenecen a éste grupo. Et espacio entre las diferentes capas es donde se
realiza la adsorcién, y generalmente se encuentra ocupado por agua y cationes.

Los Aluminosilicatos son minerales de estructura tridimensional, compuestos por
tetraedros de silicio o aluminio unidos unos con otros mediante sus cuatro oxigenos.

Las zeolitas son los minerales de éste grupo que se utilizan como adsorbentes. Al igual

Que en el caso de los filosilicatos, los espacios entre las diferentes laminas asf como
los poros formados por los diferentes atomos de aluminio y silicio, son el sitio de
adsorcion.

El tamafio del poro determinara e! tamafio de particulas que pueda ser adsorbida 7°.

2.6.4.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ALUMINOSILICATOS.

En la superficie de los aluminosilicatos existen interacciones diversas entre los iones.

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) en los aluminosilicatos mide el area y la
carga eléctrica superficial 7 ® 1% %8 La CIC es el namero de cationes que pueden ser
extraldos de la superficie del aluminosilicato y reeemplazados por otros. De ésta
manera, los cationes pueden salir del espacio interlaminar y dejar su lugar a los
cationes presentes en el medio. Este es el principio de la adsorcién de las micotoxinas
por parte de! aluminosilicato; ya que si la molécula organica es polar o sus grupos
funcionales se pueden intercambiar con los presentes en e! aluminosilicato y podra
ocurrir la adsorcién. Este fenémeno dependera de la micotoxina, ya que las aflatoxinas
son mas polares que la zearalenona, lo cual explica el porqué in vivo ocurre ila
adsorcién de la primera y no de | a segunda 7 °. En el caso de ocratoxina A y toxina T-2
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hasta el momento no se conoce el mecanismo por el cual los aluminosilicatos pueden
adsorber dichas miocotoxinas 131415,

Numerosos trabajos han sido realizados para evaluar e! efecto adsorbente de los
aluminosilicatos sobre la afiatoxina B1, en los cuales se ha logrado la reduccién de los
efectos toxicos por la adicion de éste producto 11:12616263646970 gin gmbargo su
eficacia no ha sido tal para el caso de la Ocratoxina A y la Toxina T-2 13 14. 15.59.66,

‘2.6.5 Inactivacién quimica.

Se ha utilizado el H2O. como un agente altamente oxidante que destruye mas del 97%
de Aflatoxina B1. Clavero y colaboradores en 1993 sumergieron harina de cacahuate
contaminada con 2500g/Kg de Aflatoxina B1 en una solucién 0.25% de peroxido de
hidrégeno durante 1 minuto y el contenido de la micotoxina disminuyé cerca del 90%.
También se han empleado metitamina, bisuffito de sodio, hipoclorito de sodio, entre
otros con los que se han logrado buenos porcentajes de reduccién %,

Park en 1993 describié la utilizacibn de amonio o sus derivados para Ia
descontaminacion de diversos productos agricolas, como semillas de algodén y harina
de cacahuate contaminadas con aflatoxinas '': 2%'%', Utilizaron hidréxido de amonio a
una concentracion final de 1.5 % en maiz contaminado con 150 Og/Kg de AFB1 y se
obtuvieron niveles de inactivacion superiores al 85%. Sin embargo, la inactivacion
quimica tiene desventajas que pueden quedar residuos de los productos quimicos
utilizados durante el proceso. en el producto agricola que se descontamind, o cual le
puede conferir cambios de sabor, coloracién y aspecto, que pudiera ser motivo de una
importante disminucién en la aceptacién de los consumidores, ademas algunos
productos quimicos son altamente corrosivos, por lo que su uso continuo puede
deteriorar los implementos agricolas 41,



2.6.6 Inactivacién blolégica.

Flavobacterium auranti , S h J cervisi,

La inactivaciéon microbiolégica con F. aurantiacum solé se ha podido realizar bajo
condiciones in vitro, ya que no ha sido posible aplicarlo como aditivo en la alimentacion
de animales, debido a que sus caracteristicas de crecimiento y desarrolio difieren de las
condiciones que prevalecen en e! tracto gastrointestinal de los animales, lo que
constituye una gran limitacidn en su utilizacién en la practica pecuaria '5'.

La adicion de levaduras ( S.cervisiae) para evitar los efectos de la aflatoxicosis en pollo
y patos se ha analizado por algunos investigadores con resultados prometedores 152 53,
que en e! caso de los filosilicatos, los espacios entre las diferentes laminas asi como los

poros formados por los diferentes atomos de aluminio y silicio, son el sitio de adsorcion.
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2.6.6.1 Producto “ATOX™" »

El producto inhibidor de micotoxinas “ATOX™™", cuyo principio activo es la PVPP
(polivinilpolipirrolidona, polimero reticulado de poliamida o polivinil ciclobutamida, que
es sintético, inerte, y que interactia fisicoquimicamente con las micotoxionas sin afectar
vitaminas y minerales como lo indican diversas pruebas in vivo, inhibiendo la accion
téxica de las micotoxinas por un impedimento estérico evitando su absorcion intestinal
ocasionado por la gran afinidad de los polimeros por los anillos de los grupos
polifendlicos, que ;;resenlan dobles ligaduras y radicales de oxigeno abundantes en
algunas de las micotoxinas conocidas, estableciendo interacciones fisico-quimicas
estabilizadas por enlaces covalentes y enlaces parciales (puentes de hidrégeno y/o
azufre) que atrapan a las micotoxinas, formando una macromolécula que por su
dimensién no puede ser absorbida en el tracto gastrointestinat y por lo tanto se elimina
en las heces.

El vehiculo de! ATOX es una bentonita natural activada quimicamente y
organofilicamente para incrementar los sitios activos y controlar el tamafio de tos poros,
mediante la activacién térmica, estando libre de dioxinas y de metales pesados.

La PVPP, principio activo del inhibidor de micotoxinas *“ATOX", es una molécula inerte
y estable en niveles de 2 a 8 de pH; es de origen sintético y tiene un contro! de calidad
constante, actia sobre las micotoxinas: Aflatoxinas, Tricoticenos, Fumonisinas,
Citrininas, Zearalenonas y Ocratoxinas presentes en los alimentos, a la dosificacion
baja de 500g por tonetada de alimento, no impactando por volumen en el contenido
nutricional de ia dieta.

Su granulometria tan fina le permite una dispersion homogénea con una gran superficie
de contacto y se puede aplicar en la premezcla o directamente en e! alimento.

MR REPRESENTACIONES AGROPECUARIAS
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El inhibidor de micotoxinas “ATOX “ es un producto inerte que conservado en sacos, no
expuesto a la intemperie y almacenado en condiciones adecuadas permanece activo
por cuando menos dos afios, pudiendo utilizarse como aditivo de los alimentos de los
animales con la confianza de su positiva accién inhibitoria y factor importante en el

control de micotoxinas??:2% .

2.7 ESTRATEGIAS PARA CONTROLAR LA CONTAMINACION DE
MICOTOXINAS.

La presencia de concentraciones elevadas de micotoxinas en los alimentos destinados
tanto para consumo humano como animal, ha generado la necesidad de que mas de 80
palses hayan elaborado estrategias tendientes a normar y por [o tanto minimizar el
riesgo de exposicién a micotoxinas.

Los intentos para su control incluyen:

1).- Seguimiento y control fitosanitario de los productos agricolas durante las etapas
tempranas de su cosecha.

2).- Control sanitario y quimico durante el proceso de elaboracién y hasta el terminado
de! alimento.

3).- Establecimiento de niveles
4).- Utilizacion de métodos de descontaminacion y la implementacion de estrategias

que prevengan la contaminacion de alimento destinados a la alimentacién y a
otros usos industriales.
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5).- Prevencion a través de buenas practicas de campo tales como:

a).- Desarrollo biotecnolégico para la produccién de especies vegetales resistentes
a infeccion micotéxicas.

b).- Innovaciones tecnolégicas que hagan posible {a reduccion de temperatura y
humedad en los silos de almacenamiento o durante las etapas de
transportacion.

c).- Control bioldgico para la eliminacion de ptagas que lesionan a las plantas en

cultivo y que facilitan la infeccion fangica '5°,

Sin embargo la experiencia demuestra, que los resultados no han sido 6ptimos ya que
se han descubierto altos contenidos de micotoxinas en los productos agricolas en las
etapas de cultivo, precosecha, post cosecha y de alimentos elaborados 151 152. 153

Actualmente se consumen alimentos elaborados con productos agricolas contaminados
con diversas micotoxinas ( tortillas, cereales, harina nixtamalizada, palanquetas y
mazapanes) y derivados animales como: carne fresca de pollo y cerdo, embutidos,
leche, huevo y queso); ya que se han determinado altos contenidos de aflatoxinas,
Ocratoxinas, Fuminosinas y Zearalenona 54 155. 158,

Es conveniente destacar la importancia toxicolégica que representan los bajos niveles
de micotoxinas y particularmente de las aflatoxinas cuando se consumen alimentos
contaminados durante periodos largos de tiempo. No se deben subestimar los efectos
inmunosupresores, mutagénicos y hepatocarcinogénicos de la aflatoxina B1 en
intoxicaciones crénicas. Una parte de esta toxina activada permanece en los tejidos del
organismo, dafiado al ADN, ARN y a las proteinas funcionales por la formacién de
aductos que les pueden producir mutaciones e iniciar el proceso carcinogénico y la
misma Aflatoxina B1 puede actuar como promotor.
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Por esta razon se han realizado estudios en México sobre los efectos que producen las
aflatoxinas en humanos. Se ha visto que existe una relacién entre tos aductos AFB1-
N7_Gua en pacientes con hepatitis viral B en presencia del Citocromo p450 y el gene
£3 (supresor de tumores), sin embargo en varios procesos carcinogénicos tales como
el colon rectal, cervicoliterino de tumores, pero no ha sido posible establecer la

presencia de Aflatoxinas como un indicador 55,
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2.8 JUSTIFICACION.

En la actualidad se ha incrementado el uso de secuestrantes de micotoxinas en las
dietas para la alimentacién animal, sin embargo muchos de estos productos sélo se
han evaluado a través de ensayos de adsorcion in vitro, y una gran diversidad de
autores han descrito que no existe una correlacion entre los resultados /n vitro con los
que se obtienen en modelos animales, por l0 que es necesario evaluar la capacidad de
inhibiciéon de los efectos toxicos de micotoxinas por medio de ensayos in vivo.

Y de esta forma se puede obtener la informacién del potencial real de éstos productos
y que el avicultor tenga dicha informacion que le permita tomar la decisién adecuada
sobre el uso de estos productos '*7. Por otro lado, al evitar ia absorcién de micotoxinas
por los animales, se evita el depdsito de los metabolitos de dichas toxinas en los tejidos
de los animales y se disminuira el riesgo de toxicidad en los consumidores finales.

De ésta manera los fabricantes de secuestrantes pueden acceder a metodologias
especificas de control de calidad mediante una evaluacion in vivo e in vitro,
especiaimente de aquelios productos de reciente tanzamiento al mercado, que sefialan
ser capaces de adsorber varias micotoxinas, y realmente no se conoce su
comportamiento frente a metabolitos producidos por los hongos productores de
ocratoxina A y toxina T-2, en condiciones naturales, ni frente a !{a combinaci6in de éstas
micotoxinas.

La eficacia de los nuevos productos debe ser probada tanto en estudios in vitro,
evaluando su capacidad de adsorcion, como in vivo, mediante ta evaluacion de
parametros productivos, lesiones macroscdpicas y microscépicas, ademas de
parametros de bioquimica clinica y hematologia.
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Por esta razon, se realizé una investigacion in vivoe encaminada a evaluar el efecto
protector contra los efectos de aflatoxinas, ocratoxina a y toxina T-2 en el secuestrante
comercial de micotoxinas ofrecido en el mercado para la produccion avicola.

Por lo tanto el propdsito de éste trabajo es obtener mas informacion saobre ia
metodologia de evaluacién de el secuestrante ( ATOX™R ) de micotoxinas, para
destoxificacion de los alimentos de animales .
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2.9 OBJETIVOS:

1).- Determinar et efecto téxico y sobre la ganancia de peso en polios, por el consumo
de dietas contraminadas con una mezcla de micotoxinas ( Aflatoxina B1, Toxina T2,

Ocratoxina A).

2).- Determinar el grado de inhibicién de la toxicidad producida por la accion sinérgica
de Aflatoxina B1, Toxina T-2, y Ocratoxina A, en un modelo in vivo en pollos de
engorda, por la adicién de un detoxificador de Micotoxinas ( Polimero Reticular) a

las dietas contaminadas.
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2.10 MATERIAL Y METODOS.

2.10.1 Experimento in vitro.

2.10.1.1 Produccién de AFB1 en maiz.

El maiz utilizado se adquirid de una cosecha unica en cuya producciéon no se utilizaron
pesticidas. Se lavé con agua corriente para eliminar el poivo y otros contaminantes
agricolas, asi como los granos defectuosos o fragmentados. Se hizo un lavado final con
agua destilada.

Los granos se escurrieron durante 10 minutos para eliminar el exceso de agua y se
distribuyeron en lotes de 5 Kg en frascos pirex. La boca de cada recipiente se cubri6
con tapén de gasa y algodén y fueron esterilizados en autoclave a una presion de 1.3
Kg/cm? durante 1 hora.

Posteriormente se sembréd la cepa ATCC-26691 de Aspergilius parasiticus por el
método de puntos separados en cajas Petri con medio de cultivo Czapek-Dox, los
cuales se incubaron durante 10 dias a 28°C hasta obtener una gran concentracion de
esporas, (la superficie de las colonias se torna verde).

Las esporas de cada caja se cosecharon con 10 ml de solucién salina isotdnica estéril
adicionada de 1% de Tween 80. Se cuantificé la concentracién de esporas con la ayuda
de una cédmara cuenta glébulos por el método de Neubauer y el resuitado de la
concentracién contenida fue de 2.6 x 10° esporas/ ml. Posteriormente se inoculd el
maiz en cuatro frascos con 10.4 X 10° esporas/ Kg, agregando a cada frasco 100 mt de
solucion salina al 0.85% estéril, para que el hongo estuviera en condiciones optimas de
humedad. Se incubaron a temperatura ambiente durante 6 semanas, rotando los
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frascos para favorecer las condiciones aerébicas de cultivo y un crecimiento
homogéneo del hongo. posteriormente se esterilizd el maiz contaminado bajo
condiciones anteriormente descritas para destruir las esporas de A.parasiticu 7.,

También se esterilizé6 en autoclave e! malz contenido en otros cuatro frascos pero sin la
adicion de las esporas del hongo.

Cuantificacién de la AFB1 en el maiz.

Se mezcld el contenido de los cuatro frascos contaminados asi como el de los frascos
sin contaminar y se tomaron tres muestras de 500 g cada una de las respectivas
mezclas, se molieron en un molino Willey con criba 1mm y se cuantificé la cantidad de
AFB1 producida, por cromatografia de liquidos de alta resolucién, como se describe a
continuacién 135,

2.10.1.2 Purificacién del extracto.

1.— En una licuadora de laboratorio se colocaron 25g de la muestra de maiz molido
y 100 mi de una solucién de acetonitrilo-agua (9+1) y se agitd a alta velocidad
durante 2 minutos.

2.— Se colocaron 5mil detl extracto en una columna de limpieza de alta afinidad
Mycosep 224, para la eliminacion de interferencias analiticas.



3.— E! extracto purificado fue transferido a un vial con tapa sellada con teflén y se
evaporé a sequedad a una temperatura de 60 °C, utilizando una corriente de nitrégeno
para evitar proyecciones.

2.10.1.3 Desarrollo cromatogrifico.

1.- El contenido de cada vial se resuspendié y se disolvié en 200ug de acetonitrilo
(9+1), posteriormente se adicionaron 700Ul de la solucién derrivatizadora (&cido
trifluorocético 4ml &cido acético glacial 2m! + agua destilada 14mt).

2.—- Los viales se incubaron en bafio maria a 65 °C durante 9 minutos y se enfriaron
con agua durante 15 segundaos.

3.— Se inyactaron S50ul det extracto derivatizado a! sistema HPLC.

Condiciones cromatogréficas.

1.— Detector fiuorométrico: Waters 420 con monocromadores de excitacién a 360
nm y emision a 440 nm.

2.- Fase moévil: acetonitrilo-agua (9+1).
3.- Columna: C-8 de S5y por 10mm.
8.- Condiciones isocréticas de flujo: 2 ml por minuto.

8.- Tiempo de corrida: 8 minutos.



Resultados del andlisis cromatografico indicaron una produccion promedio en los
frascos contaminados de 800 ug / Kg de AFB1 y no se detectd AFB1 en el maiz sin
contaminar.

2.10.3 Produccién de Ocratoxina A y Toxina T-2.

Produccién de Ocratoxina A: Sé utilizé una cepa de Aspergililus ochraceus , la cual
fue cultivada en el laboratorio . El procedimiento utilizado para ia produccién de ésta
toxina se basé en metodologias previamente publicadas - 7', y fue el siguiente:

Para cultivar el hongo se utilizé el medio agar Sabouraud de 72 a 96 horas a
temperatura ambiente. Como sustrato para que e! hongo produjera la micotoxina se
utilizaron 400 g de trigo en botellas de vidrio. El grano se cubrié con agua para
aumentar e! contenido de humedad. E! agua fue retirada 30 minutos después de su
aplicacion con la finalidad de que e! granc alcanzara un grado de humedad superior al
30% determinada mediante una estufa a 100°C durante 24 hr. Las botellas fueron
tapadas con algodén y sometidas a esterilizacién en autoclave a 121°C, 15 b de
presion por 20 minutos.

Para la inoculacion de las botellas se utilizé solucién satina fisiolégica estéril con 0.5%
de Tween 80 para la coleccién de las esporas del hongo. Cada botella recibié, en
condiciones de esterilidad, 5 m! de un indécuo contenido entre 5 y 8 X 10° esporas /

mm>.

Las botellas con el grano inoculado fueron incubadas en oscuridad y a8 temperatura
ambiente ( 25-28°C ), recibieron una agitacion ligera diariamente después de 96 horas
para favorecer ¢l desarrolio uniforme del hongo saobre la superficie del grano.



Después de 3 semanas de incubacion se tomoé una muestra de grano contaminado en
condiciones estériles. La muestra fue sometida a autoclave para matar al hongo, y
pos(eribrmeme fue analizada por cromatografia de capa fina, siguiendo la metodologia
desarrollada por Stolof et a/ 72, con e! fin de determinar si habia produccion de

Ocratoxina A.

La cuantificacion final de Ocratoxina A tanto en el cultivo como en el alimento se
realizaré mediante HPLC, de acuerdo con el método publicado por Nesheim et af 7>.

Para la produccion de Toxina T-2 se utilizd una cepa de Fusarium tricinctum ATTCC
1422, que fue cultivada en maiz, con base en estudios previos 5 74 75,

Los procedimientos de inoculacidn y determinaciéon de la presencia de la micotoxina
fueron similares a tos utilizados para Ocratoxina A. La inoculaciéon en éste caso se
realizé entre 15 y 20 °C. Un inéculo de 5 m! para cada botella contenia 1,4 X 10*
esporas / mm3.

Posteriormente, y una vez comprobada la presencia de Ocratoxina A y Toxina T-2 en
fos sustratos, el grano fue esterilizado por autoclave, molido y secado en una estufa a
55 °C por 48 horas para su posterior inclusién en et alimento.

La semicuantificacion y cuantificacion de toxina T-2 tanto en los cultivos en grano como

en el alimento terminado, se realizé por el método de ELISA, utitizando el kit comercial
BIOPHARM ®.
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2.10.3 Procedimiento Experimental in vivo.

Preparacion de las dietas experimentales:

a).- Se elaboraron dietas equiproteicas, equienergéticas y equipigménticas a base de
sorgo-soya y se adicioné maiz y trigo contaminado con micotoxinas para el tratamiento
positivo sin secuestrante y el contaminado + secuestrante (T-3) y el Testigo Positivo

(T-2) y con mafz sin contaminar para el Control Negativo (T-1).

Se cuantificé el contenido de micotoxinas en cada dieta por medio de métodos

cromatograficos

(HPLC y GASES ACOPLADO A UN DETECTOR DE MASAS).

FORMULACION DE DIETAS

COMPOSICION DE LA PREMEZCLA.

| TNGREDIENTE / TON Kg
Ls_orafc;o 650
PASTA DE SOYA 185
FACEITE ACIDULADO 460
@SFATO 130
CARBONATO DE|12.0
CALCIO

'HARINA DE POLLO 20.0
HARINA DE PLUMA 10.0
CLORURO DE COLINA |1.3
GROMAX 0.60
FTAVELUT 8.0
GLUTEN DE MAIZ 40.0
PREMEZCLA 250

INGREDIENTE DE LA | [G
PREMEZCLA / 25 Kg
DL-METIONINA K]
L-LISINA 32
L-TREONINA 0.65
PRMX MINERAL 1.0
'PRMX VITAMINAS 10
BACITRACINA 0.30
NaCi 35
Ero.zo% 0.50
SULFATO DE COBRE| |0.50
[SORGO 10.25

Se almaceno el alimento en sacos etiquetados segun el tratamiento




Organizacién de los grupos experimentales.

b).- Se realizé un disefio factorial 3 X 12 X 3, donde los factores fueron:

3 tratamientos, 12 aves por tratamiento ( 6 machos y 6 hembras ) y 3 repeticiones.

Se utilizaron pollos Ross de un dia de edad, distribuidos aleatoriamente y se alojaron en
dos baterias Petersime con control eléctrico de temperatura y se alimentaron durante 5
semanas con las dietas experimentales y agua potable add libitum.

Los tratamientos se analizaron estadisticamente por medio de Qna ANDEVA con un
p<0.05 una comparacién de medias por el método de Tukey.

DATOS:

Tratamiento Secuestrante comerciat | Aflatoxinas | Ocratoxina A | Toxina T-2
Ho/kg pg/Kg HO/Kg

1 Control Negativo 0.0 <1.0 < 0.5 <15.0

2 Testigo Positivo 0.0 120 250 2,210

3 Micotoxinas + 0.5g/ Kg 120 250 2,210

Secuestrante
Comercial
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¢).- Al final del periodo experimental se sacrifico la mitad de la poblacion de cada
tratamiento, para ta descripcion de las lesiones.

PATOLOGIA MACROSCOPICA: Se evaluaron hallazgos macroscopicos en boca,
lengua, esdfago, rifén, bolsa de Fabricio (BF), proventriculo (PV) y molleja (MLL) en

fas aves aleatoriamente por tratamiento. Cada ave fue pesada e identificada.

HISTOPATOLOGIA: Se obtuvieron muestras de rifion, higado, proventriculo, bolsa de
Fabricio, de cada ave sacrificada, y fueron fijadas con formol amortiguador al 10%.

En la evaluacion microscopica se realizaron laminillas por ia técnica de inclusiones
Parafina y se tifleron por la técnica de hematoxilina-eosina.

Se observaron las laminillas para describir las lesiones en cada Tejido.

60



2.11 RESULTADOS

2.11.1 Ganancia de peso semanal.

A).- G ia de p !t en pollos (g )
EDAD DE LAS AVES
Tratamiento Semana Primera Segunda Tercera | Cuarta
Cero Semana Semana Semana |Semana
X D.E x D.E x DE. | X DE. |X D.E.
1 Control (-) [83.5° 5.5 225.1* 21.1 [452.6" 717.9* 1281.0"
38.9 69.7 100.8
2Testigo (+)|84.7° 4.9 210.2* 151 404.8° 637.6° 919.7°
31.6 75.1 78.2
3 Dietas con|85.0" 5.7 205.7"* 18.2 430.7*F 693.7* 1182.5*
micotoxinas + 36.0 64.7 97.3
secuestrantes

Tratamiento

Ganancia de Peso

(%) de Ganancia de Peso en

Total (g) relacion at control (-)
1 Control (-) 1,197.5 100.00"
2 Testigo (+) 835.0 69.72°
3 Dieta con 1,097.6 91.65

micotoxinas +
secuestrante
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B).- Ganancia de peso semanal pollas (g)

EDAD DE LAS AVES

Tratamiento Semana Primera |Segunda |Tercera |Cuarta
Cero Seman Semana |Seman Seman
X D.E. | X D.E. |[X D.E. |[ X D.E.|[X D.E:
1 Control (-) 82.4" 6.2 |[231.0" 447.2" 785.4* 1270.3" 120.7
19.1 38.9 71.0
2 Testigo 83.8" 8.7 [214.1" 370.2° 668.3° 897.6° 589
21.6 31.3 67.3
3 Dieta con [86.9* 5.1[214.3" 418.3" 708.4* 1192.5® 545
micotoxinas + 21.2 33.8 33.8
secuestrante

Tratamiento

Ganancia de Peso

(%) de Ganancia de Peso en

Total (g) relaciéon at control (-)
1 Control (-) 1,187.9 100.00*
2 Testigo (+) 813.8 68.50°
3 Dieta con 1,105.6 93.07

micotoxinas +
secuestrante

of

Literales diferentes con significancia estadistica ( p<0.05 )
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2.12 Discusion.

2.12.1 Ensayo experimental in vivo.

GANANCIA DE PESO SEMANAL POLLOS.

e Semana cero no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
los animales alimentados con los diferentes tratamientos.

- En la pimera semana aun no existieron evidencias significativas de toxicidad ni
diferencias estadisticas en las ganancias de peso mientras que en la segunda semana
ya existieron efectos téxicos donde los procesos biocelulares y/o fisiolégicos son
afectados, por lo que se presento una disminucién de la ganancia de peso.
Comparando los tratamientos 1 y 2 se presentd una pérdida en la ganancia de peso
del 17.2% para el tratamiento 2, mientras que para el tratamiento 3, que fue adicionado
de! secuestrante de micotoxinas, la diferencia fue tan sélo del 6.5%, es decir que el
efecto téxico acumulativo de la mezcla de micotoxinas se evidencié hasta 14 dias
después de la alimentacion con la dieta experimental y con la adiciébn del polimero
reticular los animales reflejaron un efecto de proteccion parcial a la micotoxicosis.

. En la tercera semana se observé un efecto similar y, finalmente en la cuarta
semana de alimentacién experimental se obtuvo la mayor diferencia en la ganancia de
peso entre los tratamientos de tal forma que al comparar las ganancias de peso
respecto al grupo control, se obtuvo una diferencia de! 28.2% para el tratamiento 2., y
del 7.7% en el tratamiento 3, siendo estadisticamente significativo en el tratamiento 2.
Cuadro # 1, Grafica # 1.
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GANANCIA DE PESO SEMANAL EN POLLAS.

e El comportamiento en la ganancia de peso en las hembras fue similar al obtenido
en los machos, ya que durante la primera semana no se presentaron diferencias
significativas ni manifestaciones clinicas importantes y a partir de la segunda semana
se incrementaron las diferencias en la ganancia de peso para los animales que no se
les adicioné el secuestrante con una diferencia maxima del 29.34% al final del periodo
y del 6% en las aves del tratamiento 3.

e Los resultados obtenidos en el presente trabajo estdn de acuerdo a lo descrito en
la literatura donde se menciona que los efectos toxicos de las micotoxinas se potencian
al estar presentes mas de un tipo de micotoxina y que tienen un efecto acumulativo, lo
cual representa un grave problema en la produccion pecuaria y en los riesgos de salud

publica 11259 Cuadro # 2, Grafica # 2.

e El efecto de protecciéon parcial (93.7% para las hembras y 91.65% para machos)
obtenidos en el presente estudio, coinciden con los resultados descritos por (1,23,4)
donde el uso de secuestrantes puede disminuir los efectos téxicos de alguna micotoxina
o mezcla de micotoxinas, pero hasta el momento ningun secuestrante ha demostrado
conferir una protecciéon del 100% en los parametros productivos, reproductivos, o
estatus inmunolégico. Evidentemente existe una gran diversidad de tipos de
micotoxinas, con estructuras quimicas y modos de accién muy diversos, por o que
resulta sumamente dificil que un secuestrante con un solo principio activo y mecanismo
de accién pueda inhibir todo tipo de micotoxinas.

e Las diferencias en las ganancias de pesos entre los tratamientos se pude deber a
que la accion toxica de las Aflatoxinas, Ocratoxina A y Toxina T-2 interfieren con los
procesos de obtencitn de energia, sintesis de proteinas, son inmunosupresores e
interfieren con los procesos de absorcion intestinal de algunos nutrientes, ademas de



las lesiones de ulcerativas que el tricoticeno T-2 produce en el tracto gastrointestinal de
los animales expuestos. Apéndice fotografias (#2,#3)

e Es importante sefialar que las manifestaciones clinicas en los animales tanto
hembras como machos del tratamiento 2 se presentaron (Testigo+) heces acuosas a
partir de la tercera semana de la dieta experimental y a la cuarta semana se observé
una mala pigmentacion de patas y crestas. Mientras que estos animales del tratamiento
3 no se presento diarrea durante el periodo experimental y se obtuvo una buena
pigmentacion.

e Al realizar las necropsias de las aves tanto machos como hembras de los grupos
controles, no se observaron lesiones macroscéopicas en los 6rganos y tejidos. Sin
embargo, en los animales alimentados con las dietas contaminadas, los higados
presentaron una ligera hiperémia, bordes redondeados y un color amarillento.

e Asi como lesiones ulcerosas de diferentes magnitudes en la cavidad oral, lengua y
proventriculo, siendo de mayor severidad en los animales donde no se adicioné el
polimero reticular a la dieta. Los intestinos delgados presentaron un endurecimiento al
tacto. Apéndice ( fotografias #1, #4, #5, #6 ).

e En el estudio histopatolégico se encontré una deplesion celular algunos 6rganos
linfoides como la bolsa de fabricio y el timo, en el tejido hepatico se observé una
pérdida de la estructura, los hepatocitos mostraron una alta vacuolizacion sugestivos de
cambio graso y en el tejido renal se observé una tubulonefrosis y glomerulonefritis
moderada.

e Las lesiones renales encontradas en el presente trabajo no fueron tan severas
como las seflaladas en otros trabajos, donde utilizaron una dosis de 567 ppb, y
encontraron lesiones y caracteristicas de Ocratoxicosis, con una severa afectaciéon en
la ganancia de peso y consumo de alimento >.
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e Garclia en el 2001 utilizé un ensayo in vivo con aves de un dia de edad con niveles
de Toxina T-2 de 927 ppb y observé una reduccién significativa de la ganancia de
peso y del consumo del alimento, con la presentacién de escasas lesiones ulcerativas,
y al agregar individualmente a las dietas contaminadas dos productos comerciales
secuestrantes de micotoxinas (Celtic y Mycofix) observo un efecto de proteccion parcial.



2.13 CONCLUSION.

4).- Se observé un efecto acumulativo de la toxicidad de las micotoxinas en las aves
alimentadas con la dieta contaminada con la mezcla de Aflatoxina B1, Toxina T-2 y
Ocratoxina A.

2).- Las aves alimentadas (hembras y machos) con una dieta conteniendo 120 ppb de
Aflatoxina B1, 2,210 ppb de Toxina T-2 y 250 ppb de Ocratoxina A presentaron una
disminuciéon en la ganancia de peso promedio de 28.77%.

3).- La adicién de una dosis de 0.05% Polimero Reticular (Atox) a dietas contaminadas
con 120 pwg/Kg de Aflatoxinas, 250 png/Kg de Ocratoxina Ay 2,210 ng/Kg de Toxina T-2,
le confirié6 una proteccion del 92. 36% a pollos de engorda contra los efectos téxicos de
la mezctla de Micotoxinas.
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2.14 APENDICE.

2.14.1 GRAFICA # 1
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2.15.3 LESIONES MACROSCOPICAS

Fig. 1 Presencia de lesiones en el
pico de los pollos que son
afectados por la mezcla de
micotoxinas en la dieta.

Fig. 2 Muestra la diferencia en la
ganancia de peso de los grupos
experimentales, asi como su
pigmentacion.

Fig. 3 Lesiones
caracteristicas de la
mezcla de micotoxinas.
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Fig. 4

Figs. 4, 5,6, 7 Necropcias que
muestran {as lesiones
ocasionadas por la presencia
de micotoxinas a las dietas de
los animales de
experimentacion.
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