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No vuelvas la espalda
a los futuros posibles
antes de estar seguro de gue no tienes

nada gue aprender de ellos....

Nunca
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sin concederte también la facultad

de hacerlo realidad.....

Richard Bach
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RESUMEN

El estudio del efecto de la combinacién de las micotoxinas a tomado un gran significando para
la salud humana y animal, ya que es la forma en que se presentan estos compuestos en la
naturaleza, por lo tanto, el riesgo estd relacionado a la presencia de dos 0 mas metabolitos
toxicos bioldgicamente activos y su combinacion en el alimento, generando un efecto de
interaccion enmarcado dentro de los principios de toxicologia de sinergismo o de aditividad. Se
realizaron una serie de trabajos experimentales con la finalidad de ajustar las concentraciones
de micotoxinas a utilizar en el trabajo final, del mismo modo estos sirvieron para preparar la
metodologia de recopilacion de datos, muestreo sanguineo y de 6rganos, asi como de ajustar las
técnicas de laboratorio para la evaluacion del hematocrito, proteinas, transaminasas y
bilirrubinas séricas. En la investigacion final se observo que la presencia de aflatoxinas y
fumonisinas (AFBs+FBs) disminuyen el peso de las aves (p<0.05). El peso relativo de higado,
riidn y bazo se ven afectados en presencia de algin tipo de micotoxina o su combinacién
respecto al testigo (p<0.05). Del mismo modo el hematocrito, proteinas, transaminasas y
bilirrubinas se ven afectadas significativamente en las aves que consumieron AFBs+FBs
(p<0.05). Este trabajo es el primer estudio en México que pone de manifiesto que
concentraciones menores a 200 0 300 mg de FB /kg de alimento en combinacion con 1 mg de
AFB /kg de alimento inciden negativamente sobre el desempefio y la salud del pollo de engorda

bajo las condiciones experimentales empleadas.

Palabras claves: Aflatoxina B, | Fumonisina B4| Pollo de engorda | Interaccién |
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Summary

The research of the combined effect of mycotoxins had taken a relevant significance in human
and animal health, since this is the most frequent form of presentation in nature. There is risk
related between the presence of two or more biologically active toxic metabolites or its
combination in feed and health, such toxins combination could give place of two meanings of
toxicology: synergism or additivity. A serie of some experiments to establish the mycotoxins
concentration and administration methodology for the final research were done. The
experiments were also used to establish the methodology for: data recollection, blood and
organs sampling, standardized clinical laboratory techniques for hematocrit, protein,
transaminases and seric bilirrubines.In the last experiment was observed that aflatoxins and
fumonisins (AFBs+FBs) present in the broilers feed decreased weight gain (p<0.05). The
presence of any kind of mycotoxins or its combinations, had negative effect on the relative
weight of liver, kidney and spleen when compared with the negative control group (p<0.05). At
the same time, the broilers fed with combination of AFBs+FBs showed a negative effect in the
hematocrit, protein, transaminases and seric bilirrubine values (p<0.05). This study is the first in
Mexico, that showed that mycotoxin concentrations lower to 200 or 300 mg of FB /kg in
combination with 1 mg of AFB /kg in broilers feed, had a negative effect in general production

performance and health of broilers chicks under the experimental conditions employed.

Key word; Aflatoxins B1 (AFB) | Fumonisin B1 (FB) | Boilers |[Synergism.
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El pollo de engorda como modelo de estudio del efecto de las aflatoxinas y las

fumonisinas.

1. Generalidades.

1.1 Produccién pecuaria en México.

En los ultimos afios la evoluciéon de la economia mexicana se tradujo en una mayor
demanda por alimentos, punto fundamental para el crecimiento de la ganaderia, dentro de
la cual la avicultura alcanzé el mayor crecimiento. La produccién de carne de pollo en
2005 fue de 2,436,534.2 toneladas, en tanto que las importaciones, principalmente para el
abasto de la industria empacadora, se mantuvieron en el orden de las 360,750.3 toneladas.
Con base en lo anterior se determina que el Consumo Nacional Aparente (CNA) de carne
de pollo se situé en 2,797,284.5 toneladas, con base en lo cual la disponibilidad por
habitante al afio fue practicamente de 26,3 kg, consolidandose como la carne mas

consumida en México, absorbiendo mas del 42% del mercado de carnes de nuestro pais.

(INEGI,2006).

1.2 Alimentacién e insumos en la produccién animal.

Al igual que en otras ramas de la produccion ganadera, el aumento de los volimenes de
produccién avicola conlleva al crecimiento de su consumo de alimentos balanceados y, por
tanto, de granos forrajeros y oleaginosas, los que conforman parte fundamental de las
dietas aplicadas para obtener los mayores indices de productividad, aprovechando para
ello el potencial productivo que la mejora genética confiere a las aves de engorda (Avila,

1990, Cuca y Avila., 1996; D'Mello et al., 1997).



Se estim6 que durante 1999 la engorda de pollo, asi como el mantenimiento del pie de cria
requirié de 3.5 millones de toneladas de granos forrajeros lo que implic6 un crecimiento
del 5.8% en esta demanda. Con estos cotas de consumo, la avicultura productora de carne
se mantiene como la segunda area demandante de granos, los que representan el 24% y el
35% de los requerimientos globales de la ganaderia por granos y pastas, respectivamente

(INEGI, 2000).

La alimentacion corresponde entre el 65y 70% de los gastos en una explotacién, por lo que
es un factor de suma importancia para la produccién animal, sin embargo por medio de
un buen manejo se puede obtener una mejor eficiencia y calidad en la producciéon. Sin
embargo, existen una serie de factores que modifican la calidad tanto nutritiva como
organoléptica de los alimentos traduciéndose en deficiencias y perdidas en la produccion

animal, entre los factores se encuentran principalmente la contaminacion proveniente de:

e Insectos (Gorgojo del frijol; Gorgojos del maiz).
e Microorganismos patégenos bacterianos.
e Sustancias quimicas.

e Metabolitos producidos por hongos.

Una de las principales contaminaciéon de alimentos agricolas y pecuarios ocurre con los
metabolitos secundarios (micotoxinas) producidos por hongos constituyendo un problema
sanitario en escala mundial. Arpad y Radomir (1999), menciona que se han aislado e
identificado cerca de 100,000 especies de hongos, de los cuales 400 pueden ser
considerados potencialmente téxicos, sin embargo de estos 400 especies de hongos en la
actualidad solo se conocen el 5%. Los hongos pueden invadir a los granos desde el campo
6 en el almacén provocando una disminucién en la calidad nutritiva y organoléptica en
los alimentos invadidos, dentro de los cambios observados en los alimentos podemos

mencionan:



a) Modificacion de las caracteristicas organolépticas del alimento: como olor, sabor,
decoloracién, apelmazamiento y disminucién de la fluidez. Es evidente que todo esto
conduce a una significativa disminucion de la calidad de la racién (Gimeno, 1991; Jelinek et
al., 1989).

b) Deterioro y reduccion de las caracteristicas nutritivas del alimento: en las fases de
proliferacion y crecimiento fingico hay un consumo de nutrientes basicos por parte de los
mohos y levaduras produciéndose una degradacién de proteinas, grasas e hidratos de
carbono asi como también alteraciones en los valores vitaminicos. Todo esto conduce a
una disminucién del valor proteico, y energético de los alimentos (Christensen y Sauer,
1982; Gimeno, 1991; Jelinek et al., 1989).

c¢) Segregacion masiva de enzimas que provoca reacciones de lisis fuertemente
exotérmicas.

Es evidente que este calor perdido disminuye el valor energético original del alimento
afectado. Por otro lado se pueden ocasionar explosiones e incendios por la acumulaciéon en
los silos del metano y otros gases inflamables que se desprenden en los procesos
metabdlicos de los hongos durante el ataque a las materias primas y piensos compuestos
(Christensen y Sauer, 1982; Gimeno, 1991; Jelinek et al., 1989).

d) Reduccion de peso en el producto almacenado (mermas) debido a que los hongos
consumen los carbohidratos del grano para sobrevivir y reproducirse (Moreno y
Gutiérrez, 1992).

e) Contaminacion de las materias primas y piensos compuestos por metabolitos
secundarios toxicos llamados micotoxinas y producidos por algunas especies y estirpes
fangicas con capacidad genética para producirlas dentro de ciertas condiciones fisicas,
quimicas y biolégicas (Hamilton, 1976; Moreno y Gutiérrez, 1992; Ellis et al., 1991; Placinta
et al., 1999).



En los animales las micotoxinas provocan:

a) Rechazo del alimento por parte de los animales debido a la alteraciéon de las
caracteristicas organolépticas (Placinta et al., 1999).

b) Disminuciéon del indice de transformaciéon de nutrientes en el animal por una
deficiencia nutritiva y energética (Placinta et al., 1999).

¢) Implantacion de micosis en los animales con la producciéon de enfermedades y
problemas ocasionados por diferentes géneros de hongos como Aspergillus fumigatus,
A flavus, A.nidulans, A.niger (Gimeno, 1991; Smith y Hamilton, 1970)

d) Micotoxicosis. Ciertos hongos poseen la capacidad genética de sintetizar metabolitos
toxicos, causantes de diversos trastornos en el desarrollo y en la produccion animal,
ademads de ser un riesgo potencial para la salud humana al quedar residuos de estas
toxinas en la carne, leche o huevo (Moreno y Gutiérrez, 1992; Hamilton, 1976; Visconti et

al., 1999; Placinta et al., 1999).

1.3 Contaminacion por hongos.

Los hongos son organismos autétrofos, incapaces de sintetizar materia orgénica lo que los
obliga a vivir como pardsitos o saprobios, aprovechando desarrollares sobre un sustrato
que contenga los diversos nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo. De
acuerdo al momento del desarrollo y contaminacién de los hongos se han clasificado en
tres grandes grupos 1) hongos de campo, 2) hongos de almacén y 3) hongos de deterioro

avanzado (Christensen y Sauer, 1982; Gimeno, 1991; Moreno y Gutiérrez, 1992)

a) Hongos de campo: son agentes causales de enfermedades de los cultivos e invaden
a los granos en el campo siendo los mas importantes por el dafié6 que ocasionan
son: Fusarium, Alternaria, Aureobasidium (Pullularia), Acremonium (Cephalosporium),
Cladosporium, Diplodia maydis.

b) Hongos de almacén: se desarrollan principalmente bajo condiciones de elevada

humedad relativa, después de la cosecha, durante el transporte, el secado lento, el
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almacenamiento y el procesado de los granos, en su mayoria compuestos por los
géneros Aspergillus y Penicillium principalmente.

c¢) Hongos de deterioro: los cuales necesitan altos contenidos de humedad para su
desarrollo y en la naturaleza se les encuentra colonizando materia organica en
proceso de descomposicion, siendo el caso de los hongos: Absidia, Aspergillus

clavatus, Aspergillus niger y Rhizopus entre otros.

De los hongos anteriormente mencionados algunos de ellos poseen la capacidad de
sintetizar micotoxinas, substancias quimicas altamente peligrosas para la salud animal,
causando mortalidad o bien baja eficiencia productiva, la cual se traduce en grandes
pérdidas econdmicas, en la productividadad animal y un riesgo para la salud humana

(Christensen y Sauer, 1982; Gimeno, 1991; Moreno y Gutiérrez, 1992; Arpéd, 1999).

De la gran variedad de hongos existentes en los diversos ecosistemas, los principales
géneros que producen micotoxinas son Aspergillus, Fusarium y Penicillium, siendo las
especies mds reconocidas Aspergillus flavus Link; Aspergillus parasiticus Speare, Aspergillus
ochraceus, Fusarium moniliforme, Penicillium niger, que sintetizan toxinas altamente
hepatotoxicas, nefrotdxicas, inmuno depresoras y cancerigenas para los animales
domésticos, aves y seres humanos. (D'Mello et al., 1999, D'Mello y Macdonald, 1997;
Rustom, 1997).

1.4 Micotoxicosis.

Las mayoria de las micotoxinas son compuestos policeténicos resultantes de las reacciones
de condensacién que tienen lugar cuando se interrumpe la reduccion de los grupos
ceténicos en la biosintesis de los acidos grasos realizada por los hongos, estos acidos
grasos son metabolitos primarios los cuales son utilizados como reservorio de energia

(Jelinek et al., 1989 ; Gimeno, 1991; Ellis et al., 1991 ; Coulombe, 1993; D"Mello et al., 1999).



Existe una serie de factores que son determinantes para el crecimiento de los hongos y la

produccién de micotoxinas, como los siguientes:

A) Humedad relativa : Es la cantidad de agua existente en el ambiente y a la cual
pueden disponer los microorganismos, una vez alcanzado el equilibrio entre la
humedad del producto y el vapor de agua del ambiente. Este se expresa como
porcentaje, valores inferiores al 65% representan un escaso crecimiento fangico, el
crecimiento y la proliferacion se acelera con porcentajes mayores al 75 % (Moreno y

Gutierrez, 1992; Christensen and Sauer, 1982).

B) Temperatura: la temperatura 6ptima para el crecimiento de los hongos se encuentra
entre 25° y 30° C, sin embargo algunos autores (Christensen and Sauer, 1982)
indican una temperatura de 36° a 38° C y el limite maximo entre 40° y 45° C, no
obstante Aspergillus flavus; A. candidus; y A. fumigatus pueden crecer sin problemas
hasta 55° C. Hay que destacar que la mayoria de los hongos no crecen por debajo

de 5° C (Moreno y Gutierrez, 1992; Gimeno, 1991).

C) Integridad del grano: los granos partidos son mas susceptibles a la invasién y

desarrollo fangico (Moreno y Gutierrez, 1992).

D) Sustrato: en general los hongos se nutren de los micro y macroelementos existentes
en cualquier material orgénico; sin embargo la produccién de micotoxinas si estd
ligada a la composicién del sustrato del tipo del grano en donde se realiza la invasion
como es el maiz, trigo y sorgo entre otros (Scudamore et al., 1998; Christensen and

Sauer, 1982).

E) Oxigeno: la mayor parte de los hongos son aerobios, una carencia de oxigeno
condiciona su crecimiento. El anhidro carbénico puede inhibir la formacién de algunas

micotoxinas (como puede ser la aflatoxina) (Gimeno, 1991).



La sola presencia de hongos en un determinado producto, ain de una cepa productora de
micotoxina no significa que la micotoxina esté presente o que se vaya a producir, para que
suceda eso se requiere que concurran las condiciones ambientales de temperatura,
humedad, sustrato y tiempo de incubacion; sin embargo puede ocurrir el hecho de
detectar la micotoxina sin la presencia del o los hongos productores, ya que éstos y sus
esporas pueden haber sido eliminados, no ocurriendo lo mismo con las micotoxinas, que
permanecen en el sustrato (Christensen and Sauer, 1982; Jelinek et al., 1989; Moreno y

Gutierrez, 1992; Juszkiewicz y Piskorska-Pliszczynska, 1992).

1.5 Distribucién geografica de las micotoxinas.

En Canada y Estados Unidos de Norteamérica las micotoxinas mas frecuentes son la
ocratoxina, vomitoxina y zearalenona, mientras que las aflatoxinas lo son México. En el
Norte de Europa se presentan comtinmente la ocratoxiona, vomitoxina y zearalenona y en

el subcontinente Indio y Africa las aflatoxinas y fumonisinas (Sweeney y Dobson, 1998).

En todos los Continentes las diferencias climéticas entre el Norte, Centro y Sur favorecen
el desarrollo de distintas especies de hongos. Las aflatoxinas son comunes en condiciones
climéticas humedas y calidas como las que existen en América Latina, Asia y Africa y en
ciertos lugares de Australia. Sin embargo durante el invierno se presentan las condiciones
de humedad que junto con la temperatura dan las condiciones ideales para la fumonisina,
zearalenona, vomitoxina, toxina T2 y ocratoxina (D'Mello, 1999; Jelinek et al., 1989

Juszkiewicz y Piskorska-Pliszczynska, 1992; Placinta et al., 1999).



2. Aspergillus spp Y AFLATOXINAS.

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos heterociclicos sintetizados principalmente por
Aspergillus flavus 'y Aspergillus parasiticus (Ellis et al., 1991). Se conocen 18 tipos de
aflatoxinas, las aflatoxina B1, B2, G1 y G2 son compuestos de ocurrencia natural, mientras
que metabolitos como M1, M2, P1, Q1 y Aflatoxicol (Ro) entre otros, son resultado de la
acciéon de microbios o del metabolismo del organismo sobre las 4 principales micotoxinas
(Smith y Ross, 1991). Las principales aflatoxinas sintetizadas por Aspergillus flavus son la

B1 y B2, mientras que Aspergillus parasiticus sintetiza los 4 tipos naturales (FIGURA 1).

Quimicamente las aflatoxinas son difurocumarolactonas (Rao y Joshi, 1993), formadas por
un anillo bifuran unido a un ndcleo de cumarina y un anillo de pentona (AFB y AFM) o

bien un anillo lactona (AFG).

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2.

Las cepas aflatoxigenas de A. flavus han sido aisladas a lo largo del mundo (Takahashi,
1993; FAO, 1999). Jelinek et al (1989) reportan que las concentraciones de aflatoxina en
granos analizados por ellos esta entre 5y 50 pg/kg de alimento. Diversos investigadores
han determinado la ocurrencia de aflatoxina en alimentos para pollos, por ejemplo Shetty
et al. (1987) mencionan como precedente, que de 31 muestras analizadas en Nigeria, el 19%

contenian aflatoxina con concentraciones entre 30 a 1,610 pg/kg de alimento y las de
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Egipto (1,175 muestras de alimento para pollo) el 30.7% contenian aflatoxina en rangos que
iban de 1 a 2000 pg/kg de alimento, mientras que Jindal et al (1993) de 240 muestras
analizadas en la India, reporta que todas las muestras fueron positivas a aflatoxinas con

cantidades que van de 7 a 11,600 pg/kg de alimento.

2.1 Toxicidad.

La aflatoxina B1 esté clasificada como la mas téxica (LDso 1-50 mg/kg de pv) para muchas
especies animales. Las especies mds susceptibles a AFB1 son los patos, conejos y gatos
mientras que los ratones, hamster, ratas y pollos son mas resistentes. Con respecto a las
especies aviares los patos son los mas sensibles seguidos de los pavos, gansos, faisanes,

pollos de engorda y gallinas (Muller et al., 1970).

El efecto toxico de las aflatoxinas depende de la dosis, la concentracién y del tiempo de
exposicion, por lo que se puede distinguir procesos de curso agudo caracterizados por
hemorragias severas, anorexia, depresion y muerte (Osweiller et al.,, 1985) o bien
desarrollar cuadros de curso crénico, donde se presenta una disminucién en la ganancia
de peso, mala conversién alimenticia, inmunodepresion e incluso desarrollo de procesos

neoplasicos principalmente en higado (Smith y Ross, 1991).

Para que las aflatoxinas puedan causar dafio es necesario que ocurra absorcion,
distribucién, biotransformaciéon y la acumulaciéon residual dentro de un organismo. El
principal sitio de absorcion es el aparato digestivo seguido del pulmén y de la piel y esto
se debe a que las aflatoxinas son compuestos liposolubles (Sawhney et al., 1973; Klaassen y
Rozman, 1991) por lo que facilmente son absorbidas, para posteriormente llegar al torrente
circulatorio y de ahi distribuirse hacia los tejidos blandos y depodsitos de grasa en los
pollos, sin embargo la mayor acumulacién ocurre en los érganos involucrados en la
biotransformacion y eliminacién de los alimentos, como son el higado y el rifidon, esto fue
observado por Sawhney et al (1973), quienes administraron aflatoxina marcada con
carbono 14 en dosis tnica, detectando pocos minutos después de la toma la presencia en

higado y rifién principalmente, asi como en otros tejidos (musculo, tejido adiposo y piel).



La biotransformaciéon bdasicamente es una reaccién enzimdética consistente en una
oxidacién, reduccién, hidroélisis y conjugacién con diferentes sustancias para su posterior
excrecion (FIGURA 2). La AFB1 es biotransformada por la enzima citocromo P-450
mitocondrial en un metabolito hidrosoluble, dando origen a la aflatoxina M1, Q1, P1 y Ro
localizadas principalmente en higado (estos compuestos son mucho menos toxicos que la
AFB1), otra enzima que también se ha visto involucrada es el citocromo P-488 (Yoshisawa
et al., 1982). Los pollos de engorda y las gallina de postura pueden metabolizar la mayoria
de la AFB1 cuando es administrada en dosis relativamente bajas (Chipley et al., 1974), por
ejemplo Patterson (1973) reporta que los pollos, cerdos y ratones metabolizan la AFB1 en
pequenas cantidades de M1 (5 - 10%), mientras que la mayoria da origen a la aflatoxina Bs.
(hemiacetilato). Este hemiacetilato se ha demostrado que no es téxico para embriones de
pollo en dosis 100 veces mayores a la LDsp de AFB1. Otro metabolito importante es la
aflatoxina 8,9 epoxoide, la cual tiene una alta afinidad por sitios nucleofilicos del DNA
celular, por lo que se cree que es la responsable del efecto carcinogénico y mutagénico de

la AFB1 (Ashoor y Chu, 1975).

Otro de los compuestos resultantes de la reduccién del grupo carboxilo de AFB1 y AFB2 es
el aflatoxicol. Este compuesto a diferencia de los anteriores no se origina de la accién de
enzimas microsomales, depende de enzimas localizadas en el citosol. Si el aflatoxicol sufre
una re-oxidacién por la enzima deshidrogenasa microsomal adquiere nuevamente su
conformacién de AFB1, por lo que, se considera una forma importante de almacenamiento

de la AFB1 (Patterson y Roberts, 1970).
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Reductasa Aflatoxina Bl
Citoplasmatiea

Reducecion

Citocromo P450 enzima

yd N4

O-demetilacién

Aflatoxina P1 Aflatoxina M1

Figura 2. Biotransformacion de la aflatoxina B1 (Mishara y Chitrangada, 2003).

Para ser eliminadas a través de la leche, secreciones digestivas y urinarias las aflatoxinas
de manera general se conjugan con 4cido glucorénico y taurocoélico los cuales conforman a
la bilis y en menor grado estas son eliminadas a través de rifién y aparato gastrointestinal.
Trabajos realizados por Sawhney et al (1973) observaron en gallinas y pollos de engorda
que al dar una dosis tnica por via oral y parenteral de aflatoxina marcada, el 28% de ella
se eliminaba por via urinaria y gastrointestinal en las primeras 24 hrs y el 71% se excretaba
después de 7 dias, la vida media en el plasma fue de 1.5 hrs. para aparecer rapidamente en
bilis. Por lo que se menciona que se puede eliminar de los tejidos en un tiempo
relativamente corto entre 72 y 96 hrs posingestién. Respecto al efecto residual no se tienen
evidencias que la AFM1 sea elimina a través del huevo; Sawhney et al. (1973) y Jacobson y
Wiseman (1974) encontré diferentes concentraciones de aflatoxina (entre 0.2 y 3.3 ppb) en
los diversos componentes del huevo (cascarén, yema y clara) al dar dietas con 100 a 400

ppb de AFBL.
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Trucksess et al. (1983) alimentaron gallinas de postura con dietas que contenia 8,000 ppb
de AFB1 durante 7 dias, sacrificando a la mitad de las aves al término de este periodo y al
resto de las aves se les aliment6 7 dias mds con un producto libre de AFBI. Ellos
observaron la presencia de AFB1 y aflatoxicol en huevo y tejidos blandos (higado y ovario)

y AFM1 en rifién a los 7 dias postconsumo de alimento contaminado.

2.2 Toxicodinamia.

Las aflatoxinas pueden interactuar con el DNA, RNA y proteinas celulares (Iwaki et al.,
1990), el efecto sobre el DNA es resultado de la interacciéon de la toxina con los sitios
nucleofilicos. La interaccion de las aflatoxinas con los dcidos nucleicos son de dos tipos:
uno de ellos es a través de uniones no covalentes, las cuales son débiles y reversibles; el
otro tipo es con uniones covalentes formando enlaces muy fuertes e irreversibles,
permitiendo la formaciéon de complejos DNA-Aflatoxina conocidos como “aductos”
(Kiessling, 1986). Estos aductos son el resultado de la accién enzimatica del P450, por lo
que hace a las células hepéticas las mas susceptibles por su alto contenido de esta enzima.
Otros metabolitos como el Bl-epdéxido es considerado como el responsable del efecto

carcinogénico (Coulombe, 1993).

2.3 Aflatoxicosis en pollos de engorda

Las aflatoxinas han sido responsables o han estado involucradas en diferentes sindromes
en aves, por ejemplo en la enfermedad “X” de los pavos en el Reino Unido descrita en
1961, la cual se caracteriz6 por alta mortalidad, aproximadamente 100,000 pavos. Donde se
realizaron esfuerzos para encontrar a un agente infeccioso, siendo estos analisis negativos
al aislamiento biolégico, sin embargo mediante un proceso de pruebas alimentarias se
encontré una sustancia toxica asociada con un ingrediente de la dieta , pasta de cachuate
de Brasil. También se ha relacionado con el sindrome de higado graso y sindrome de

higado hemorragico en aves (Kubena et al., 1990).

12



La aflatoxicosis altera los parametros productivos tales como ganancia de peso, consumo
de alimento, conversion alimenticia, pigmentacién, produccién de huevo y rendimiento
productivo, ademas de su efecto inmunodepresor y cancerigeno tanto en animales como
en el hombre. Algunas de estas alteraciones son influenciadas directamente por la
intoxicacioén, sin embargo otras son indirectas causadas generalmente por reduccion en el

consumo de alimento.

2.4 Dosis.

En general para la intoxicaciéon con aflatoxina es importante considerar el tipo de
aflatoxina, la concentracién, la dosis, el tiempo de exposicion, especie animal, sexo, estirpe
o raza y la edad del animal expuesto. Sin embargo a pesar de las consideraciones
anteriores y de afios de estudio se tienen amplios rangos de las concentraciones necesarias
para causar alteraciones en los pardmetros productivos y reproductivos, manifestaciones
clinicas de intoxicacién y alteraciones morfopatolégicas en pollos (CUADRO 1) y en pavos
(CUADRO 2). Por este motivo se citan algunos autores que han realizado trabajos de

investigacion enfocados principalmente al efecto de la aflatoxina B1:

Cuadro 1. Efecto de AFB1 en Pollos de Engorda

Edad en Dosis
) Tiempo de consumo Alteraciones
dfas ug/kg p.v
Lesion hepética y muerte
1-7 7 - 14 dias 300 a 600

(Bababunmi y Bassir, 1982 ; Muller et a./, 1970)
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Cuadro 2. Efecto de AFB1 en Pavos.

Edad en Tiempo Dosis
) Alteraciones
dias de consumo pg/kg p.v
Reduccién en la ganancia de peso y
14 35 dias 100 a 800 lesién hepatica microscépica
Reduccion de la eficiencia a la
Pavitos 500
vacunacion de Marek.

(Edds, 1973 ; Giambrone et al., 1985 ; Quist et al., 2000).

2.5 Signos clinicos.

Los signos clinicos en intoxicacién aguda generalmente cursan con la muerte de los
animales de forma repentina, sin embargo raramente es observado esto (Pier, 1992).

En los casos de intoxicacién crénica (dosis y concentraciones bajas por un periodo largo) se
puede observar en pollos de engorda que consumieron alimento con una concentracién de
4 mg de AFB1/kg de alimento, por un periodo de 3 semanas se presenté perdida de peso,
retardo del crecimiento, elevacién de la mortalidad, disminucién de peso y disminucién
de la conversién alimenticia. Sin embargo este mismo efecto ha sido observado cuando la
dieta contiene 0.5 ppm de AFB; en el alimento y es consumido durante cuatro semanas o
maés (Rao y Joshi 1993; Osborne et al., 1982; DaFalla et al., 1987; Del Rio et al., 1998) e
inmunodepresion favoreciendo infecciones bacterianas y parasitarias secundarias (Ghosh
et al., 1990; Virdi et al., 1989). Newberne. (1973) describi6 disminucién en el nimero de
huevos por ciclo, fragilidad del cascarén por cambios en el contenido de calcio. Diversos
autores coinciden que los signos comienzan a aparecer entre la 2% y 3er semana de ingesta

del alimento contaminado (CUADRO 3).
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Cuadro 3. Efecto de AFB1 en Pollos de Engorda

Edad en | Tiempo de |Dosis (ug/kg p.v) Alteraciones
dias consumo

1 7 semanas 75a675 Retraso del crecimiento en la dosis baja y
aumento de la mortalidad en la dosis
alta

1 3 semanas 250 a 500 Reduccién de la ganancia de peso lesion
hepatica e inmunodepresion

1 29 dias 200 Aumento de la susceptibilidad a
coccidiosis

la7 10 semanas | 200 a 800 Retraso del crecimiento en la dosis baja y

lesiéon hepatica grave y aumento de la

mortalidad en la dosis alta.

(Smith y Hamilton, 1970; Doerr et a.l, 1983; Giambrone et al., 1985; Edds et a.l, 1973 ; Ghosh
et al., 1990)

Tyczkowski y Hamilton (1987) y Schaffer et al. (1988) observaron aves pélidas, con pobre

pigmentacion, atribuyendo este hecho a una disminucién en la absorcién, trasporte y

depdsito de los carotenos de la dieta en los tejidos. En gallinas ponedoras se presenta

disminucién en la produccién y peso del huevo con 1 ppm de AFB1/kg de alimento, al

ingerir este por un periodo de 4 semanas (CUADRO 4).
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Cuadro 4. Gallinas de postura alimentadas con AFB1 en el alimento.

Tiempo de Dosis Alteraciones
consumo ug/kg p.v
6 semanas 100 Alteracion en el contenido de calcio en cascarén
33 semanas 610 Reduccién produccion de huevo y aumento de la
mortalidad

(Smith y Hamilton., 1970; Bayman y Cotty, 1993)

2.6 Analisis de laboratorio.
Hematologia y quimica sanguinea:

En pavos se ha observado disminucién en la cuenta de eritrocitos, con un hematocrito de
alrededor del 25 % (normal del 27%) en machos reproductores. Ademas las aflatoxinas son
causa del aumento de la cuenta leucocitaria de heterdfilos y monocitos, con linfopenia
patente (Tung et al., 1975). Doerr et al., (1976) menciona que las concentraciones normales
de proteina sérica en aves son entre 3.0 y 6.0 g/dl, ademas ellos detectaron una
disminucién del 43% en la concentracién de proteinas plasmaticas al administrarse 2.2 pg
de aflatoxina /Kg de pv. También describen una disminucién del 64% de colesterol
sanguineo (normal 100 y 200 mg/100ml), ademas refirieron una disminucién de proteinas

especificas que acttian en la coagulacién, con aumento en el tiempo de coagulacion.

La concentracion sérica de colesterol, triglicéridos, calcio, fésforo, asi como la actividad
enzimatica de la Aspartato Aminotransferasa (AST), Alanino Aminotransferasa (ALT),
Lactato Deshidrogenasa (LDH) y Glutamil Aminotranspeptidasa (GGT) se ve afectados al
utilizar concentraciones de 0.5 ppm, 2.5 y 5 ppm de AFB; en el alimento (Fernandez et al.,

1994; Arshad et al., 1993; Kumar et al., 1993; Quezada et al., 1993; DaFalla et al., 1987).
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La actividad de los leucocitos y la respuesta inmune también se ven afectadas por la
presencia de aflatoxinas. El mecanismo exacto es desconocido, sin embargo el efecto
negativo sobre el complemento, interferon, proteinas séricas y actividad leucocitaria son
presumiblemente resultado de la lesion hepéatica y de la inhibicién de la sintesis de

proteinas (Pier y McLoughlin, 1985).

Corrier (1991) menciona que con un consumo de dietas con 0.2 a 0.5 ppm de aflatoxina la
respuesta inmune contra Pasteurella multocida, Salmonella pullorum y contra el virus de
NewCastle no se ve alterada, no asi cuando las concentraciones son entre 0.6 a 10 ppm por
kg de alimento. Sin embargo otros autores como Edds et al (1973b) y Batra et al (1991) si

observaron disminucién de la respuesta inmune al utilizar las dosis bajas mencionadas.

2.7 Alteraciones morfopatolégicas.

El higado es el principal 6rgano afectado, sin embargo otros é6rganos y tejidos muestran

también alteraciones anatéomicas:

El higado se observa decoloracién palida amarilla -verdosa, con el tiempo desarrolla focos
blanquecinos, hemorragias petequiales o equiméticas, en ocasiones hematomas, el higado
puede estar aumentado de tamafio (curso agudo) o atrofiado (crénico) con fibrosis
abundante. Histolégicamente los hepatocitos presentan degeneracion grasa, hay
hiperplasia de conductos biliares, fibrosis perilobulillar y focos de necrosis, ademaés se
observa la presencia de células inflamatorias como heteréfilos y mononucleares en espacio
porta y alrededor de focos necréticos en el parénquima. El rifén también se observa con
tonalidades palidas blanquecinas o amarillentas, difusas, correspondientes a necrosis
tubular o degeneraciéon grasa, se describe también la presencia de infiltracién linfoide.
También se a descrito cardiomegalia; atrofia de bolsa de Fabricio, timo y bazo con
deplecién linfoide, otros hallazgos son atrofia de médula 6sea observdndose de color
blanquecino y hemorragias en masas musculares como petequias y equimosis (Newberne,
1973; Virdi et al.,1989 ; Ghosh et al., 1990; Espada et al., 1992; Arshad et al., 1993; Kumar et
al., 1993; Quezada et al., 1993; Quist et al., 2000).
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3. Fusarium spp Y FUMONISINAS.

3.1 Fusarium spp

Los hongos del género Fusarium sp estan reconocidos mundialmente, ya que son capaces,
dependiendo de la especie, de metabolizar una serie de toxinas de diversa estructura
quimica. Muchas de las especies toxigénicas de Fusarium son descritas como las mayores
patégenas para platas y cereales (causante de la “podredumbre de la mazorca de maiz”),
asi como para alimentos para consumo animal (Placinta et al., 1999). De las mas
importantes desde el punto de vista de salud animal y productividad estan los
tricotecenos, zearalenonas, moniliformina y fumonisina (Chulze et al., 1996; Viquez et al.,

1996; D"Mello et al., 1999).

Los tricotecenos estan subdivididos en 2 grupos bésicos, uno estd formado por los derivados
alcohdlicos del nacleo tricoteceno y sus ésteres simples, mientras que los ésteres macrociclicos
constituyen el otro grupo mas complejo. Los tricotecenos del tipo “A”que incluyen a la toxina
T-2, la toxina HT-2, el diacetoxyscirpenol (DAS) y al neosolaniol (NEO), producidos por
los hongos F. sporotrichioides y F. poae; en el grupo “B” encontramos al deoxynivalenol
(DON, también conocido como vomitoxina), nivanenol (NIV) y fusarenon X, producidos
por F. culmorum y F. graminearum entre otros. Otra toxina sintetizadas por el género
Fusarium es la zearalenona (ZEN), anteriormente conocida como toxina F-2. Y finalmente
estdn a aquellas toxinas sintetizadas principalmente por F. moniliforme (principalmente) y
F. proliferatum que son la fumonisina, la moniliformina y el fusarin C. Tanto F. moniliforme
como F. proliferatum figuran entre los hongos méds comtinmente asociados con el maiz, y
que pueden recuperarse de la mayoria de los granos, incluso de los que parecen sanos. La
presencia de fumonisinas en las plantaciones de maiz en el campo guardan una
correlaciéon positiva con la incidencia de casos de estas dos especies flingicas que

predominan durante la fase tardia de madurez (Visconti et al, 1999).
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3.2 Fumonisinas.

Las fumonisinas son el grupo de micotoxinas mas recientemente descubiertas y son
producidas principalmente por Fusarium moniloforme Sheldon, la fumonisina By (FB1) es la
molécula predominante producida por el hongo. La fumonisina ha sido asociada con
ciertas enfermedades en animales como son la leucoencefalomalacia en equinos (LEME) y
el edema pulmonar porcino (EPP). El mecanismo general de accién de las fumonisinas es

la disrupcién de sintesis de esfingolipidos (Placinta et al., 1999; Gordon et al., 2000).

Visconti et al (1999) mencionan que las fumonisinas estan principalmente en los cultivos
del maiz, habiéndose demostrado que se dan naturalmente en concentraciones
biolégicamente importantes en el maiz y en varios alimentos a base de éste cereal para
seres humanos y piensos en distintos paises de todo el mundo. Por ejemplo en Filipinas,
Tailandia e Indonesia se ha observado una contaminacién del 50% de maiz. Los paises
africanos son los mas afectados hasta en un 90%, en estos paises se han detectado
cantidades de fumonisina en maiz de 2000 pg/kg de este grano y en alimento para
animales rangos de 4000 a 11000 pg/kg de alimento. Otros investigadores mencionan la
presencia de fumonisina en Argentina, Costa Rica, Honduras y Venezuela pero en
cantidades que van de 1 a 15 pg/g de maiz, afectando principalmente al maiz amarillo en
el 83% de las muestras analizadas (Chulze et al., 1996; Placinta et al., 1999; Gordon et al.,
2000; Medina y Martinez, 2000).

3.3 Estructura quimica.

Las fumonisinas fueron primeramente aisladas del hongo Fusarium moniliforme. , sin
embargo otras especies de Fusarium pueden producirlas, como F. proliferatum; F. nygamai;
F. anthophilium; F. dlamini y F. napiforme. Recientemente un hongo Alternaria sp también
mostro la capacidad de producir Fumonisina B1. Estos son compuestos altamente polares,
por lo que ellos son solubles en agua, pero insolubles en solventes organicos (Ross et al.,
1990; Nelson, 1992).

Seis diferentes fumonisinas han sido aisladas e identificadas (FIGURA 3): fumonisina Al,

A2, Bl (descubierta en 1988), B2, B3 y B4, sin embargo solo FB1, FB2 y FB3 han sido
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detectadas como contaminantes naturales en maiz ( Placinta et al., 1999; D'Mello et al.,

1999)

OR OH OH OR OH OH
ey /\/Y\/W\/\/\/\(/C'ﬁ
CHJ OR (_':H3 OH *NH‘.’ CH! OR CH3 3 ’NH:‘
FUMONISINA B1 FUMONISINA B2

Figura 3. Estructura quimica de fumonisina B1 y B2..

3.4 Mecanismo de accién.

Edwards et al., (2002) mencionan que la Fumonisina B1 interfiere con la biosintesis de los
esfingolipidos o la esfingosina (So), debido a que la FB1 en parte de su estructura quimica
es similar al complejo alcohol-amino de la esfingosina (So) (FIGURA 4).

OR OH OH OH

CH, /\/\/\/\/\/\/WCHZOH

CH] OR CH] OH +NH +NH

3

FUMONISINA B1 ESFINGOSINA

Figura 4. Estructura quimica de fumonisina B1 y esfingosina..

Estos esfingolipidos (fosfoesfingolipidos y glicoesfingolipidos) son importantes en la
integridad de la membrana celular, en la comunicacién intercelular, en el contacto celular,
asi como, en la actividad bioldgica de las células animales y vegetales. En las plantas tiene
una accion fitotéxica dafiando la membrana y reduciendo la sintesis de clorofila. Los
esfingolipidos se encuentran en abundancia en cerebro y tejido nervioso. Por ejemplo los
glicoesfingolipidos son uno de los mayores componentes de los lipidos que forman la
mielina, la cual es un constituyente de la membrana de los ologodendrocitos y de las
células de Schwann, en el sistema nervioso central y periférico, lo que explica las
alteraciones observadas en equinos. La esfingosina (So) es sintetizada en reticulo
endoplasmico, a partir de esfinganina (Sa) (Mayes, 1988; Whang et al., 1991 ; Visconti et al.,
1999).
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3.5 Fumonitoxicosis en pollos.

Existen evidencias de dafio bioquimico, celular y morfolégico en los animales que
consumen alimento contaminado con fumonisinas. Dentro de las alteraciones que se
observan en equinos, cerdos, rumiantes y pollos se encuentran dafio hepético, del tracto
gastrointestinal, cerebro, pulmén, asi como, un efecto inmunodepresor al inhibir la
replicaciéon de células leucocitarias e inhibir la actividad fagocitica de los macréfagos. Sin
embargo la informacion es limitada respecto a los efectos de la fumonisina B1 sobre el

sistema inmune de los pollos. (D"Mello et al., 1999., Placinta et al., 1999; Ledoux et al., 1999)

Las cantidades que se han utilizado en los pollos de engorda son relativamente altas a las
observadas de manera natural en cereales (0 a 5 mg de FB1/kg de cereal) (Murphy et al.,
1993). Ledoux et al., (1999) observaron alteraciones en el peso corporal, peso de érganos y
alteracion en la quimica sanguinea al utilizar dosis de 300 y 400 mg/kg de alimento,
similar a lo reportado por Brown et al, en 1992 y Bailly et al, (2001) quienes
proporcionaron dietas contaminadas con fumonisina a patos con dosis de 5, 15 y 45 mg de
FB1/kg de alimento, observando alteracion en el desempefio productivo atin con la dosis
mas baja en comparacién con el grupo control. Todos los autores coinciden en que los

pollos jovenes son los més susceptibles.

Gimeno (1991) menciona que en pollos de 2 dias de edad y alimentados con 10 mg de
FB1/kg de alimento, durante 6 dias signos clinicos como diarreas, disminucién del peso
vivo y de los pesos relativos del higado, bazo y bolsa de Fabricio. También reporta
disminucién de las concentraciones séricas de triglicéridos, acido trico y de la actividad de
la fosfatasa alcalina, las concentraciones de la gamma-glutamil transferasa,
aspartanoamino transferasa, deshidrogenasa lactica, creatinquinasa y colesterol
aumentaron. A concentraciones de 75 a 525 mg de FB1/kg de alimento, por un periodo de
21 dias, observé una disminucién del consumo de alimento y la ganancia de peso vivo, los
pesos relativos del rifién y del higado aumentaron y la cantidad de esfinganina libre y de
la realacion sérica de esfinganina/esfingosina aumentaron. Del mismo modo observé que

con 225 mg de FB1/kg de alimento, lesiones histolégicas en el higado y con 75 mg de
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FB1/kg de alimento, los pollos mostraron aumento en la cantidad de esfinganina libre y de

esfinganina/esfingosina.

3.6 Analisis de laboratorio.

El calcio sérico, el colesterol, AST (aspartatoamino transferasa), fosfatasa alcalina, LDH
(lactato deshidrogenasa) y GGT (gamma glutamiltransferasa) se incrementan, del mismo
modo se eleva la concentraciéon sérica de esfingolipidos y la relaciéon esfinganina:

esfingosina (Engelhardt et al., 1989; Ledoux y Brown, 1992; Bailly et al., 2001).

3.7 Signos clinicos y alteraciones morfopatolégicas.

Dentro de los signos clinicos observados esta la presencia de diarrea, reduccion del peso
corporal, incremento del peso relativo del higado, molleja y proventriculo, disminucién
de la conversién alimenticia y alta mortalidad. Los hallazgos morfolégicos macroscépicos
correspondieron a ascitis, hidropericardio y miocardio palido. Lesiones ulcerativas en boca
se observaron en pavos. Histolégicamente el higado presenta cambio graso, necrosis
multifocal, hiperplasia de conductos biliares y de cordones hepaticos; degeneraciéon y
necrosis cardiaca (miocardio). En timo atrofia de corteza, asi como discondroplasia; en
intestino delgado se reporta moderada atrofia de vellosidades (Engelhardt et al., 1989;

Ledoux y Brown, 1992; Brown et al., 1992).

4. INTERACCION DE AFLATOXINA Y FUMONISINA.

Atun cuando existen algunos informes sobre la contaminaciéon conjunta de diversas toxinas
(Jelinek et al., 1989; Michael y Alan, 1998, D'Mello et al., 1999; Medina-Martinez y
Martinez, 2000); lamentablemente, la informacién sobre toxicidad, estabilidad y grado de
incidencia de muchas de las micotoxinas que se han identificado atn hoy en dia es escasa
y mas atn en el caso del efecto combinado de dos o més micotoxinas. Esto hace que el
proceso para decidir el o los métodos para su control resulten ser complicados.

Por lo tanto, la presencia de mdltiples toxinas en el mismo sistema proporciona nuevos

motivos de preocupacion, dado que la informacién toxicolégica sobre los efectos de la
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exposicion simultidnea es todavia muy limitada. El uso de diversas materias primas
susceptibles de estar contaminadas por mas de una micotoxina, hace que el problema del
efecto de éstas sea un riesgo mayor para la salud animal y por lo tanto para la economia
avicola. Debido a la falta de informacion es dificil prever los efectos de toxinas multiples;
por ello ciertos estudios in vitro pueden ayudar a predecir los resultados; sin embargo para
una comprension integral es necesario la realizacion de estudios in vivo, permitiendo al

organismo animal participar en el proceso de intoxicacion.

Estudios recientes han demostrado que la exposiciéon simultdnea a aflatoxina Bl y
fumonisina B1 puede provocar respuestas diferentes a la exposicion a esas toxinas por
separado (Placinta et al., 1999; Medina-Martinez y Martinez, 2000), si bien se ha observado
este comportamiento, atin hay pocos estudios sobre la interaccion de estas dos
micotoxinas. Este resultado puede deberse a una combinacién de una serie de factores,
entre los que se incluyen la interaccién quimica o la potenciaciéon/inhibicién de diferentes
vias metabolicas o bien puede ser que la respuesta general se deba al equilibrio entre
diversas reacciones. Por consiguiente, diferentes grados de contaminacién pueden

representar distintas alteraciones para la salud animal y humana.
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5.- HIPOTESIS GENERAL

La ingestion de alimento contaminado con aflatoxinas (1 mg/kg de alimento) y
concentracion baja de fumonisinas (3 mg/g de alimento) tuvo un efecto sinérgico téxico en

el pollo de engorda.

5.1 Hipétesis particulares.

- Los pollos que consumiron aflatoxinas y fumonisinas mostraron disminucién en la
ganancia de peso.

- El efecto sinérgico de la combinacién de aflatoxinas y fumonisinas provocé alteracién en
los indicadores sanguineos como hematocrito y proteinas séricas.

- El efecto sinérgico de la combinaciéon de aflatoxinas y fumonisinas incrementa las
concentraciones séricas de las transaminasas (AST y ALT), asi como de bilirrubinas en

comparacioén con su accién individual de cada micotoxina.
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6. OBJETIVOS.

Objetivo general.
Se evaluo el efecto sinérgico de las fumonisinas y las aflatoxinas, sobre los parametros

productivos, morfopatologia, hematologia y bioquimica sanguinea.

Objetivos particulares.
= Se evaluaron algunos indicadores productivos (peso y consumo de alimento) en el
pollo de engorda en presencia de aflatoxinas y fumonisinas.
= Se presentaron alteraciones funcionales hepaticas a través de pruebas de quimica
sanguinea (transaminasas, bilirrubinas y proteinas) en presencia de aflatoxinas y
fumonisinas.
4 Las alteraciones morfolégicas de higado, rifién y bolsa de Fabricio en el pollo de

engorda en presencia de aflatoxinas y fumonisinas fueron mas severas.
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7.- JUSTIFICACION Y ALCANCES

Tanto el maiz como el sorgo son granos ampliamente utilizados en la alimentacion de
pollos de engorda y ambos granos son susceptibles de estar contaminados con toxinas de
los hongos Aspergillus sp y Fusarium sp, hongos productores de aflatoxinas y las
fumonisinas, respectivamente. Estas micotoxinas han adquirido gran importancia debido a
los efectos nocivos que causan al ser ingeridas a través de los alimentos, tanto en el
hombre como en los animales. Las aflatoxinas son las toxinas maéas estudiadas, sin
embargo las fumonisinas han cobrado importancia por su asociacién con el maiz. Las
fumonisinas son consideradas como las menos nocivas para las aves, no obstante, también
son las menos estudiadas en esta especie a pesar de su efecto lesivo para el sistema

nervioso, higado, sistema inmune y actividad neoplasica en animales y el hombre.

Los estudios realizados sobre el efecto de la fumonisina en aves se llevan a cabo utilizando
concentraciones altas (>300 mg/kg de alimento), que generalmente no se encuentran en
las cosechas o alimento terminado, reportandose concentraciones de 1 hasta 80 mg/kg de
alimento o grano. Es importante sefialar que la contaminacién del alimento generalmente
es por mas de una micotoxina y que el efecto de interaccion (sinergia o aditivo) entre

aflatoxinas y fumonisinas no ha sido estudiado en forma intensiva.

El estudio del efecto de dos micotoxinas permitié hacer una evaluaciéon mas profunda del
efecto de interaccion de la aflatoxinas y fumonisinas en el pollo de engorda, asi como:

e Evaluar si la cantidad de estas dos micotoxinas que se reportan como naturales en
los granos utilizados como materia prima de alimentos para aves alteran la
morfofisiologia del pollo de engorda.

e Definir el efecto sinérgico de estas dos toxinas en el pollo de engorda a través de
pruebas de laboratorio (quimicas sanguineas) que ayuden a evaluar el efecto

funcional atn en ausencia de alteraciones morfolégicas.
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8. MATERIAL Y METODOS.

Produccién de aflatoxina.

Se inocularon 24 kilos de maiz quebrado (previamente esterilizado), con una cepa
toxigénica de Aspergillus flavus obtenida de la Unidad de Investigaciéon en Granos y
Semillas (UNIGRAS), de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM. Se
agregaron 500 ml de agua destilada estéril (9 000 000 esporas por mililitro) por cada 4 kg
de maiz molido, para posteriormente ser incubado a 27°C y humedad del 18% por un
periodo de 30 dias. Posteriormente se analiz6 la cantidad de aflatoxina producida, con la
técnica de columnas de inmunoafinidad (aflatest). Con el in6culo de maiz contaminado se
mezcl6é con alimento balanceado y se ajusté el alimento utilizado a una concentracién de
1000 pg de AFBs/kg de alimento. La dieta elaborada cubri6 las necesidades nutricionales
para pollos de engorda segin el Consejo de Ciencias de los Estados Unidos de

Norteamérica (NRC).

Produccion de fumonisina.

La cepa de Fusarium moniliforme (L-189-2) productora de fumonisina B1, se obtuvo a través
de donacién del Dr. Javier Plasencia de la Parra, del la Facultad de Quimica del
Departamento de Bioquimica de la UNAM . El hongo se inoculé en 24 kg de maiz molido
(previamente esterilizado), se incub6 a 25°C a una humedad de 42%, por un periodo de 25
dias. El andlisis de fumonisina se hizo con la técnica de columnas de inmunoafinidad
(fumonitest). El inéculo de maiz contaminado fue mezclado con alimento balanceado,
ajustando una concentracién minima de 3 mg de FBs/Kg de alimento. La dieta elaborada
cubri6 las necesidades nutricionales para pollos de engorda segtun el Consejo de Ciencias

de los Estados Unidos de Norteamérica (NRC).
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9. DISENO EXPERIMENTAL.

Por cada trabajo experimental se utilizaron pollos de engorda estirpe Ross de un dia de
edad sin sexar. Dependiendo del trabajo experimental a realizar se aplicaron el nimero de
tratamientos requerido, en todos los casos cada tratamientos const6 de tres repeticiones. El

periodo de evaluacién de cada trabajo fue de 21 dias y 28 dias segtn fue el caso.

La metodologia a seguir en los trabajos experimentales realizados fue que al inicio del
trabajo experimental y semanalmente se pes¢ individualmente cada ave y el consumo de

alimento se determiné por corraleta.

Al dia 21 de edad en cada tratamiento se seleccionaron aleatoriamente entre 6 y 12 aves las
cuales fueron sangradas por puncion cardiaca y sacrificadas por dislocamiento cervical. El
suero se almacené a 4°C para su posterior andlisis de la concentracién sérica de proteinas
totales, albimina y transaminasas (AST /ALT). Se realiz6 el mismo procedimiento a los

28 dias de edad con las aves restantes, si asi lo requeria el trabajo experimental realizado.

A las aves sacrificadas se les realiz6 la necropsia para la observaciéon de alteraciones
macroscopicas y pesaje de higado, rifién, bazo y bolsa de Fabricio. Posteriormente estos
6rganos fueron fijados en formalina amortiguada al 10% y procesados para realizar cortes

histolégicos.

10. ANALISIS ESTADISTICO.
Los analisis estadisticos para cada variable se realizaron con base en un disefio
completamente al azar (ANOVA), la comparacion de medias se hizo a través de la prueba

de Tukey.
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12. DISCUSION GENERAL

Los hongos toxigénicos junto con sus metabolitos estdin ampliamente distribuidos en la
naturaleza y han sido detectados en muchos cultivos agricolas (Betina, 1989). La FAO
(1999) estima que cerca del 25% de los cereales en todo el mundo presenta al menos un
tipo de micotoxina. Las principales micotoxinas que regularmente se encuentran en los
cereales son aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A, deoxinivalenol y fumonisinas (Moreno
y Gutiérrez, 1991; Miller, 2001; Arpéd, 1999). Dentro de estas micotoxinas una de las
primeras de las que se han tenido referencia en cuanto a sus caracteristicas estructurales y
su mecanismo de accién son de las aflatoxinas (Betina, 1989; Smith y Ross, 1991;
Coulombe, 1993), siendo las fumonisinas una de las mas recientemente descubiertas,
asociada con ciertas enfermedades en animales como son la leucoencefalomalacia en
equinos (LEME) y edema pulmonar porcino (EPP). El mecanismo general de acciéon de las
fumonisinas es la disrupcién de sintesis de esfingolipidos (Whang et al, 1991 ; Rosiles et al,

1996; Visconti et al., 1999; Marasa et al.,, 2001).

Los diversos metabolitos téxicos producidos por hongos (micotoxinas) con capacidad
toxigénica se asocian con diferentes patologias, provocando manifestaciones clinico-
productivas y reproductivas diversas, esto debido a que las micotoxinas alterar diversos
caminos metabolicos celulares o bien alterar rutas metabélicas similares. El estudio del
efecto combinado de las micotoxinas constituye un area de gran interés, pudiendo generar
un efecto de interacciéon enmarcado dentro de los principios de toxicologia conocido como

aditividad, sinergismo y antagonismo.

La aditividad se presenta cuando el efecto de dos micotoxinas es igual a la suma del efecto
de cada micotoxina suministrada individualmente (D"Mello et al, 1997; Medina-Martinez y

Martinez, 2000; Jaramillo, 2005).

El sinergismo sucede cuando el efecto total de dos micotoxinas es mayor al la suma
individual de sus efectos individuales, ain en concentraciones bajas, las cudles en muchas

ocasiones consideradas como no téxicas para los animales o el humano.
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El antagonismo es cuando una micotoxina interfiere con el de la otra (Betina, 1989;

Cawood et al., 1991).

En todos los Continentes las diferencias climaticas entre el Norte, Centro y Sur favorecen
el desarrollo de distintas especies de hongos. Las aflatoxinas son comunes en condiciones
climaticas htimedas y célidas como las que existen en América Latina, Asia y Africa y en
ciertos lugares de Australia. Sin embargo durante el invierno se presentan las condiciones
de humedad que junto con la temperatura dan las condiciones ideales para las
fumonisinas, zearalenonas, vomitoxinas, toxinas T2 y ocratoxinas (D'Mello, 1997; Jelinek

et al., 1989 Juszkiewicz et al., 1992; Placinta et al., 1999).

El presente proyecto incluye 4 trabajos preparativos y uno final, tomando al pollo de
engorda como modelo de estudio del efecto de interaccién (sinérgico o aditivo) de las

aflatoxinas y las fumonisinase:

1) Se estandarizo la técnica y la metodologia para la producciéon de fumonisinas.

2) Ajuste de la concentracién en alimento de las aflatoxinas y las fumonisinas en base
a la literatura consultada y experiencia previa.

3) Se realizé6 un trabajo experimental previo in vivo, con pollos de engorda para
observar el efecto de las concentraciones iniciales propuestas para aflatoxinas y
fumonisinas.

4) Evaluacion in vitro del efecto de las aflatoxinas y las fumonisinas en células
intestinales porcinas (estancia en Toulouse, Francia)

5) Trabajo final in vivo “El pollo de engorda como modelo de estudio del efecto

conjunto de las aflatoxinas y las fumonisinas”.

La produccién de fumonisinas fue a partir de una cepa de Fusarium moniliforme, donada
por el Dr. Plasencia de la Parra investigador de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Para la produccion de fumonisinas se siguié la

metodologia descrita por Dilkin et al (2002). Tomando como metodologia final una
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humedad de 42%, temperatura a 25°C y un tiempo de 45 dias utilizando al maiz como

sustrato.

El ajuste de la concentracion de aflatoxinas se hizo segun trabajos de investigacién previo,
en donde se utiliz6 500 ng de AFB1/ kg de alimento (Herndndez, 2005; Canela, 2005;
Hernandez, 2006; Del Rio et al, 2006), y para la fumonisinas se utilizé la informacién de
Robledo et al. (2001) quienes mencionan que la concentracién promedio encontrada en

maiz de México fue cercana a 3 mgde FB/kg de maiz.

Se realiz6 un experimento piloto para evaluar el efecto y la respuesta del pollo de engorda
a estas concentraciones, por un periodo de 21 dias. No se observé efecto sobre el peso e
indicadores bioquimicos evaluados. La explicaciéon a la falta de respuesta es que la
concentracion de 0.5 mg de AFB/ kg de alimento fue utilizada tinicamente por 21 dias y
no de 49 dias (Del Rio et al, 2006; Osborne et al., 1982; DaFalla et al., 1987) por lo que no fue
tiempo suficiente para que se produjera una acumulacion gradual. Por tal motivo se
recomendo realizar otro desafio in vivo utilizando concentraciéon de 1 ppm y 1.5 ppm de
AFB por kilo de alimento por un periodo de 21 dias. Durante éste tiempo se observé un
efecto similar al utilizar 1 y 1.5 mg de AFB /kg de alimento, sobre parametros
productivos, quimica sanguinea y alteraciones morfolégicas. Decidiendo utilizar la

concentraciéon de 1 mg de AFB /kg de alimento.

Durante la estancia en el Instituto Nacional de Investigacion Agronémica “INRA” en
Toulouse, Francia, se realiz6 el proyecto de investigaciéon “Evaluacién de la citotoxicidad
de la aflatoxina B1, la fumonisina Bl y combinacién de ambas micotoxinas en células
intestinales de porcino”, correspondiendo a uno de los articulos enviados para su
evaluacion y publicacién en la Revista Iberoamericana de Micologia, el cudl fue aceptado
para su publicacién (anexa escrito y carta de aceptacion enviada por la revista). El objetivo
de este trabajo consisti6 en evaluar el efecto de AFB1 y FB1 sobre la morfologia, la
capacidad proliferativa celular, citotoxicidad y sintesis de interleucina 8 (IL-8) en una linea
celular de epitelio intestinal porcino (IPEC-1). En el presente estudio es posible observar el

efecto in vitro individual y combinado de AFB1 y FB1 sobre células epiteliales intestinales
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(CsEI) a distintas concentraciones, siendo de especial interés el efecto que causa la
combinacion de AFB1 y FB1 en concentraciones de 1.3 uM/3.7 uM, 2 uM/3.7 uM y 5
uM/10 uM respectivamente, estas concentraciones en uM corresponden a 1.3uM=1.04
ppm, 3.7 uM=2.96 ppm, 2 uM=1.6 ppm, 5 uM=4 ppm y 10 uM= 8 ppm (Boubhet et al., 2004).
Respecto a la morfologia celular se vio afectada tinicamente en las concentraciones mas
altas de AFB1 (50 y uM = 50 ppm) y FB1 (500 uM = 500 ppm) por lo que la integridad de
las células epiteliales intestinales porcinas fue susceptible a AFB1 y a la combinacién
AFB1/FBl1, no asi para la FB1, siendo necesario concentraciones de 500 uM de FB1 para
alterar la morfologia celular e incrementar significativamente las cantidades de LDH libres
en el sobrenadante por dano celular (Pozzi et al, 2001; Bouhet et al, 2005; Schmelz et al,
1998). Respecto a la proliferacion celular, el dafio celular y sintesis de IL-8 se afectaron al
estar presentes en combinacion la AFB1/FB1 (1.3/3.7;2/3.7 y 5/10 uM respectivamente) al
compararlo con el efecto individual de estas micotoxinas a las mismas concentraciones
(Kumar et al, 1993; McKean et al, 2006; Rheeder et al, 1992). Los datos obtenidos indican
que la combinacion de AFB1/FB1 en concentraciones bajas muestra un efecto sinérgico,
alterando la morfofisiologia de las células utilizadas, lo que puede implicar in vivo
alteracion en el desempefio productivo a estas concentraciones. Los estudios in vitro
aportaron datos valiosos sobre el comportamiento conjunto de las aflatoxinas y las

fumonisinas en concentraciones relativamente consideradas como bajas.

Los trabajos previos aportaron datos para ajustar la concentraciones a utilizar en el trabajo

final de 1 mg de AFBs / kg de alimento y de 3 mg de FBs /kg de alimento.

Se anexa el trabajo final del proyecto de investigacion “El pollo de engorda como modelo

de estudio del efecto conjunto de las aflatoxinas y las fumonisinas”.
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13. COMENTARIOS GENERALES DEL PROYECTO.

La contaminacién de alimentos con AFB y FB es bien conocida en muchas partes del
mundo, y ha sido implicada en el desarrollo de carcinomas hepatocelulares en humanos y
animales (Jindal et al, 1993, Chen et al, 1992). El efecto individual de AFB y FB ha sido
motivo de varios estudios, sin embargo existen pocos trabajos que caractericen el efecto
aditivo y/o sinérgico de la presencia de AFBs y FBs in vivo y in vitro.

Se menciona que en China la presencia de cancer primario hepatico se asocia a AFB1 y FB1
presentes en el alimento (Chen et al, 1992). En un trabajo realizado en ratas tratadas con
AFB1 y FB1 de manera secuencial, se incrementaba significativamente el potencial
cancerigeno de FB1. En pavos se observé un efecto sinérgico al consumir alimento que
contenia AFB1 y FB1.

Los efectos de las micotoxinas dependen entre otros factores del tiempo de exposicion, la
dosis y el tipo o tipos de micotoxinas presentes (Pier y McLoughlin, 1985). Las aflatoxicosis
experimentales inducidas en pollos de engorde por dietas contaminadas generalmente
utilizan concentraciones considerables (5 mg de AFB /kg de alimento) que permiten
observar cambios morfolégicos en 6rganos y signos clinicos agudos en breves periodos de
exposicion (Terse et al, 1993 Tolleson et al, 1996), no asi para los trabajos realizados con
fumonisinas, ya que diversos autores reportan que para causar alteraciones en necesario
mas 300 mg de FB/kg de alimento, la cudl es una concentracion muy elevadas (Brown et

al, 1992; Kubena et al, 1997; Ledoux et al, 1999; Bailly et al 2001).

Se ha descrito que la ingestion de micotoxinas ocasiona en aves cambios en la actividad
sérica de varias enzimas, especialmente de aquellas que estan relacionadas con el higado
(Brown et al., 1992; Fernandez et al., 1994; Arshad et al., 1993; Kumar et al., 1993), dentro de
las cuales estdn la aspartato-aminotransferasa (AST) y alanino-aminotransferasa (ALT),
gama glutamil transferasa (GGT), lactato deshidrogenada (LDH) entre otras (Allameh et
al, 2005; Bolger et al, 2001; Stadnyk, 2002). Los hallazgos morfolégicos macroscépicos
reportados son hepatomegalia, bordes del 6rgano redondeados, consistencia friable,
hemorragias petequiales en superficie, palidez con decoloracién amarillenta (Haschek et

al,2001; Yoo et al, 1991), microscoOpicamente se describe degeneracion lipidica con
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vacuolacién de los hepatocitos y necrosis, aumento de tamarfio del ntcleo, cariomegalia y

rapida proliferacion de los conductos biliares (Mobio et al., 2000; Yoo et al, 1991).

La utilidad de recurrir a pruebas bioquimicas relacionadas con la funcién hepatica
permite evaluar el grado de alteracion metabdlica ocasionada por las micotoxinas en las

aves, sin embargo son pruebas poco o nunca utilizadas en esta especie en campo (Ellis et

al, 1991; Rheeder et al, 1992).

Aun cuando en el pais se ha demostrado que las aflatoxinas y las fumonisinas estdn
presentes en las materias primas utilizadas para los alimentos balanceados de las parvadas
en concentraciones variables (Flores et al, 2006, Méndez-Albores et al., 2004; Robledo et al,
2001; Rosiles et al, 1996), no se ha evaluado profundamente el perfil hepatico de las aves
ante agentes biotoxicos especificos, que permitan hacer una evaluacién temprana de las
alteraciones funcionales en presencia de aflatoxinas y/o fumonisinas o de otras
micotoxinas como manifestacion temprana de intoxicacién subclinica que incide

negativamente en los indicadores productivos.

14. CONCLUSIONES

En base a las consideraciones descritas anteriormente y a los trabajos experimentales
realizados en este proyecto, se puede concluir que la presencia de fumonisinas y
aflatoxinas en las concentraciones utilizadas tiene un efecto sinérgico, originando
alteraciones morfofucionales mayores que cuando acttia cada micotoxina de forma
individual. El estudio de las fumonisinas como una micotoxina mas que esta presente en el
alimento, comienza a tomar relevancia en salud humana y salud animal, pero a pesar de
esto en las aves y en la produccién avicola nacional no es tomada en cuenta o no se
considera una micotoxina de interés en el medio.

Seria conveniente continuar realizando estudios con concentraciones menor de aflatoxina
ssemejantes a las reportadas en campo, como fue la utilizada para fumonisinas y que es la

reportada en México por Robledo et al., (2001).
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