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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la fumonisina B1 (FB1) sobre las
variables productivas y la respuesta inmune celular en el pollo de engorda. Se utilizaron
70 pollos de la estirpe Ross 308 de 1 dia de edad, los cuales se distribuyeron
aleatoriamente en 2 tratamientos con 5 repeticiones cada uno. Un tratamiento recibio
alimento con fumonisina B1 (FB) y el otro que fue tratamiento Testigo, sin fumonisina B1
(T). Del dia 1 al dia 35 se proporcioné el alimento contaminado al tratamiento FB y del dia
35 al 42 se tuvo como periodo de recuperacion con el fin de evaluar el efecto residual de
ésta micotoxina en las aves. Las variables productivas que se determinaron fueron peso
corporal, consumo de alimento, ganancia de peso e indice de conversién, las cuales
fueron evaluadas semanalmente. También se evaluaron valores de quimica sanguinea
como fueron aspartato amino transferasa (AST), gamma glutamil transpeptidasa (GGT),
fosfatasa alcalina (FAS), colesterol y proteinas totales séricas. La respuesta inmune
celular se evalué a los 21 y 35 dias de edad. Las variables productivas se vieron
afectadas en las aves que consumieron alimento con fumonisina B1, obteniendo menor
peso, menor consumo de alimento y un incremento en el indice de conversion (P<0.05).
En el caso de las variables sanguineas se observd un incremento sugestivo de lesion
hepatica. Al evaluar la respuesta inmune celular por medio de la aplicacion de
fitohemaglutinina en la membrana interdigital, a los 35 dias postconsumo de alimento se

aprecio una menor respuesta inmune celular (P<0.05) a las 12 h.

Palabras Clave: aves, fumonisina B1, respuesta inmune, variables productivas,
inmunodepresion, quimica sanguinea
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ANTECEDENTES

Produccién avicola mundial.

La actividad agropecuaria ha tenido un gran desarrollo durante los ultimos afios,
siendo una parte fundamental de la economia y que se ha mantenido con un
constante crecimiento en todos los ambitos pecuarios. A nivel mundial el
desarrollo de la avicultura se ha realizado en base a una mejor integracion con la
agricultura y con la industria de alimentos balanceados, asi como a una
integracion con empresas industriales con las que se coordina en las etapas de
proceso de mayor valor estratégico, tales como la produccion de material genético,
incubacion, elaboracién de alimentos, plantas procesadoras y empresas
empacadoras. En este caso la avicultura se ha posicionado gracias a habilidades
como son rotacion de capital, desarrollo de bioseguridad, conversion alimenticia,
calidad de productos contra otras proteinas de origen animal, amortizacion de
capital, impacto ambiental, plusvalia en las instalaciones, demanda, alimento

funcional y exportacion (Sistema Producto Carne de Ave, 2014).

La produccion mundial de huevo y carne de aves de corral ha experimentado un
constante aumento en los ultimos afos, tendencia que continuara en el futuro. Se
prevé que, durante las dos proximas décadas, el mayor incremento de la
produccion de aves de corral tenga lugar en los paises en desarrollo, donde el
rapido crecimiento econoémico, la urbanizacion y el aumento de los ingresos de los
hogares impulsaran la demanda de proteinas animales. Al crecimiento constante
de la produccién mundial de aves de corral han contribuido una serie de factores,
entre ellos, los avances genéticos en las lineas de aves de corral para la
produccion de carne y huevos, un mayor conocimiento de los fundamentos de la

nutricion, y el control de las enfermedades (Velmurugu, 2012).




Asi la avicultura ha constituido el complejo mas dinamico del sector pecuario;
consecuentemente, ha ocupado un lugar de suma importancia dentro de estas
actividades gracias a la preferencia del consumidor por productos que se
caracterizan por un gran nivel de accesibilidad aunado a un marcado desarrollo y
versatilidad del mercado durante los ultimos afios. Ademas la produccién de pollo
de engorda se ha incrementado gracias a que se ha ubicado en el carnico numero

uno en lugar de preferencia en los consumidores.

En la produccion mundial de carne avicola el crecimiento se ha desacelerado
anualmente desde 2010, de alrededor de 4.5% a 1.8%, sin embargo, actualmente
la produccién de carne de pollo representa alrededor de 88% de la produccion

mundial de carne de aves (El sitio avicola, 2013).

Avicultura en México

A la fecha el sector avicola participa con un 63% de la actividad pecuaria en el
pais, siendo este porcentaje el mas representativo incluyendo actividades como
produccion de huevo, producciéon de carne de pollo y producciéon de pavo (U.N.A,
2013). De acuerdo con datos del primer estimado elaborado por la Direccion de
Estudios Econémicos de la Union Nacional de Avicultores, la avicultura mexicana
registrara un crecimiento de 2.5 por ciento durante el 2015. Asimismo se
pronostica que la produccion de huevo en el pais, tendra un crecimiento de 2.0%
durante el presente afio. Mientras tanto, la carne de pollo crecera 2.5% y rebasara

las tres millones de toneladas de alimento.

Al cierre del 2014, se registrd un crecimiento de 2.8%, respecto a lo obtenido en el
2013. En ese sentido la avicultura produjo durante el 2014, 5°574,554 toneladas
de alimento, de las cuales 2’994,254 toneladas corresponden a la produccion de
pollo, y 2°’572,300 toneladas a huevo para plato. Es oportuno mencionar que al
cierre del 2014, la produccion de carne de pollo crecié 3%, respecto a lo logrado
en 2013 (Unién Nacional de Avicultores, 2014).

—
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Ademas la industria avicola generé en 2014 un millon 154 mil empleos, de los
cuales 192 mil fueron directos y 962 mil indirectos (Unién Nacional de Avicultores,
2014).

Produccién de Pollo de Engorda en México

La carne de pollo es una excelente fuente de proteina, ademas de tener un bajo
contenido de grasa, es versatil y econdmica. Para cumplir con las caracteristicas
deseables del producto, se requiere un cuidado durante toda la cadena de
produccion, desde la recepcion hasta su sacrificio en rastro. Se procura
principalmente que el pollo presente un rapido crecimiento, un minimo indice de
conversién, buena conformacion fisica, alto rendimiento en canal, baja mortalidad,
aparato locomotor sin lesiones y un bien asentado sistema inmunolégico resistente

a enfermedades.

En este caso, esta produccion se ha destacado por ser una actividad altamente
rentable y se ha convertido en la principal industria transformadora de proteina
vegetal en proteina animal, con una conversién alimenticia promedio de 1.8 kg de
alimento por kilogramo de carne en un periodo de produccién de 42 dias (6
semanas); indice de mortalidad no mayor a 5%, incluidas posibles bajas en el
transporte al rastro, y finalmente un rendimiento en canal de 75% sin visceras
(Quintana, 2013)

Existen diversos factores que favorecen el consumo de carne de pollo respecto a

otros carnicos como son:

& Caracteristicas del pollo de engorda.
Rapido crecimiento con minimo indice de conversion; conformacion
corporea redondeada; plumaje blanco y pigmentacion amarilla de piel y
tarsos; alto rendimiento al rastro; baja mortalidad; resistencia a
enfermedades.




Puntos de venta mas cerca del consumidor.
Confianza en la calidad de los productos (frescura).
Incremento de restaurantes de comida rapida.
Producto de alta calidad a precios accesibles.

Tendencia de consumo hacia carnes con bajo contenido de grasa.

¥ ¥ ¥ ¥R VY

Carne que permite diferentes variedades de preparacion.

La carne de pollo tuvo una produccién de 2 millones 905 mil 489 toneladas al
cierre del afio 2014 y el consumo per capita llegd a 22 kg. Ahora bien, cuando se
habla de pollo de engorda se refiere a la generacion final del proceso de
produccion, y son las aves que llegan a la mesa del consumidor, y pasan
directamente de la granja al mercado a partir de las 6 semanas de edad
(dependiendo del tamafio y peso que demande el marcado). En relacion a esto,
durante el 2014 los principales estados productores de pollo fueron:
Aguascalientes y Querétaro 11%, La region de la Comarca Lagunera y Veracruz
10%, Jalisco 8%, Puebla 7%, Yucatan y Chiapas 6%, le siguen Estado de México,
Guanajuato con 5% cada uno, Sinaloa con 4%; Nuevo Ledn, San Luis Potosi e
Hidalgo con 3%; Morelos y Michoacan con 2 % de producciéon. Actualmente

México es el séptimo pais productor de pollo (UNA, 2015).

De acuerdo a estos datos, la Unidon Nacional de Avicultores menciona que las
estirpes utilizadas para abastecer el mercado de carne de pollo en México son

mayoritariamente las siguientes (Quintana, 2013):

ROSS 45%
HYBRO 29%
COBB 17%
HUBBARD-ISA 7%
ISA- VEDETTE 2%

—
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Cabe destacar que cuando se habla de avicultura, se refiere tanto en volumenes
de produccion como en una industria altamente consumidora de insumos
alimenticios. En los animales para la produccion comercial, la provision de
nutrientes esta basada en alimentos balanceados. Un alimento balanceado, es el
alimento que se le da a un animal y que cubre sus necesidades nutricionales.
Desde el punto de vista técnico, es aquella mezcla de ingredientes cuya
composicién nutricional permite aportar la cantidad de nutrientes biodisponibles
necesarios para cubrir el requerimiento del metabolismo de un animal, en funcion

de su etapa metabdlica, edad y peso.

Normalmente se usan 2 o 3 formulas diferentes durante el periodo de vida del

pollo de acuerdo con su edad.

& Alimento Iniciador: que es el mas alto en proteina (22-23%) y se usa
durante las primeras 3 0 4 semanas de vida del pollito.
& Alimento Finalizador: con menos cantidad de proteina (20-21%) debe

contener mayor cantidad de energia y se da durante las ultimas semanas.
Sin embargo, actualmente se utilizan 5 formulas en grande escala las cuales son:

& Alimento Iniciador: de 0 a 7 dias
& Alimento de crecimiento: 7 a 21 dias
& Alimento finalizador 1y 2: de 21 a 35y de 35 a 42 dias

& Alimento de retiro: dia 42

La siguiente tabla (Tabla 1) muestra en forma generalizada algunos parametros de
formulacion que pueden emplearse para diversos grupos de aves. Las raciones
finales se pueden ajustar a los requerimientos especificos mediante diversos
métodos (FAQO, 2012).




POLLO DE ENGORDA
Semanas de edad

INGREDIENTES 0-3 3-8
% %

PROTEICOS
Vegetales: soya (harina de soja), ajonjoli, 22 22
cacahuate, cartarina, girasolina, harinolina
Animales: harina de pescado, harina de carne y 10 5
hueso
CEREALES Y SUBPRODUCTOS
Gran energia: maiz (principalmente), sorgo, trigo, 58 64

arroz, puliduras

Baja energia: salvado de trigo y de arroz, cebada - -

MINERALES

- suplementos de calcio: caliza, conchas 3 3
- suplementos de calcio y fésforo: fosfato dicalcico,
fosfato de roca desfluorado, harina de hueso

- oligoelementos: premezclas de oligoelementos

- fuentes de sodio: sal, bicarbonato de sodio

VITAMINAS Y ADITIVOS

-Vitaminas sintéticas, levadura, levadura, melaza, 7 6
alfalfa

- aminoacidos cristalinos: metionina, lisina, treonina
- aditivos no nutritivos: enzimas, antibiéticos, etc.

Cuadro 1: Requerimientos de formulacion para alimento de pollo de engorda
(FAO, 2012).

Tomando en cuenta que el alimento es uno de los principales componentes del
costo total de produccion de pollo de engorda, las raciones se deben formular para
aportar el balance correcto de energia, proteina y aminoacidos, minerales,
vitaminas y acidos grasos esenciales, para permitir el crecimiento y rendimiento

optimos (Aviagen, 2009).

Ademas, la disponibilidad de alimentos de bajo precio y alta calidad es
fundamental para que la produccion avicola pueda seguir siendo competitiva y

pueda aumentar, para lograr satisfacer la demanda de proteina animal.




Asi tenemos que el alimento influye significativamente dentro del bienestar integral
del animal, afectando de manera consistente algunos parametros productivos

como son:

Peso Corporal
Conversion Alimenticia
indice de Mortalidad
Consumo de Alimento
Ganancia Diaria de Peso

indice de Productividad

T ¥ ¥ ¥ ¥ YV

indice de Eficiencia

Los programas de alimentacién animal deben dirigirse a conseguir en las
explotaciones un mejoramiento continuo de los animales, suministrandoles los
nutrientes necesarios en cantidad y calidad que permitan un buen nivel de
desempefio productivo, asi como mejorar 0 mantener la salud y bienestar de los
animales. En este caso, los alimentos balanceados, buscan mantener la actividad
metabdlica de los animales para asi permitir que cumplan con su finalidad
productiva, es por eso que se componen de una mezcla de materias primas que

aportan diferentes componentes.

Asi, la produccion de pollo de engorda, requiere de importantes volumenes de
granos y pastas de oleaginosas para la alimentacion, insumos que ademas de
reunir condiciones de calidad, se busca que tengan precios reducidos, ya que
representan en su conjunto mas del 75% de los costos de alimentaciéon
(SAGARPA, 2001).

—
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Factores que afectan la produccion de pollo de engorda

Se sabe que algunos de los factores que influyen en el resultado final del pollo de

engorda son:

& Tipo de pollito recién nacido (pollito de primera o de segunda calidad)

& Estirpe

& Epoca del afio

& Manejo

& Condiciones de alojamiento: iluminacion, temperatura, ventilacion, densidad
de poblacion etc.

& Control y prevenciéon de enfermedades

& Caracteristicas propias del alimento (presentacion, aditivos, pigmentos,

promotores de crecimiento, micotoxinas)

La implementacion efectiva de las Buenas Practicas Agricolas (GAP) y de
Sistemas de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP) en el
proceso de produccion de alimentos para animales es importante para reducir
estos contaminantes en la cadena de produccién. La desinfeccidn, supervision,
muestreo y analisis de las materias primas son muy importantes para evitar el

ingreso de patdgenos y toxinas en la cadena de alimentacion animal.

Contaminacién de alimento destinado a la produccion animal

La contaminacion del alimento para animales es un grave problema que afecta a
los granjeros, a la industria ganadera, a los fabricantes de alimento y los
procesadores de alimento. Dada la relacion directa entre la inocuidad de los
alimentos balanceados para animales y la inocuidad de los alimentos de origen
animal, es esencial que los procedimientos de produccién y fabricacién de
alimentos cumplan estrictos requisitos en materia de inocuidad (Gimeno, 2000).




Algunas fuentes de contaminaciéon de los alimentos balanceados constituyen una
prioridad en todos los sistemas de produccién y paises y principalmente podemos

encontrar:

& Agentes bioldgicos patdégenos

El uso de subproductos de origen animal en los alimentos para animales son
fuentes probables de patégenos como son Salmonella spp., E. coli, E. coli
0157:H7, Listeria spp., Campylobacter spp., y otros patdgenos oportunistas que
pertenecen a la familia de los enterococos. También podemos encontrar
infestacion de cultivos por insectos los cuales promueven la contaminacion del

alimento desde la cosecha de la materia prima.

& Sustancias quimicas

Algunas materias primas pueden venir contaminadas desde su recoleccion en
campo por diversos productos quimicos como fungicidas, herbicidas e
insecticidas, lo cual afecta directamente el proceso de produccién del alimento que

use dicha materia prima.

& Contaminacién por hongos

Se han establecido tres tipos de flora fungica contaminante de alimentos: hongos

de campo, hongos de almacén y hongos de deterioro avanzado.

a) Hongos de campo: son agentes causales de enfermedades de los cultivos e
invaden a los granos en el campo. Fusarium, Alternaria, Aureobasidium
(Pullularia),  Acremonium (Cephalosporium), Cladosporium, Diplodia

maydis.




b) Hongos de almacén: se desarrollan principalmente bajo condiciones de
humedad relativa (>13%), después de la cosecha, durante el transporte, el
secado lento, el almacenamiento y el procesado de los granos. 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. Absidia, Aspergillus clavatus,

Aspergillus niger y Rhizopus entre otros.

Cuando se habla de los hongos, se hace referencia a un grupo de organismos
entre los cuales se pueden encontrar levaduras y hongos filamentosos. Estos
ultimos son organismos eucariotas multicelulares y filamentosos constituidos por
micelios verdaderos. Ademas carecen de clorofila y estan formados por una serie
de células alineadas llamadas hifas. El micelio es el conjunto de hifas ramificadas,
y resulta visible sobre el alimento, ya sea sobre la superficie o en el interior,
mediante un aspecto y color caracteristicos. Los hongos utilizan para su
crecimiento una serie de sustancias quimicas denominadas metabolitos primarios,
como pueden ser, acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos
mayoritariamente. El uso de estos metabolitos primarios se asocia con la fase de
rapido crecimiento. Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que
no son esenciales para el crecimiento vegetativo en cultivo puro. Dentro de este
grupo tenemos a los antibiéticos y a las micotoxinas. Las micotoxinas se suelen
formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del

crecimiento del hongo (figura 1).
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Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

x Y Y, \ P
L ~ Y
Fase de retraso Fase exponencial Fase estacionaria
Tiempo

Figura 1: Fases de crecimiento fungico y localizacion en la sintesis de micotoxinas
(Gimeno, 2006).

Micotoxinas mas importantes

Las micotoxinas, que deriva de las palabras griegas mikes y toxina, que significan
hongo y veneno respectivamente, son compuestos que tienen lugar cuando la fase
de crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, siendo a
menudo asociado con la diferenciacién y la esporulacidn. Son moléculas
relativamente pequefias (PM <700). (Soriano, 2007). La mayor parte de estos
metabolitos secundarios se originan en la ruta policetonica. La cadena general
policetonica, del tipo R-CO-CH»-CO-CH,-CO-CH»-CO-CH,-CO- SCoA, es de la
cual se derivan la mayoria de las micotoxinas. Existen otras rutas biosintéticas
pero son mas complejas y esa complejidad se relaciona con un menos numero de

especies fungicas capaces de elaborar las micotoxinas (Soriano, 2007).
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos con diferentes propiedades
quimicas, biologicas y toxicologicas, producidas por hongos toxigénicos que se
desarrollan en productos vegetales. Son agentes que pueden contaminar las
materias primas para la elaboracion de alimentos en cualquier fase de la cadena
produccion y llegar hasta el punto de alimentacion, consolidando en consecuencia
diversos riesgos para los alimentos de origen animal. Los agentes bioldgicos y
quimicos normalmente penetran en el suministro de alimentos bajo condiciones

especificas.

Las micotoxinas pueden contaminar los alimentos o las materias primas utilizadas
para su elaboracion, originando un grupo de enfermedades denominadas
micotoxicosis, y que resultan toxicos para el hombre o los animales. Ademas hay
que tener en cuenta que la presencia de estas micotoxinas en los alimentos puede
ser individual o simultdnea con otras, lo que puede provocar efectos sinérgicos en
su accion sobre el organismo aumentando asi su toxicidad. La incidencia de
micotoxicosis aguda es un problema de salud animal, ya que los alimentos
deteriorados por hongos se desechan o se destinan a consumo animal (Soriano,
2007).

Las micotoxinas estan mas extendidas, en particular en los paises en desarrollo,
debido al uso de practicas agricolas inadecuadas de almacenamiento y
elaboracion. Ademas no solo representan un problema de inocuidad alimentaria,
sino que pueden repercutir también gravemente en el rendimiento de las aves de
corral (Velmurugu, 2012) (ANEXO 2).

También se sabe que se presentan como compuestos policetdnicos resultantes de
las reacciones de condensacion que tienen lugar cuando en determinadas
condiciones fisicas, quimicas y biolégicas, se interrumpe la reduccion de los
grupos cetonicos en la biosintesis de los acidos grasos realizada por los hongos.
Estos acidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los hongos como

fuente de energia. (Gimeno, 2006).
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Son compuestos organicos, de bajo peso molecular, que no poseen
inmunogenicidad, capaces de producir efectos toxicos, teratogénicos,

mutagénicos, carcinogénicos y/o depresion del sistema inmune.

En los animales, existen toda una serie de factores que pueden influenciar

(aumentando o disminuyendo) la toxicidad de las micotoxinas, factores tales como:

a) Especie y raza de los animales.

b) Concentracién de la micotoxina y tiempo de exposicion (tiempo que los
animales estan consumiendo el alimento contaminado).

c) Nutricion y salud de los animales.

d) Edady sexo.

e) Enfermedades.

f) Condiciones zootécnicas (temperatura, humedad, ventilacién, manejo y
otras).

g) Farmacos suministrados.

h) Presencia de otras micotoxinas y sinergismos o asociaciones entre ellas.

En la actualidad se han descrito mas de 300 tipos de micotoxinas, de las cuales
solo unas pocas reciben atencion especial por su toxicidad, ocurrencia y potencial
amenaza en especies de produccidon pecuaria, como son: Aflatoxina, Ocratoxina,

Deoxinivalenol, Zearalenona, Toxinas T2 y Fumonisinas (Cuadro 2) (ANEXO 3).
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MICOTOXINA HONGO

Aflatoxinas Aspergillus flavus, A. parasiticus

Ocratoxinas Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum y P.
cycloppium

Zearalenona Fusarium kulmorum, F. graminearum, F. poae, F.
roseum

Deoxinivalenol o Fusarium kulmorum, F. graminearum, F.

Vomitoxina sporotrichioides

Fumonisinas Fusarium proliferatum, F. verticillioides

T2 Fusarium sporotrichioides, F. poae

Cuadro 2: Principales hongos y metabolitos producidos de mayor importancia
(Grupo Biotecap, 2008).

Para el crecimiento de los hongos y la produccidn de micotoxinas existen tres

factores fundamentales que son condicionantes a saber:

1. Fisicos (humedad o agua libre y actividad de agua; temperatura; zonas de
microflora; integridad fisica de los granos).

2. Quimicos (pH; composicion del sustrato; nutrientes minerales; potencial de
oxi-reduccion, 02/C0O2).

3. Biologicos (presencia de invertebrados, estirpes especificas).

Algunos tipos de hongos son capaces de producir mas de una micotoxina y
también una micotoxina la pueden producir diferentes especies de hongos. El
dafio provocado por las micotoxinas es mucho mayor cuando estan combinadas
que cuando se presentan en forma individual (Gimeno, 2008). La ingestion de
micotoxinas reduce la productividad de cualquier especie pecuaria y disminuye la
calidad sanitaria de productos derivados. No obstante que cada micotoxina tiene
un efecto metabdlico especifico, todas ellas disminuyen la respuesta del sistema
inmune de los animales (Cuadro 3).También hay que tener en cuenta la posible
interaccion entre las distintas micotoxinas consumidas conjuntamente que pueden
presentar efecto sinérgico, aditivo, antagonico o de potenciacién sobre la salud

tanto humana como animal.
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MICOTOXINAS

ANIMALES

EFECTOS OBSERVADOS

Aflatoxina B1

Aves

Descenso en el crecimiento y en la
produccion, peso y calidad de los
huevos. Presencia de residuos de
aflatoxina B1 y M1 en huevos y
carne. Reduccion de la funcion
inmune e incremento en la
mortalidad

Cerdos

Descenso en el crecimiento,
consumo Y eficiencia de utilizacion
del alimento. Inmunosupresion,
incremento en la incidencia de
otras enfermedades, diarrea.

Bovinos, ovinos y
caprinos lecheros

Reducccidén en la produccion de
leche y crecimiento. Presencia de
residuos de aflatoxina M1 en leche

Otros rumiantes

Reduccion en el consumo,
crecimiento y respuesta inmune.

Ocratoxina A

Aves

Descenso en el crecimiento y
produccion de huevos, consumo y
eficiencia de utilizacién del
alimento. Descenso en la
utilizacion de la energia y la
proteina. Inmunosupresion e
incremento en la mortalidad

Bovinos, ovinos y
caprinos lecheros

Residuos de OTA y sus derivados
en leche

Cerdos

Significativo descenso en el
crecimiento

Zearalenona

Cerdos Infertilidad, hiperestrogenismo,
anestro y reduccion de camadas
Rumiantes Hiperestrogenismo y reduccién de

la produccién lechera

Deoxinivalenol

Todas las especies

Descenso en el consumo de
alimento y ganancia de peso

Fumonisinas

Todas las especies

Lesiones hepaticas en cerdos y
vacas, leucoencefalomalacia
equina (ELEM), Edema Pulmonar
Porcino (PPE)

Diacetoxycirpenol

Aves y Cerdos

Pérdida de peso, lesiones

y toxina T-2 cutdneas, hemorragias
Ergotinay otros | Todas las especies Reduccion en el crecimiento,
alcaloides descenso en la produccion lechera.

Cuadro 3: Efectos de las principales micotoxinas en produccién animal. Adaptado

de los siguientes autores: Gimeno, 2006; Denli et al, 2007.
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En cuanto a la toxicidad cronica, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el
(IARC, 2013)

potencialmente carcindgenas para el hombre, de acuerdo a los siguientes grupos,

Cancer clasifica varias micotoxinas como carcinégenas o

en los cuales la fumonisina B1 ha sido clasificada dentro del grupo 2B:

& GRUPO 1: el agente es carcindgeno en humanos

& GRUPO 2A: agente probablemente carcinégeno

& GRUPO 2B: agente posiblemente carcinégeno

& GRUPO 3: agente no es clasificable como carcinogénico

& GRUPO 4: agente probablemente no es carcinbgeno en humanos

En la produccion avicola, las micotoxinas mas importantes son: aflatoxina,
ocratoxina, toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS), asi como fumonisina, citrinina y
acido ciclopiazonico. Se sabe que las micotoxinas en general, afectan
directamente la utilizacién de nutrientes, reduciendo en un 56% la concentracion
de las sales biliares y en un 35% la actividad de enzimas digestivas primarias
como amilasa, tripsina y lipasa. Estos cambios son los principales responsables de
una digestion deficiente de lipidos y proteinas. Ademas también se ve afectada la
absorcién de vitaminas liposolubles y pigmentos debido a una formacién

incompleta de los micelios (Zaviezo, 2012)

AVES AFLA OCRA [T-2 DAS FUMO | DON
ppb ppb ppb ppb ppb ppb
INICIAL 0 0 0 0 100 200
CRECIMIENTO |2 2 50 200 500 500
TERMINACION |5 5 50 200 500 1000
POSTURA 10 5 100 500 1000 1000
REPRODUCCION | 10 5 100 500 1000 1000

Cuadro 4: Limites maximos de micotoxinas recomendados para aves (Modificado
de: Mallmann, 2008)
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Algunos autores no han hecho diferencia entre las diferentes etapas productivas
de las aves y consideran que el nivel maximo para aflatoxinas debiera ser de 10
ppb, para ocratoxina 5 ppb, para fumonisina 100 ppb, para DON 500 ppb y para
toxina t-2 y DAS 100 ppb (Zaviezo, 2012).

En el caso de aves de corral se ha observado que la aflatoxina B1 tiene su efecto
en el desempefio de las aves incluyendo un pobre crecimiento y conversion
alimenticia, aumento de la mortalidad, disminucion de la producciéon de huevos,
toxicidad embrionaria, problemas de calcificacion, pigmentacion deficiente y
decomisos de canales; cuando se habla de ocratoxinas se ha observado su
toxicidad especialmente en aves jovenes, siendo la mas dafina la ocratoxina A,
que es esencialmente nefrotdxica. Los rifnones se observan palidos, algunas veces
hemorragicos, pero siempre congestionados. Es posible observar niveles altos de
acido urico en sangre, depodsitos de uratos en articulaciones y en cavidad
abdominal; y en ocasiones higado graso. Las toxinas T-2 y DAS se caracterizan
por ser altamente irritantes, provocando dermatitis, lesiones orales, necrosis de la
mucosa proventricular, erosion de la molleja e irritacion intestinal. Las lesiones
orales se presentan como petequias o placas amarillentas caseosas o necréticas
en la comisura de la boca, paladar, y lengua; ademas disminuyen notoriamente el

consumo de alimento, como consecuencia de la inflamacion de la cavidad oral.

En el caso de las fumonisinas se ha observado un deterioro en el desempefo
productivo y en el aumento de la mortalidad en aves joévenes, en forma
experimental y con dosis muy altas. Cabe destacar que aun con la aplicacién de
procedimientos preventivos, es muy dificil evitarles estrés nutricional o ambiental a
los animales y esto puede generar un estado de inmunosupresion y aumento de
susceptibilidad a muchas enfermedades y como consecuencia una disminucion en
el desempefio productivo. En ése sentido las micotoxinas son uno de los

principales factores de inmunosupresiéon (Rautenschlein, 2012).
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Para el estudio de las alteraciones causadas por las micotoxinas y la observacién
del efecto que pueden tener se lleva a cabo la evaluacién de distintas variables

como pueden ser:

& Determinacion de variables productivas: principalmente peso vivo, ganancia

diaria de peso, consumo de alimento, conversion alimenticia.

& Alteraciones morfopatoldgicas: estudios histopatologicos, peso relativo de

organos.

& Pruebas inmunoldgicas: ELISA, determinacion de respuesta inmunolégica

celular y humoral.

& Pruebas bioquimicas: dentro de las pruebas quimicas mas importantes se

encuentran las pertenecientes al perfil hepatico como son las siguientes.

Aspastato amino transferasa (AST)

La elevada actividad de AST ha sido descrita en higado, musculo, corazon,
cerebro y célula renales. Actividades incrementadas de AST son generalmente
indicativo de dafo hepatico o muscular. Estos resultados pueden ser
complementados con la determinacion de otras enzimas como creatinquinasa para
descartar dafio muscular. En general en aves, niveles por arriba de 230 U/l son
consideradas anormales y pueden ser vinculadas con deficiencias en vitamina E,

selenio o metionina, dafio muscular y principalmente dafio hepatico.

Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

Tiene una gran participacién en epitelio biliar y en epitelio tubular renal, por tanto,
su actividad sérica corresponde a origen biliar. Aunque aun no se tiene bien
descrita la importancia de esta enzima en el diagndstico de enfermedades

hepatobiliares en aves, se ha reportado que el incremento en los niveles séricos
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de esta enzima va de la mano con las alteraciones en los niveles de otras enzimas
como AST.

Fosfatasa alcalina (FAS)

Su actividad puede verse incrementada debido a irritacion en células de diversos
tejidos. Este incremento es mas comun en trastornos hepaticos aunque la
actividad de esta enzima en este o6rgano es baja. Su disminucion se ve

relacionada con deficiencia en niveles de Zinc en la dieta.

Colesterol (COL)

Aunque el valor diagndstico de esta prueba en aves puede ser bajo, puede ser un
indicativo en el caso de un incremento, de hipotiroidismo, enfermedad hepatica,
obstruccion de conductos biliares o dietas altas en grasas. Por el contrario una
disminuciéon en los niveles de colesterol puede ser indicativo de enfermedad

hepatica, aflatoxicosis, dieta baja en grasas y endotoxemia por E. coli.
Proteinas totales

Su medicion es importante para detectar procesos inflamatorios graves, necrosis
tisular, deshidratacién, disfunciones hepaticas, mala absorcion etc. Su

concentracion en aves normalmente es de entre 3.0 y 6.0 g/dL (Charles, 2003).
Ademas estas pruebas pueden complementarse con la determinacién de:

Hematocrito

La Técnica de microhematocrito es un procedimiento por el cual se mide el
paquete de globulos rojos aglomerados comparandolo con los restantes
constituyentes sanguineos, leucocitos y plaquetas y plasma. Normalmente el
volumen de eritrocitos esta en proporcion directa con el numero de los mismos y

en pollo de engorda se encuentra entre 25 y 55% (Charles, 2003).
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Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de toxinas producidas por varias especies de
hongos. Sin embargo, de estos géneros de hongos, los principales productores de

fumonisinas son: F. verticillioides y F. proliferatum.

GENERO ESPECIE

F. verticillioides
F. proliferatum
F. nygamai

Fusarium F. napiforme
F. oxysporum
F. polyphialidicum
F. anthrophilum
F. diamini

Alternaria A. Alternata f. sp. lycopersici

Cuadro 5: Hongos productores de fumonisinas (Gimeno, 2006).

El género Fusarium pertenece al phylum Ascomycota, el phylum mas grande de
los hongos. Los diferentes numeros de taxones aceptados por los especialistas del
género Fusarium, son una clara evidencia de confusién; un ejemplo es la especie
Fusarium moniliforme, la cual se considera ser una especie valida por Nelson et al,
y un sinénimo de Fusarium verticillioides de acuerdo con Nirenberg y Gams,

siendo ambos nombres usados ampliamente (Guarro, 1999).

El Fusarium es un género de hongo que forma parte de la flora de campo
(sustratos fitopatdgenos, plantas vivas) y de la flora intermedia (sustratos de
cereales recién recogidos y aun humedos). Este hongo vegeta entre 6 y 40° C con
un optimo entre 18 y 30°C. Es aerobio y necesita en general de una actividad de
agua (aw) superior a 0,88 para crecer y proliferar y superior a 0,91 para producir
micotoxinas (Gimeno, 2006). Las especies de Fusarium son comunes en climas
tropicales, templados, y también los podemos encontrar en areas desérticas,

alpinas y articas en donde prevalecen las condiciones climaticas adversas.
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Las condiciones de temperatura y humedad son factores cruciales que
desencadenan la infeccion por hongos y la produccién de micotoxinas en los

granos de cereales infectados por Fusarium verticillioides (Yazar, 2008).

Se ha observado que temperatura calidas y secas en alguna region resultan en
una mayor concentracion de fumonisinas en las cosechas que en condiciones
climaticas frias, ademas que existe una relacion entre el dafo al maiz ocasionado
por insectos y las concentraciones de fumonisinas, ya que los granos de maiz con
pericarpo delgado son mas susceptibles a las heridas por insectos aumentando
asi la accesibilidad a los hongos. Estos hongos son vistos frecuentemente como
hongos de la tierra porque son abundantes en esta y se asocian con las raices de
las plantas ya sea como parasitos o saprdfitos; sin embargo, muchos tienen
medios de dispersion pasivos o activos en la atmdsfera, siendo colonizadores
comunes de las partes aéreas de las plantas, donde pueden resultar en

enfermedades de considerable importancia econémica (Nelson, 1994).

Ademas, Fusarium contamina el cereal en el campo (principalmente cereales
como son maiz, arroz, trigo, cebada, cacahuate, algoddn, sorgo y cafia de azucar)
y posteriormente cuando este cereal es sometido a procesos de secado y otros, el
hongo puede morir y no obstante la micotoxina permanecer en el sustrato (ANEXO
4). Las condiciones climaticas en cosecha, y particularmente, durante el
crecimiento de la planta, tienen una gran influencia en el contenido de toxinas de
Fusarium. El riesgo de infeccidén se incrementa con una humedad del suelo baja y
con elevadas temperaturas diurnas combinadas con bajas temperaturas
nocturnas. Asimismo, los dafos fisicos a las cosechas (por golpes, ataques de
insectos, roedores, aves, etc.) favorecen la proliferacion de hongos y su

consecuente produccion de micotoxinas.

Entre las toxinas que son producidas por Fusarium se encuentran: zearalenona
(ZEN), vomitoxinas o deoxinivalenol (DON), toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS) y

fumonisinas.
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Las fumonisinas son micotoxinas muy termoestables, pero procesos térmicos que
excedan los 150° C de temperatura pueden reducir significativamente su
presencia en los alimentos. Debemos tener en cuenta que la mayoria de los casos
de toxicidad que se van a presentar corresponden a pruebas experimentales
donde los animales estan en las condiciones mas optimas posibles y en donde se
cuida que algunos de los factores antes mencionados no tengan influencia en la
prueba en cuestion. Existen 6 tipos de fumonisinas, la B1, B2, B3, B4, A1Y A2, sin
embargo las que suelen encontrarse con mas frecuencia y las mas importantes
son las B1 y B2. La estructura quimica de las fumonisinas (FBS) fue descrita por
primera vez en 1988, y desde entonces se han encontrado mas de 28 homologos,
siendo la FB1 la estructura mas comun y al mismo tiempo, la mas estudiada del
grupo. La estructura basica de las fumonisinas consiste en una alquilamina de 20
carbonos con uno o dos grupos hidroxilo y uno o mas grupos metilo o acido

tricarballilico esterificado.

CoH [1] R, = OH; R,= OH

[2] Ry = H; Ry= OH
[3] Ry = OH; Ry =H

Figura 2: Estructura quimica basica de las fumonisinas B1 [1], B2 [2] y B3 [3]
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Las fumonisinas son compuestos polares solubles en agua y compuestos
organicos como el metanol y el acetonitrilo, pero insolubles en compuestos no
polares. No presentan una estructura ciclica como se puede encontrar en la
mayoria de las micotoxinas. Bajo condiciones alcalinas, los grupos del acido
tricarballilico se rompen, convirtiéndose en la forma hidrolizada correspondiente.
Debido a que son hidrosolubles, hay pocas probabilidades de acumulacién de
fumonisinas en tejidos animales, por lo cual se han encontrado cantidades

realmente insignifcantes en huevo, leche y carne (CODEX A., 2009).

El mecanismo de accidén de las fumonisinas, se basa en la interferencia en el
metabolismo de los esfingolipidos, especificamente en la proporcion de
esfingosina/ esfinganina, generando un cumulo de bases esfingoides vy
disminucion de esfingolipidos complejos, mediante la inhibicion de la enzima
ceramida sintasa. Ademas, la esfingosina y esfinganina tienen efectos
proapoptoticos, citotdxicos e inhibidores del crecimiento (Wang et al., 1999). Hoy
se sabe que los esfingolipidos pueden actuar como primeros y segundos
mensajeros en una variedad de vias de sefalizacion, y segundo, tienen una
funcibn vital en la formacidon de microdominios de membrana
denominados rafts lipidicos (Futerman et al, 2004) . Desde el punto de vista
bioquimico, los esfingolipidos son lipidos complejos que contienen un acido graso
en unién amida y una larga base esfingoidea, la cual puede ser precursora o
producto final del metabolismo intracelular de los esfingolipidos. EI mas simple de
los esfingolipidos es la ceramida, la cual funciona como molécula clave en la
senalizacion celular y como precursora de esfingolipidos mas complejos. Parte de
la razén de la reciente explosion de interés en la biolégica de los esfingolipidos es
el papel que estos lipidos tiene en la sefalizacion intracelular, particularmente la
ceramida, la esfingosina y la esfingosina-1-fosfato (Merryl, 2002). En la ultima
década quedd firmemente establecida la importancia de la ceramida, la
esfingosina y la S1P en el control del destino celular. La ceramida esta implicada
en los procesos de diferenciacion, senescencia y muerte celular. La S1P en

cambio, promueve la supervivencia y proliferacion celular (Voss et al., 2007)
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Palmitoyl CoA + Serina

Serina
palmitoyliransferasa

I Esfinganina libre

Ceramida sintetaza
dependiente de CoA

Ceramida

l Esfingolipidos complejos

In vivo
turnover

Ceramidasa v
Esfingosina Ceramida

Figura 3: Mecanismo de accion de las fumonisinas (Voss et al., 2007).

La gran homologia de las fumonisinas con los esfingolipidos determina que el
mecanismo de accidn se base en la inhibicion competitiva de la enzima ceramida
sintasa. Esta disrupcion provoca la perturbacion del metabolismo de la ceramida y
los esfingolipidos. La consecuencia inmediata de la inhibicion de la ceramida
sintasa es la acumulacion de la base esfingoidea que funciona de sustrato, la
esfinganina (Sa) y en menor grado de esfingosina (So). La acumulacién de Sa y
So ha demostrado que produce toxicidad celular e inhibicion del crecimiento
(Wang, 1999). El higado y los rifilones son los principales 6rganos blanco, aunque

se ha observado variaciones en funcion de la especie, de la dosis y del sexo.

El epitelio digestivo de los animales que consumen dietas elaboradas con maiz de
baja calidad se puede exponer a altas concentraciones de fumonisinas, de ahi que
el tracto gastrointestinal también puede ser un blanco de las fumonisinas; puesto

que los glicoesfingolipidos se ligan a los sitios para patdégenos microbianos y sus
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toxinas, mediante la inhibicidn de la ceramida sintasa en el tracto digestivo puede
alterar la expresion de los sitios de unién de los glicoesfingolipidos o el transporte
de toxinas microbianas y consecuentemente la sensibilidad de los animales a los

agentes infecciosos (Soriano, 2007).

Alteraciones causadas por fumonisinas

En los ultimos afos se han reportado los distintos efectos de las fumonisinas en
las diferentes especies productivas, y se ha observado que estos pueden variar
desde alteraciones en variables productivas hasta alteraciones en parametros

bioquimicos y respuesta inmune.

En el caso de alteraciones en variables productivas se ha observado
principalmente animales que no alcanzan el peso requerido o pobre crecimiento
como es el caso de cerdos y aves de corral ademas de una disminucion en el
consumo de alimento en el caso de pollo de engorda y bovino, asi como una
disminuciéon en la produccion de leche. Por otra parte, las alteraciones
morfolégicas que se han observado han sido sindrome de edema pulmonar e
hipertrofia cardiaca en cerdos, leucoencefalomalacia en equinos y en el caso de
aves de corral se ha observado disminucidon de peso relativo en 6rganos,
hidropericardio, higado graso o higado friable desuniforme, hiperplasia de
conductos biliares, degeneracién y necrosis cardiaca y flacidez en molleja y

proventriculo (Zaviezo, 2012).

Asimismo se han observado alteraciones a nivel bioquimico como son un
desequilibrio en niveles de esfinganina libre, incremento en los valores de calcio
sérico y colesterol y disminucién de enzimas hepaticas en aves de corral y en
cerdos se han presentado alteraciones hemodinamicas asi como desequilibrio en
parametros hepaticos. Finalmente recientes estudios han resaltado la importancia

de las alteraciones de las fumonisinas sobre el sistema inmunoldgico.
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En cerdos se ha reportado disminucion en fagocitosis asi como inhibicion en la

actividad de los macréfagos (Voss et al., 2007).

Actualmente la inmunosupresion en aves esta constituyendo uno de los
principales problemas en la produccion ya que tiene un gran impacto negativo

sobre el rendimiento y la productividad de las granjas productoras (BIOMIN, 2015).

Dentro de las lesiones que se han observado, como parte del dafo de las
fumonisinas hacia el sistema inmune en aves podemos encontrar hemorragias,
infiltraciones leucocitarias, infiltracion grasa, lesiones necréticas, fibrosis en
higado, rinones, pulmon, corazén, intestino, molleja, bolsa de Fabricio y pancreas
asi como edema y hemorragias en cerebro. También se ha observado atrofia
cortical en timo, necrosis hepatica multifocal e hiperplasia biliar. Por otra parte se
puede llegar a presentar una reduccion en el tamarfio del bazo junto con deplecion
de pulpa blanca, adelgazamiento de miocitos cardiacos, deplecion celular linfoide
en los foliculos de la Bolsa y nefrosis tubular renal en dosificaciones que
sobrepasen los 150 mg/kg de alimento (Ledoux et al., 1992; Weibking et al., 1993;
Javed et al., 2005; Deshmukh et al., 2007; Stanimirova et al., 2011).

En la actualidad los estudios realizados sobre el efecto de las fumonisinas han
sido realizados utilizando altas concentraciones de fumonisina, sin embargo
Robledo et al. (2012), reportaron que en promedio se ha encontrado una
concentracion de entre 3 y 5 mg/kg de fumonisina B1 en los principales
componentes de las dietas destinadas a la alimentacion animal como lo es el

maiz.
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JUSTIFICACION

Actualmente se ha descrito que un alto porcentaje de granos utilizados para la
elaboracion de alimentos balanceados y que son usados en la alimentacion animal
estan contaminados con micotoxinas. Dentro de las micotoxinas que han cobrado
importancia en las dos ultimas décadas estan las fumonisinas, las cuales son
consideradas como las menos nocivas para las aves, lo cual las coloca como una
amenaza subestimada en esta especie, sin embargo también han sido las menos
estudiadas, a pesar que se conoce su efecto lesivo en otras especies domésticas
(equinos y cerdos) y en el hombre, sobre el sistema nervioso, sistema inmune,
higado y efecto neoplasico entre los mas importantes. Por lo que este estudio tuvo
la finalidad de evaluar el efecto de la fumonisina en aves utilizando una

concentracion de 5 mg/kg de alimento.
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HIPOTESIS.

La ingestidn de una concentracién de fumonisina B1 en promedio de 5 mg/kg de
alimento, es capaz de afectar las variables productivas, las variables

hematoldgicas y la respuesta inmune celular en el pollo de engorda.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Evaluar el efecto del consumo de 5 mg de FB1/ kg de alimento sobre parametros
productivos, quimica sanguinea, parametros hematologicos y respuesta inmune

celular en el pollo de engorda.

Objetivos particulares.

& Evaluar el efecto de la fumonisina B1 a una concentracién de 5 mg/kg de
alimento sobre los parametros productivos peso, ganancia de peso,

consumo de alimento y conversién alimenticia.

& Evaluar las alteraciones de la quimica sanguinea en el pollo de engorda
que consumié alimento con fumonisina B1 a una concentracion de 5 mg/kg

de alimento.

& Evaluar la hematologia mediante la determinacion de hematocrito y
concentracion de proteinas seéricas en las aves que consumieron alimento

con fumonisina a una concentracién de 5 mg/ kg de alimento.

& Evaluar el efecto de la fumonisina B1 a una concentracion de 5 mg/kg de

alimento sobre la respuesta inmune celular.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

El presente trabajo se llevd a cabo en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan Campo 4 ubicada sobre Carretera Cuautitlan Teoloyucan km. 2.5,

colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlan lzcalli, Estado de México, C.P. 54714.

Los animales utilizados fueron alojados en la Unidad de Aislamiento del Bioterio

de la Facultad.

Animales experimentales

Se utilizaron 70 pollitos de un dia de edad de la estirpe Ross 308 machos con un
peso inicial promedio de 45 gramos, los cuales fueron adquiridos en una criadora
comercial. Las aves se mantuvieron en 10 corraletas en piso. La longitud de cada
corraleta era de 0.80 x 0.55 cm, con 6 aves por corraleta en el caso del
tratamiento (FB) y 8 aves por corraleta en el caso del tratamiento (T). Se utilizd
cama de viruta comercial con un espesor aproximado de 5 cm y se mantuvo la

temperatura con focos infrarrojos acorde a la edad de las aves.

Alimento

Al alimento M se le realizd un analisis previo para conocer la concentraciéon de
aflatoxinas totales ?! y fumonisinas totales ®II*] utilizando el método de Columnas
de Inmunoafinidad (ANEXO 1).

[ Alimento para pollo de engorda Malta Cleyton ™?, api- aba-Balance, Pollito Oro Inicio y
Pollo Oro

2 Kit Aflatest™ para la determinacion de aflatoxinas, de laboratorios VICAM.

Bl Kit Fumonitest ™, para la determinacion de ocratoxina A, de laboratorios VICAM.

“ Fluorémetro VICAM V1 SERIE 4
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Toxina

Se realizé el ajuste del alimento a 5 mg FB1 /kg de alimento, mediante la
incorporacion de una matriz previamente contaminada con una solucion de

fumonisina B1 pura®, para posteriormente hacer un mezclado ©.

La solucién de fumonisina B1 P! fue preparada mediante la dilucién del contenido
del vial en acetonitrilo /agua destilada (50:50) a una proporcion de 2 ml del
contenido del vial por 259 ml de diluyente. Posteriormente se realizo la aspersién
de una porcion del alimento con dicha solucion para la obtencion de una matriz

que posteriormente fue incorporada mediante mezclado, al resto del alimento.

Parametros Productivos

Para evaluar el desempefio productivo de las aves, se tomd en cuenta el peso
corporal y el consumo de alimento, el cual se obtuvo utilizando bascula con
capacidad hasta 5 kg "), asi como la ganancia de peso e indice de conversion.
Para obtener el consumo promedio por ave, la ganancia de peso semanal y el

indice de conversion se utilizaron las siguientes formulas (Quintana, 2013).

Consumo de alimento semanal por corraleta

kilogramos de alimento consumido semanalmente

CONSUMO = .
numero de aves

BI'Solucion de Fumonisina B1 (50 pg/mL en acetonitrilo con 2 mL de contenido por
vial). Sigma Aldrich.

%1 Mezcladora mecanica comercial con cintas de acero; Modelo Mix. 20 con
capacidad de 20 kg, marca RODAS.

[ Bascula Camry, max 5000 g/ d=1g
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Conversioén alimenticia

Kg de alimento consumido semanalmente

C.A. ;
ganancia de peso semanal

Ganancia de Peso Semanal por ave

G.P. = Peso Vivo Actual — Peso Vivo de semana previa

Hematologia y quimica sanguinea.

Las muestras sanguineas se obtuvieron utilizando la técnica de puncion cardiaca
(Charles, 2003), recolectando en promedio 5 ml, de los cuales 1 ml se mezcld con
anticoagulante (heparina ), para la posterior determinacién de hematocrito
(porcentaje de glébulos rojos en las células sanguineas) y los 4 ml restantes sin
anticoagulante ¥, se destinaron a la extracciéon de suero para la determinacion

sérica de enzimas y proteinas totales.

Ademas de manera complementaria se realizd la necropsia de los animales de los

cuales se obtuvo la muestra de sangre.

8] Sol. Heparina 5000 UI/ mL (dmpula ¢/5 mL) PiSA Farmacedtica
I Tubos sin anticoagulante Venoject | TERUMO
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HEMATOCRITO

Para llevar a cabo esta técnica se utilizaron tubos capilares para microhematocrito
1'% sin anticoagulante por muestra. Los tubos capilares se llenaron a % partes de

su longitud, se secaron y se sell6 con fuego sosteniendo el capilar horizontalmente
de modo que la sangre no se quemara dentro del capilar. Ya sellados todos los
tubos se centrifugaron por 10 minutos a 2500 rpm, posteriormente se realizé la
lectura en un lector para microhematocrito '"". Los resultados obtenidos se

expresaron en porcentaje (Charles, 2003).

PRUEBAS ENZIMATICAS Y PROTEINAS TOTALES

La sangre sin anticoagulante se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos, después de
ese tiempo, el suero fue recolectado en viales para su posterior congelacion a -10
°C hasta su uso final. La determinacién de enzimas séricas y proteinas se llevé a
cabo en un laboratorio particular '? mediante método automatizado, en el cual se
determind aspartato amino transferasa (AST), gamma glutamil transferasa (GGT),

fosfatasa alcalina sérica (FAS), proteinas totales (PT) y colesterol (COL) "%,

['% Tybos capilares LAuka 200 para determinacién de Micro-Hematocrito s/
heparina volumen 80 pL

1" _ector de Micro Hematocrito Sol-bat L10 para Laboratorio Clinico

(21| aboratorio Particular DIVET

3T AST y GGT: técnica enzimatica optimizada IFCC, Biosystems; FAS: Técnica
optimizada p-nitrofenilfosfato, Wiener Lab.; PT: Técnica Biuret, Biosystems; COL.:
técnica colesterol oxidasa, Biosystems.
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Evaluacion de la respuesta inmune celular

Se utilizé una prueba de intradermorreaccion por hipersensibilidad cutanea como
respuesta a la inoculacion con fitohemaglutinina, y en base a las caracteristicas de
ésta, se describe que un mayor aumento en el grosor del tejido esta relacionado

con una mayor actividad inmune celular.

La evaluacion se desarroll6 como respuesta a la inoculacion intradérmica M4 en la
membrana interdigital entre el 3er y 4° digito de la pata derecha, con
Fitohemaglutinina " a una concentracién de 0.1 mg/0.1 ml (Verduzco et al,
2009). En la membrana interdigital de la pata izquierda se realiza el mismo
procedimiento utilizando PBS (0.1 ml) como testigo. A las 12, 24 y 48 horas pos-
inoculacion, se determina el grosor de la membrana interdigital con un vernier
digital ['®!.

Posteriormente se realiza el siguiente calculo y se registran los resultados.

Incremento de grosor en membrana = grosor pata der.—grosor pata izq.

41 Jeringas insulinicas

3] Fitohemaglutinina PHA-M (lectina de Phaseolus vulgaris, 25 mg SIGMA
ALDRICH.

('8l \Vernier Digital de fibra de carbono, GIMEX SA. Resolucién: 0.1 mm/0.01”,
precision 0.2 mm/0.01”
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DISENO EXPERIMENTAL

Animales experimentales

Se utilizé un disefio experimental de 2 tratamientos con 5 repeticiones cada uno.
Los tratamientos fueron designados como: Testigo (T) con una alimentacion sin la
adicion de fumonisina B1 y tratamiento (FB) en el cual las aves consumieron
alimento con fumonisina B1 a una concentracién ajustada de 5 mg FB1/kg de
alimento. La duracién del estudio experimental fue de 42 dias, de los cuales desde
el dia 1 al 35 las aves del tratamiento FB consumieron fumonisina en el alimento y
del dia 36 al 42 alimento fue libre de fumonisinas para evaluar el posible efecto

residual de estas.
Las variables de respuesta que se determinaron fueron las siguientes:

Alimento

El tratamiento (FB) recibié el alimento previamente contaminado por 5 semanas.
La ultima semana se suspendi6 el aporte de alimento contaminado, lo cual tuvo la
finalidad de evaluar el efecto residual en las aves. El alimento y el agua fueron

proporcionados ad libitum.

Parametros Productivos

Para la determinacion de las variables productivas las aves fueron pesadas
semanalmente desde el dia 1 hasta el dia 42 y se llevd un registro de los pesos,
ademas también se determin6 el consumo de alimento de manera semanal, al
igual que la ganancia de peso. Para la obtencion de la conversion alimenticia se

toméd en cuenta el peso y el consumo de alimento.
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Muestreo hematoldgico

Se llevaron a cabo 3 muestreos durante el experimento. El primero se realizé al
dia 21 de edad de las aves, el segundo al dia 35 y el ultimo se realiz6 al final del
experimento al dia 42 de edad. En cada muestreo se tomaron 10 aves por
tratamiento para la coleccion de muestras de sangre con su posterior

conservacion en congelaciéon a -7° C hasta su determinacion.

Evaluacion de Respuesta Inmune Celular

La evaluacion de la respuesta inmune celular se llevo a cabo los dia 21 y al dia 35
de edad, utilizando la prueba de hipersensibilidad cutanea como respuesta a la

inoculacion empléandose 2 aves por repeticion (10 por tratamiento).
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando un ANDEVA
completamente al azar de una via para los parametros productivos, las pruebas
enzimaticas y la respuesta inmune celular. En el caso de los datos obtenidos en
porcentaje se realizé una transformacién de dichos valores a arco-seno para su
posterior analisis estadistico. Para la comparacion de medias se utilizé la prueba
HSD de Tukey con un valor de significancia de P<0.05. Los datos fueron

analizados mediante el uso del paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1.
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RESULTADOS

Parametros Productivos

PESO CORPORAL

CUADRO 6. PESO PROMEDIO SEMANAL (g) DE LAS AVES QUE
CONSUMIERON ALIMENTO CON Y SIN ADICION DE FB1

SEMANAS
TTO
1 2 3 4 5 6
T | 18273+ | 489.43+ | 94377+ | 1393.38+ | 175814+ | 2025.61 +
1.562 5112 9.09° 21.31°2 24.3472 41,622
FB | 179.71% | 460.33+ | 83829+ | 1070.18% | 1234.65+ | 1399.7 &
3.29° 8.66° 14.70° 24.02° 27.09° 58.86 "

T: testigo sin adicién de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

El promedio de los pesos corporales de las aves se observan en el cuadro 6.
Después de una semana de ingestion de alimento con y sin fumonisinas el peso
promedio de las aves para el tratamiento Testigo (T) fue de182.73 g y para el de
fumonisinas (FB) de 179.71 (P>0.05).

Sin embargo a partir de la segunda semana y hasta el final del trabajo
experimental, el peso promedio de las aves que consumieron alimento
contaminado fue menor al compararlo con el grupo testigo (T) observandose
durante estas semanas diferencia estadistica significativa entre ambos
tratamientos (P<0.05). En la segunda semana las aves del tratamiento T pesaron

en promedio 489.73 g, 29 g mas que las aves del tratamiento FB.
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En la tercera semana el peso promedio del tratamiento T fue de 943.8 g y de
838.3 g para el grupo (FB). Para la semana 4 se observo una diferencia de 323.2
g menos para las aves que consumieron alimento contaminado con fumonisina
(1070.2 g) Durante la semana 5 el grupo (T) tuvo un peso de 1758.14 y el grupo
(FB) de 1234.6 g.

A pesar que en la ultima semana del experimento ya no se suministré alimento
con fumonisinas, el menor peso promedio persistio en el tratamiento (FB) teniendo
este un peso aproximado de 1399.7, muy por debajo del peso que tuvo el grupo
(T) que fue de 2025.61 (P<0.05).

GANANCIA DE PESO

CUADRO 7. GANANCIAS DE PESO PROMEDIO SEMANALES (g) DE LAS AVES
QUE CONSUMIERON ALIMENTO CON Y SIN ADICION DE FB1

TTO SEMANAS
1 2 3 4 5 6
T 136.825 + | 302.821 + | 446.103 + | 484.074+ |317.28+ |396.053 +
1.92° 4.95° 8.17° 14.86° 19.27° 24 .48°

FB |136.759+ | 289.621+ |382.517 + |274.105+ |160.611+ | 195.857 +
2.77°2 6.45° 8.46° 26.0° 7.45° 21.37°

T: testigo sin adicion de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media + error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).
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En el cuadro 7 se observa la ganancia de peso promedio por tratamiento. En la
primera semana la ganancia promedio de peso en las aves de ambos
tratamientos fue de 136 g (P>0.05). Del mismo modo que en el peso a partir de la
segunda semana, la ganancia de peso si presentd diferencia estadistica
significativa (P<0.05) teniendo el tratamiento (T) una ganancia semanal de 302.8 g
y el grupo (FB) 289.6 g de ganancia. Para la tercera semana el grupo (T) continud
teniendo una ganancia mayor con 446.1 g, 63.6 g mas que el tratamiento (FB).
Durante la cuarta semana el grupo control obtuvo una ganancia promedio de 484
g en promedio mientras que el tratamiento (FB) gan6 en promedio 274.105 g. En
la semana cinco el tratamiento (T) obtuvo una ganancia de 317.28 g mientras que
el tratamiento (FB) obtuvo una ganancia 156.67 g menor. Para la semana seis,
que fue la semana sin la adicién de fumonisina en el alimento para el tratamiento
FB, tratamiento (T) mostré una ganancia de peso de 396.05 g con respecto al

tratamiento (FB) el cual obtuvo 195.9 g de ganancia promedio.

CONSUMO DE ALIMENTO

CUADRO 8. CONSUMO PROMEDIO SEMANAL (g) DE LA AVES QUE
CONSUMIERON ALIMENTO CON Y SIN ADICION DE FB1

TTO SEMANAS
1 2 3 4 5 6
T 164.2 + 427.667 + | 477.088+ |861.443+ |81851+ |1360.21+
1.28° 2.56° 24.24°2 8.33° 2.15° 23.95°

FB |157.45+ |387.925+ |373.669+ |421.063+ |805.318+ | 1069.9 +
0.78° 1.27° 15.79° 19.68° 3.33° 68.10°

T: testigo sin adicién de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media + error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).
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El consumo de alimento puede observarse en el cuadro 8, donde se describe que
para el tratamiento Testigo fue de 164.2 g, 427.7 g, 477.1 gy 861.4 g durante las
4 primeras semanas, mostrando diferencia estadistica al comparar el consumo
con el del tratamiento (FB) que fue inferior como se muestra en la cuadro 3
(P<0.05). Para la quinta semana no se muestra diferencia estadistica entre los
tratamientos (T) y (FB) (818.5 g y 805.3 g respectivamente) (P>0.05). Sin embargo

para la semana 6 si se observa diferencia estadistica entre los tratamientos.

CONVERSION ALIMENTICIA

CUADRO 9. CONVERSION ALIMENTICIA SEMANAL (9) DE LA AVES QUE
CONSUMIERON ALIMENTO CON 'Y SIN ADICION DE FB1

TTO SEMANAS
1 2 3 4
T 112 + 1.34 + 1.43 + 1.51 + 17 + 1.8+
0.012 0.02° 0.06? 0.03? 0.462 0.20°
FB 112 + 1.24 + 1.24 + 1.44 + 1.7 + 20+
0.022 0.01° 0.03° 0.08° 0.272 0.542

T: testigo sin adicién de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En el cuadro 9, se puede observar que la conversién alimenticia se vio afectada
después de la primera semana, durante la cual ambos tratamientos tuvieron una

conversién alimenticia de 1.12 en promedio.

Durante la segunda semana la conversion alimenticia fue de 1.34 para el

tratamiento (T) y de 1.24 para el tratamiento (FB).
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En la tercera semana el tratamiento (FB) mantuvo la misma conversion de 1.24
mientras que el tratamiento (T) obtuvo 1.43 de conversion alimenticia. En la cuarta
semana el tratamiento (T) nuevamente incrementd su conversion obteniendo un
valor de 1.51 mientras que el tratamiento (FB) obtuvo una conversion de 1.44.
Durante estas semanas se observé diferencia estadistica significativa (P<0.05)

siendo el tratamiento testigo el que tuvo indices de conversion mas elevados.

Para la quinta semana ambos tratamientos manifestaron valores de conversion
alimenticia sin diferencia estadistica significativa teniendo ambos una conversion
alimenticia de 1.7, sin embargo para la semana seis que fue la semana de
recuperacion, nuevamente observamos diferencia estadistica entre ambos
tratamientos siendo el grupo testigo quien tuvo una menor conversion alimenticia,

la cual fue de 1.8 mientras que el tratamiento (FB) obtuvo un valor de 2.0.

Hematologia y quimica sanguinea

En el cuadro 10 se pueden observar los resultados obtenidos de la quimica
sanguinea durante los muestreos realizados al final de la semana 3, 5 y 6 semana

de edad de las aves.
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CUADRO 10. VALORES PROMEDIO DE LA DETERMINACION DE QUIMICA
SANGUINEA EN LOS MUESTREOS REALIZADOS EN LAS SEMANAS 3, 5Y 6
DE EDAD DE LAS AVES.

TTO SEM 3 SEM 5 SEM 6
. 228.62 £ 6.42° 26956 £ 10.93° | 22570 + 12.46°
AST .
(UL) - 279.81 + 5.50° 266.16 + 8.75° 219.5+ 244
GGT - 0449 £ 2.42° 24.66 £ 0.85° 20.18 £ 2.03°
UL
() B 2836+ 2.71° 2251%0.71° 20 % 0.82°
T BV 4211.38 + 472.73* | 3201.2 + 310.20°
FAS
(UIL) 14.42 + 7512.88 +
B 618288_49; 1%18%5235 4401.17 + 631.89°
1413110642 | 211.83 £ 10.94° 177.39 % 6.07°
coL T
(mg/dL) 199.98 + 11.72° 223.46 + 38.042 172.77 + 5.41°
FB

T: testigo sin adicion de FB1
FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

AST: aspartato amino transferasa; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; FAS:
fosfatasa alcalina sérica; COL: colesterol.

Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En el caso de las enzimas que se determinan de manera directa o indirecta a nivel
sérico para evaluar la funcion hepatica se obtuvieron los siguientes valores
durante el muestreo realizado la semana 3: para AST, GGT y FAS 228.62 (U/L),
24.49 (U/L) y 6074.19 (U/L) respectivamente en el caso del tratamiento Testigo,
mientras que para el tratamiento (FB) se obtuvo como valores promedio 279.81
(U/L), 28.36 (U/L) y 6814.42 (U/L) para AST, GGT y FAS respectivamente.
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A pesar que solo se encontré diferencia estadistica para al determinar AST
(P<0.05), las concentraciones séricas elevadas de las demas variables
enzimaticas indican lesion en las aves que consumieron fumonisina. En el caso de
colesterol se observéd diferencia estadistica (P<0.05) entre ambos tratamiento
donde el tratamiento (T) obtuvo una menor concentracion, el cual fue de 141.31
(mg/dL) en promedio mientras que el grupo (FB) obtuvo una concentracion de
199.98 (mg/dL).

Durante el muestro realizado al final de la 5% semana de edad de las aves, los
valores obtenidos para las enzimas hepaticas del grupo (T) fueron de 269.56
(U/L), 2466 (U/L) y 4211.38 (U/L) en promedio para AST, GGT y FAS
respectivamente mientras que para el grupo (FB) se obtuvo 266.16 (U/L), 22.51
(U/L) y 7512.88 (U/L) para AST, GGT y FAS respectivamente, en donde
unicamente se observé diferencia estadistica significativa (P<0.05) en el caso de
fosfatasa alcalina. El colesterol tampoco mostré diferencia estadistica entre ambos
tratamientos, en donde el grupo (T obtuvo un valor de 211.83 (mg/dL) en promedio

mientras que el grupo (FB) obtuvo un mayor valor que fue de 223.46 (mg/dL).

Para la 62 semana los valores obtenido mostraron que en el caso de las enzimas
hepaticas se obtuvo 240.29 (U/L), 20.18 (U/L) y 3201.2 (U/L) para AST, GGT y
FAS respectivamente para el grupo (T) mientras que para el grupo (FB) se obtuvo
219.5 (U/L), 20 (U/L) y 4401.17 (U/L), en este caso no se observd diferencia
estadistica (P>0.05) en ninguno de estos tres elementos. En el caso del colesterol
tampoco se observo diferencia estadistica significativa (P>0.05), teniendo el grupo
(T) un valor de 177.39 (mg/dL) y el grupo (FB) 172.77 (mg/dL).
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Hematocrito.

CUADRO 10. VALORES PROMEDIO DE LA DETERMINACION DE
HEMATOCRITO EN (%)

TTO SEM 3 SEM 5 SEM 6
T 33.37 + 1.22° 39.57 + 0.87° 32.86 + 0.342
FB 29.5+1.37° 33.56 +0.71° 30 +0.69°

T: testigo sin adicién de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa
(P<0.05).

En el cuadro 10, se observan los resultados obtenidos en la determinacién de
hematocrito durante los 3 muestreos los cuales fueron realizados al dia 21, 35 y
42 de edad.

Durante el primer muestreo los valores obtenidos fueron 33.37% para el grupo (T)
mientras que para el grupo (FB) fue de 29.5% en promedio presentando diferencia

estadistica entre ellos (P>0.05).

En el caso del segundo muestreo se obtuvieron 39.57% y 33.56% para el grupo
(T) y (FB) respectivamente y diferencia estadistica significativa entre ambos
(P<0.05). Para el ultimo muestreo se obtuvo un promedio de 32.86% para el grupo
(T) mientras que para el grupo (FB) se obtuvo 30.0% en promedio y si se observo

diferencia estadistica entre ambos tratamientos (P<0.05).
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Proteinas Totales.

CUADRO 11. VALORES PROMEDIO DE LA DETERMINACION DE PROTEINAS
TOTALES (g/dL)

TTO 1er MUESTREO 20 MUESTREO 3er MUESTREO
(dia 21) (dia 35) (dia 42)
T 2.7 +0.19° 32+0.122 3.37 £ 0.102
FB 3.17 +£0.13? 2.89 + 0.08 2.84 + 0.09°

T: testigo sin adicién de FB1

FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento

Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa

(P<0.05).

Durante el muestreo realizado la tercera semana de edad se observo que para las

proteinas totales el grupo (T) obtuvo 2.7 (g/dL) mientras que el grupo (FB) obtuvo

un valor de 3.17 (mg/dL) en promedio, observandose que no hubo diferencia

estadistica entre ellos (P>0.05).

En el caso del muestreo de la 52 semana de edad se observd diferencia

estadistica entre tratamientos ya que el grupo (T) obtuvo un mayor valor que fue

de 3.2 (g/dL) en promedio mientras que el grupo (FB) obtuvo 2.89 (g/dL).

Para el ultimo muestreo realizado al final de la 62 semana de edad se observod

diferencia estadistica entre ambos grupo (P<0.05), teniendo asi, que el grupo (T)

obtuvo un valor de 3.37 (g/dL) que fue el mayor valor y el grupo (FB) 2.84 (g/dL).

—
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Evaluacion de la respuesta inmune celular.

CUADRO 12. DETERMINACION DE GROSOR EN MEMBRANA INTERDIGITAL

(mm)
MUESTREO | TTO MEDICION POSTINOCULACION (H)
12 24 48
DIA 21 T 0.22 + 02+ 0.13 £ 0.06°
0.042 0.05°
FB 0.13 0.13 0.11 £ 0.04°
0.02° 0.032
DIA 35 T 0.3+ 0.237 + 0.167 + 0.02°
0.04° 0.03?
FB 0.162 + 0.16 + 0.166 + 0.03?
0.032 0.02°

T: testigo sin adicion de FB1
FB: concentracion de 5 mg FB1/kg de alimento
Media * error estandar

Literales diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa

(P<0.05).

La evaluacion de la respuesta inmune celular se midié los dias 21 y 35 de edad

(cuadro 9). En el primer muestreo no se observé diferencia en las respuesta en

ninguno de los momentos de evaluacion (12, 24 y 48 h postinoculacién) entre

ambos tratamientos (P>0.05). Sin embargo, se observa una tendencia a una

menor respuesta en las aves que consumieron fumonisina. Un comportamiento

similar se observo al dia 35, donde se observa una menor respuesta en las aves

que consumieron fumonisina en el alimento. Sin embargo, si hay diferencia

estadistica a las 12 h, donde se da una respuesta inflamatoria inicial con un grosor

de 0.3 mm para el tratamiento (T) y 0.162 mm para el tratamiento (FB) (P<0.05).
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Sin embargo para la medicion de las 24 y 48 h post inoculacién, aunque no se
observo diferencia estadistica, se presentd un mayor grosor como respuesta en
las aves que no consumieron fumonisina,y los valores obtenidos fueron de 0.237
mm para el grupo (T) y 0.16 mm para el grupo (FB) alas 24 Hy de 0.167 mm para
el grupo (T) y 0.166 mm para el grupo (FB).
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DISCUSION

Parametros productivos

En general se observa que los parametros productivos descritos en este estudio
se encontraron por debajo de los estandares marcados para la estirpe utilizada ;

esto se puede atribuir a las diferencias en el tipo de condiciones bajo las que se
desarroll6 el estudio ya que aunque se procuré igualar las condiciones, estas no
son las mismas. Sin embargo, en el caso del tratamiento Testigo se obtuvieron
mejores resultados que el tratamiento alimentado con fumonisina, en el cual se

observo alteracion en sus variables productivas.

Diversos investigadores como Li et al., (1999), Henry et al., (2000), Broomhead et
al., (2002) y Del Bianchi et al., (2005) han reportado que el consumo de alimento
contaminado con fumonisina en concentraciones que van desde 10 hasta 300 mg
FB1/ kg no causan alteraciones en los valores de peso corporal, ganancia de
peso, consumo de alimento o conversion alimenticia y esto difiere con los

resultados obtenidos en este experimento.

Los valores obtenidos en este estudio concuerdan con Espada et al., (1993) quien
con concentraciones de 10-30 mg FB1/ kg de alimento observé un efecto negativo

sobre los mismo valores al igual que lo recabado en este estudio.

Sin embargo, Fang Chi y Broomhead J. (2011) describieron que en general una
produccion afectada por micotoxicosis, principalmente las producidas por los
géneros Aspergillus sp. y Fusarium sp, si afecta considerablemente los
parametros productivos en pollo de engorda, especialmente ganancia de peso y

consumo de alimento.
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Otra posible explicacion seria el tipo de estirpe utilizada, ya que los investigadores
mencionados previamente utilizaron aves de estirpe Arbor acres la cual se
caracteriza por tener una menor ganancia de peso, un menor consumo Yy
consecuentemente un menor peso corporal. Para la estirpe Ross 308 se considera
aceptable un peso corporal de 3695 g, una ganancia semanal de 700 g y un
consumo acumulado de 6797 g al final de un ciclo de 42 dias, por el otro lado en el
caso de Arbor acres se aceptan un peso corporal de 3660 g, una ganancia
semanal de 700 g y un consumo acumulado de 5091 g en el mismo periodo de
tiempo. Esto en términos de consumo podria explicar que las aves utilizadas en
otros estudios consumieron menos cantidad de fumonisinas aun con mayores

niveles de concentracion.

Cabe destacar que en dichos estudios realizados previamente (Broomhead et al,
2011), la administracion de alimento contaminado se dio por un menor periodo de
tiempo (de 1 a 3 semanas aproximadamente), a diferencia de este estudio en el
cual las aves consumieron el alimento contaminado durante 5 semanas, con una
semana de recuperacion. Esto puede indicar que una administracion prolongada
en concentraciones donde previamente no se han reportado alteraciones puede
afectar negativamente sobre el peso corporal de las aves y esto se puede ver

reflejado de una manera mas evidente a partir de la tercera semana de edad.

Anteriormente, Ferket, (2006) describe que entre algunos de los factores que
influyen en una disminucion del consumo de alimento, estan principalmente los
factores anti- nutricionales y el estrés inmunolégico, ya que cualquier antigeno que
produzca una respuesta inflamatoria y/o inmune puede causar una disminucién en
el apetito debido a la liberacién de mediadores quimicos e interleucinas, ademas
la respuesta inflamatoria y/o inmune innata demanda mas nutrimentalmente,
mientras que la respuesta inmune adquirida no demanda de manera severa la

utilizacién de nutrientes, lo que no afecta la ganancia de peso.
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Se sabe que las fumonisinas alteran la respuesta inmune del ave lo que puede
causar disminucion en el peso y en el consumo de alimento. Investigadores como
Li et al., (1999) y Del Bianchi et al., (2005), no encontraron cambios en ninguna de
las variables productivas o inmunoldgicas en concentraciones hasta de 50 mg

FB1/kg de alimento.

Al comparar los valores correspondientes a la conversion alimenticia semanal
obtenidos en este estudio con los reportados por Aviagen (2012), se observo que
no cumplen con el valor estandar recomendado por la casa genética que es de
1.703, en ninguno de los tratamientos. Quizé esto se deba a que las casas
genéticas mantienen a las aves bajo ambientes controlados procurando al minimo
el estrés, en el caso de este trabajo no fué tan estricto el control ambiental. Al
comparar los resultados obtenidos por Henry et al., (2000), Broomhead et al.,
(2002) y Del Biachi et al., (2005) se observo que estos difieren ya que ellos no
reportaron diferencias en el indice de conversion de animales a los que se les
alimentd con concentraciones de fumonisinas de 25, 20 y 10 mg/kg de alimento

respectivamente.

Sin embargo a pesar que el indice de conversion fue menor en el tratamiento al
que se le proporcioné alimento contaminado, las aves manifestaron un menor
peso al final del ciclo y esto en términos productivos no es favorable porque
representa una pérdida real para el productor y su impacto econémico es
significativo disminuyendo la rentabilidad de la produccién (Aviagen, 2012). Cabe
destacar que durante la semana de recuperacion en el grupo (T) se observé una

menor conversion alimenticia en comparacion a la obtenida por del grupo (FB).
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Quimica Sanguinea

En este estudio en general se pudo observar que todos los valores de la quimica
sanguinea se vieron incrementados principalmente durante el muestreo realizado

a la tercera semana de edad

En el caso de AST se pudo observar una concentracion mayor en los animales
que ya habian consumido alimento con fumonisinas por 3 semanas. Durante el
segundo y tercer muestreo el tratamiento Testigo fue quien obtuvo valores mas
elevados. Esto fue comparado con los valores descritos por Ritchie et al., (1994)
en cual reporté que valores superiores a 230 (U/L) se consideran anormales vy
sugestivos de dafo hepatico. En el caso del segundo muestreo se observaron
valores por encima del rango de referencia en ambos tratamientos, sin embargo
este fue mayor en el caso del tratamiento Testigo, esto se puede vincular con que
durante las necropsias realizadas durante este muestreo se observd que las aves
presentaron lesiones sugestivas de higado graso y esto ha sido relacionado con el
aumento en los valores de AST. En este caso las aves pudieron ser propensas a
desarrollar higado graso por el rapido crecimiento corporal que manifestaron sin

embargo, esto tendria que ser corroborado mediante estudios histopatolégicos.

De igual manera Ritchie et al.,, (1994), también describié que los valores
obtenidos de GGT son sugestivos para la determinacion de alteraciones
hepaticas. Sin embargo, durante los 3 muestreos realizados en este estudio, los
valores obtenidos coincidieron con los obtenidos por Del Bianchi et al., (2005)
quien utilizé una concentracion de 10 mg de FB1 /kg de alimento y bajo estas

consideraciones no reporté dafno hepatico en valores por debajo de 35.1 (U/L).

En el caso del colesterol, durante los dos primeros muestreos se observd que el
tratamiento que habia consumido alimento con fumonisinas, obtuvo valores mas

altos.
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Esto puede estar relacionado con una lesion a nivel hepatico lo que puede estar
afectando la sintesis realizada para este elemento en higado y asi ocasionar un
aumento en los niveles séricos (Ritchie et al., 1994). Aunque se ha descrito por
diversos autores que las fumonisinas no tienen como 6rgano blanco el higado
(Voss et al.,, 2007), si se ha observado que es el 6rgano mas susceptible a
desarrollar lesiones en presencia de concentraciones desde 10 mg FB1/kg (Del
Bianchi et al., 2005), hasta concentraciones por encima de 200 mg FB1/ kg
(Ledoux et al.,1992), en este caso podemos observar, que aun en presencia de
pequeias concentraciones en el alimento si hay una lesion a nivel hepatico.
Durante el ultimo muestreo el colesterol se observd con valores menores en el
tratamiento (FB), esto puede ser atribuido al retiro del alimento que contenia
fumonisina, ya que previamente se han descrito las caracteristicas hidrosolubles
de FB1 facilitando su eliminacion del organismo, pudiendo encontrar cantidades

traza 24 h después del retiro de la micotoxina (Voss et al., 2007).

La fosfatasa alcalina aunque se observé con valores mas altos en el tratamiento
(FB) durante los 3 muestreos, todos estuvieron dentro del rango descrito por Del
Bianchi et al., (2005) quien no describié alteraciones hepaticas en valores
menores a 7800 U/L. En este caso aunque tanto FAS como GGT se encontraron
dentro de rangos considerados como normales, cabe destacar que estos valores
se observaron mas altos en el tratamiento que consumié fumonisina B1, esto
puede estar relacionado con que ambas son enzimas de induccion y son
consideradas como marcadores de colestasis, y previamente se ha descrito que
las fumonisinas en concentraciones elevadas pueden causar lesion en epitelio de
conductos biliares (Del Bianchi et al., 2005, Ledoux et al., 1992).
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Hematocrito y proteinas totales.

En el caso de la determinacién de hematocrito se observdé que aunque ambos
tratamientos obtuvieron valores dentro del rango descrito por Charles et al., (2003)
a lo largo de los tres muestreos, el grupo de aves que consumidé alimento
contaminado mantuvo valores menores que los obtenidos por el tratamiento
Testigo con diferencia estadistica significativa. Aunque esto concuerda con lo
descrito por Broomhead et al., y Del Bianchi et al., (2005), quienes utilizaron
concentraciones mayores de FB1, no encontraron alteraciones en los valores de
hematocrito, cabe recordar que los rangos de referencia en valores sanguineos

son amplios y esto no permite detectar si hay o no una alteracién.

Los valores obtenidos para proteinas totales durante el primer muestreo difieren
con lo reportado por Broomhead et al., (2002) y Del Bianchi et al., (2005), donde
no encontraron anormalidades en el caso de consumo de alimento contaminado
con concentraciones mayores a 10 mg FB1/kg de alimento, en este caso, si se
encontraron valores incrementados en el caso del tratamiento (FB). Para los
siguientes muestreos aunque los tratamientos tuvieron diferencia estadistica entre
ellos, ambos se encontraron dentro de los valores normales reportados por
Charles (2003).

En base a estos resultados y con los obtenidos en la determinacion de quimica
sanguinea se puede inferir que las fumonisinas causan alteraciones funcionales
en higado, especialmente en el metabolismo proteico, lo cual se observo en la
relacion en la disminucion entre los valores del hematocrito al igual que en
proteinas totales y lo cual se ha vinculado con enfermedades hepaticas (Ritchie,
1994).
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Respuesta inmune celular.

En este estudio se observd una menor proliferacion celular, la cual se manifesté
en la medida del grosor en el tejido de las aves a las que se les proporcion6
alimento contaminado, esto se ha relacionado con una baja actividad inmune
celular de acuerdo a lo reportado por Martin et al., (2006). Ademas esto coincide
con los resultados descritos por Corrier et al, (1990) el cual indicé que las
evaluaciones realizadas a las 12 horas post inoculacion, reflejan un menor grosor
de la membrana en aves que presentan una disminucion en su respuesta
inmunologica. Ademas cabe mencionar que esta respuesta fue mas evidente en el
muestreo realizado al dia 35 de edad, lo cual puede ser explicado por la
proliferacion de linfocitos T sensibilizados posteriores a la aplicacion de
fitohemaglutinina a los 21 dias. Otros investigadores también han observado
efecto inmunodepresor con otras micotoxinas como lo describe Verduzco et al.,
(2009), quienes utilizaron la prueba de reaccion intradérmica con fitohemaglutinina
pero con alimento contaminado con aflatoxina, observando también efecto
inmunodepresor de esta micotoxina. También Fang Chi y Broomhead J. (2011)
describieron el efecto inmunosupresor de micotoxinas como aflatoxina, y toxina T-
2, ademas de fumonisina, sin embargo ellos mencionan este efecto por fumonisina
en casos de alimentos contaminados con concentraciones mayores a 400 mg/kg

de alimento.

En este estudio se observd que las fumonisinas disminuyen la capacidad

inmunoldgica, como se observa numéricamente.
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CONCLUSIONES

Basado en los resultados obtenidos en este estudio, bajo las condiciones
experimentales empleadas se puede observar un efecto negativo de la fumonisina
B1 sobre los parametros productivos, a una concentracién considerada como no

dafina que fue de 5 mg FB1/ kg de alimento.

Las alteraciones sobre los valores de la quimica sanguinea indican que las aves
jévenes son mas susceptibles al consumo de alimento contaminado con bajas

concentraciones de FB1 (5mg/kg de alimento).

El consumo de fumonisina B1 a una concentracién de 5 mg / kg de alimento,
causa una disminucién en los valores de hematocrito y proteinas totales, y al igual

que los valores de quimica sanguinea, esto es mas evidente en aves jovenes.

En la evaluacion de la respuesta inmune celular se observdé que el consumo de
alimento contaminado con 5mg FB1/ kg durante 35 dias provoca un efecto

inmunodepresor en las aves.
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ANEXO 1: DETERMINACION DE MICOTOXINAS POR COLUMNAS DE
INMUNOAFINIDAD

Extraccion de la muestra

*Se mezclan 50 g del alimento a determinar con 5 g de NaCl y 100 ml de metanol 80%
(metanol: agua/ 80:20 v/v).

*Se mezcla a alta velocidad por 1 minuto.

eFiltrado a través de papel filtro plegado.

Dilucién y filtrado

Se diluyen 10 ml del extracto con 40 ml de Sol. Buffer de lavado Tween-20-0.1%
#Se hace un filtrado en filtro de microfibra de 1.0 pm.

Cromatografia de Afinidad

*Se pasan 10 ml del extracto diluido por la columna.

el avado de la columna pasando 10 ml de Sol. Buffer de lavado Tween-20- 0.1% por
esta misma.

eLavado de la columna pasando 10 ml de PBS por esta.

eLas fumonisinas son eluidas pasando 1ml de HPLC grado metanol por la columna y se
recolecta el eluido en una cubeta VICAM.

Medicion de fumonisinas

#Se adiciona 1.0 ml de las soluciones Developer A y Developer B, se lleva al fluorémetro
calibrado y se mide la concentracién pasados 4 min.
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Micotoxinas mostradas: aflatoxinas (Afla), zeralenona (ZEN), deoxyrivalenol (DON), tricotecenos (T-2), fumonisinas (FUM) y ocratoxina A (OTA)

ANEXO 2: PRESENCIA DE LAS PRINCIPALES MICOTOXINAS A NIVEL

MUNDIAL Y NIVEL DE RIESGO (Reporte de micotoxinas anual BIOMIN, 2014).
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ANEXO 3: PREVALENCIA DE PRINCIPALES MICOTOXINAS REPRESENTADA
POR EL PORCENTAJE DE MUESTRAS CONTAMINADAS (Reporte de

micotoxinas anual BIOMIN, 2014).
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