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RESUMEN

Las fumonisinas son micotoxinas que contaminan con frecuencia el maiz y productos
derivados de éste, lo que se relaciona con trastornos en la salud en humanos y animales. De los
métodos mas recientes propuestos para la prevencidn de micotoxicosis en animales, se
encuentra el uso de adsorbentes que se adicionan a los alimentos asi como el uso de
biomarcadores que detecten la exposicion temprana a dichas toxinas. Los objetivos de este
estudio fueron estimar el grado de exposicion a fumonisinas por consumo de maiz mediante la
determinacién de esfinganina (SA) y esfingosina (SO) en orina (biomarcadores de dafio
primario) en alumnos del CUCBA, valorar la contaminacion de fumonisinas en productos de
maiz de la zona metropolitana de Guadalajara (ZMG) y evaluar la eficiencia de dos
adsorbentes de micotoxinas en dietas de pollo de engorda contaminadas experimentalmente -
con fumonisinas (FBs). Para el estudio de los biomarcadores de exposicién a fumonisinas se
procedié a realizar una encuesta preliminar a alumnos del CUCBA, a partir de la cual se
seleccionaron 38 voluntarios categorizados de bajo, mediano y alto consumo de tortillas y se
analizaron muestras de orina mediante la técnica descrita por Solftizzo y col, (1997a),
determinandose los niveles de SA y SO al inicio de la prueba (Etapa A), después de la
restriccion del consumo de productos de maiz (Etapa B) y al retorno de la dieta normal (Etapa
(). Para la prucba experimental en pollos, se seleccionaron 162 pollos de engorda Ross
machos, de 44 g = 1.2 peso promedio, distribuidos aleatoriamente en 9 tratamientos que
incluyeron dos niveles de FB; (75 y 100 mg/Kg) y dos adsorbentes (clinoptilofita y manano
oligosacaridos). Se evaluaron los parametros productivos y determiné la actividad enzimética
de AST, ALT, proteinas totales, esfingosina (SA) y esfingosina (SO) en suero; proteinas
totales, glutatién reducido y estudio histopatologico en tejido hepatico y renal. Los resultados
fueron sometidos a un ANOVA y a la prueba Tukey mediante el paquete estadistico SAS
(1996). Los niveles promedio detectados de fumonisinas en los productos de maiz fueron en
elote, tostadas, tamales, tortillas y hojuelas de maiz de 4.62, 2.3, 2.41, 1.9 y 1.7 mg/Kg,
respectivamente. Las determinaciones de los niveles de SA y SO en suero no mostraron
diferencia estadistica (p>0.05) entre sexos y por nivel de consumo de tortilla, sin embargo se
observé aumento significative (p<0.01) en la relacion SA/SO en las etapas donde hubo
consumo de productos de maiz, siendo de 1.19 en la Etapa A, 0.98 en la Etapa By 1.08 en ia
Etapa C. La estimacion del consumo diario de fumonisinas fue de 2.75 a 7 ng/Kg/dia, niveles
que superan el consumo diario tolerable (TDI) de 2 pug/Kg/dia para humanos deacuerdo a lo
reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (2001), confirmado por el Comité Europeo
Cientifico en Alimentos {2003). De acuerdo a la contaminacion por fumonisinas encontrada en
los productos de maiz analizados, asi como por la alteracion de la relacién SA/SO en orina, se
concluye que existe riesgo de exposicion a fumonisinas en los voluntarios. Respecio a la
pruecba experimental en pollos, los tratamientos no mostraron efecto sobre los parimetros
productivos. Se observd aumentd significativo de la actividad enzimatica de AST yen la
relacién SA/SO en los grupos expuestos a FB;. El estudio histopatolégico mostré dafio tisular
moderado. Se puede concluir que los niveles evaluados de fumonisinas inician el dafio a nivel
celular detectado por la alteracion de la relacidn SA/SO, sin que se aprecien efectos
toxicol6gicos severos en érganos, por lo que se consideré a la relacién como un biomarcador
sensible de exposicién a FB; en pollos de engorda. El uso de clinoptilolita y de manano
oligosacaridos como adsorbentes de micotoxinas en las dietas de pollo de engorda
contaminadas con fumonisinas a 75 y 100 mg/Kg no mostraron beneficio relevante.




.  INTRODUCCION

Fl maiz en México representa la base de la alimentacion para la poblacion y ademds es
utilizado en gran proporcion en dietas balanceadas para animales. Durante el cultivo, el maiz
estd expuesto a diversos factores bidticos (insectos, bacterias, hongos) y abidticos (sequias,
inundaciones) que afectan su calidad y rendimiento. Entre los factores bidticos, es de
relevancia la infeccion por hongos fitopatégenos y potencialmente productores de micotoxinas

(Gonzilez, 1995).

Las fumonisinas, micotoxinas caracterizadas por Bezuidenhout y col. (1988) son detectadas en
el maiz durante el cultivo y en el almacenamiento, reportandose contaminaciéon en diversos
subproductos a base de maiz. Son responsables de la leucoencefalomalacia equina y del edema
pulmonar porcino, en aves pueden producir efectos adversos, tales como reduccién de la
ganancia de peso, inmunosupresion y anormalidades en el esqueleto ademéis de estar
estrechamente relacionadas con la alta incidencia de céncer esofigico humano en algunas
regiones de Sudafrica, China y Ia India, donde el maiz representa Ia base de la alimentacién
(Riley y col,, 1993b).

En Meéxico el consumo de maiz y productos como las tortillas es elevado, se reporta un '

consumo per capita de 320 g/dia, por lo que se considera que existe alto riesgo de exposicion
de Ia poblacion a fumonisinas (Reyes y col., 1997), en tanto que en explotaciones pecuarias el
maiz es la segunda fuente energética en las dietas de animales después del sorgo, por lo que Ia
presencia de fumonisinas puede ocasionar pérdidas econdmicas por los efectos sobre

parametros productivos y por el dafio a la salud en determinadas especies animales (Osweiler,
2000).

El uso de biomarcadores que detecten la exposicién temprana a dichas toxinas, se fundamenta
en el mecanismo de accidn de las fumonisinas debido a que la alteracién del metabolismo de
los esfingolipidos puede ser detectada en suero, tejidos y orina, antes de que se observen

signos clinicos caracterfsticos de micotoxicosis.




La disponibilidad de biomarcadores que revelen la exposicion a fumonisinas previo a la
manifestacion de los efectos clinicos permitird conducir estudios ttiles para reducir el riesgo
de exposicién en humanos y animales, asociado con la ingestion de alimentos contaminados

con la micotoxina.

Puesto que en México no se han realizado estudios que permitan valorar la relacidén
esfinganina/esfingosina (SA/SO) de la poblacion, la cual basa su alimentaciéon en productos
derivados de maiz, el presente trabajo pretende estimar el grado de exposicidn a dichas
fumonisinas en un grupo de alumnos del Centro Universitario de Ciencias Biolbgicas y
Agropecuarias (CUCBA).

De los métodos mas recientes propuestos para la prevencion de micotoXicosis se encuentra el
uso de adsorbentes que se adicionan a los alimentos balanceados para animales durante el
proceso de elaboracion, estas sustancias actGan posteriormente secuestrando las toxinas en el

tracto gastrointestinal y reduciendo la biodisponibilidad de las mismas.

En la actualidad el uso de biomarcadores moleculares del dafio celular de las micotoxinas,
como [o es la relacion de SA/SO en suero, puede ser una herramienta 1til para valorar la
efectividad de la inclusién de adsorbentes, ya que es considerado un método sensible de la

exposicion a fumonisinas en animales.




II. ANTECEDENTES

2.1. Imporiancia del maiz en México

El cultivo del maiz se origind probablemente en América Central y en México, de ahi se
dispersd hacia el norte hasta Canadd y al sur hasta Argentina. Algunas investigaciones
arqueoldgicas registraron maiz de 7,000 afios de antigiiedad en Teotihuacan, México, pero es
posible que hubiera otros centros secundarios de origen en América. El maiz fue esencial para
las civilizaciones Maya y Azteca y tuvo un rol importante en sus creencias religiosas,
festividades y nutricion. Para los indios americanos la palabra maiz significaba literalmente

“causa de vida”.

Botanicamente, el maiz (Zea mays L.) pertenece a la familia de las gramineas. Es una planta
anual con un sistema de raices fibrosas e inflorescencias masculinas y femeninas separadas,
aunque se forman sobre la misma planta. El fruto de la planta del maiz se llama
comercialmente grano, botdnicamente es un caridpside y agricolamente se le conoce como
semilla (Reyes, 1990). Las semillas son blancas o amarillas, también pueden encontrarse
algunas negras, rojas o mezclas de colores. La planta de maiz puede ser definida como un
sistema metabolico cuyo producto final es principalmente el almidon depositado en 6rganos

especializados, como semillas de maiz (Tanaka y Yamaguchi, 1972).

El maiz, es uno de los cercales mas importantes del mundo, suministra elementos nutritivos a
los seres humanos y a los animales, es el tnico cereal importahte nativo del hemisferio
occidental y originario de México, representa el 5.4 % del total de las fuentes alimenticias de
la poblacién humana (Gonzélez, 1995).

Entre los paises con mayor volumen de produccién en maiz se encuentran: Estados Unidos,
China, Brasil, México y Argentina. En México, el maiz representa el 43% de la superficie
cultivada; por su volumen de produccidn, drea cultivada y valor de produccién, es el cultivo

mas importante. En 2002, la produccion maicera en la Repiblica Mexicana se concentrd en




Jalisco, Estado de México, Chiapas y Michoacdn, que tradicionalmente aportan el 78% de la

produccion nacional cada afio (SAGARPA, 2004) .

Las siembras de maiz en México ocupan una superficie de casi 8 millones de hectdreas con
una produccién aproximada de 14 millones de toneladas, representa aproximadamente el 50%
del volumen total del alimento de consumo en México y proporciona a la poblaciéon la mitad
de las calorias requeridas (SAGARPA, 2004). Del maiz total utilizado 59.5% se consume en
tortillas, un 4.7% es procesado por la industria almidonera y el 35.8% se destina a otros usos
como: alimento animal, semillas, etc (Gonzalez, 1995).

Las practicas productivas y comerciales en el mundo, ubican al maiz como principal grano
destinado al consumo pecuario (SAGARPA, 2004). En México el 72% del total de produccion
de mafz se destina para consumo humano mientras que en Estados Unidos es
aproximadamente el 10%. El consumo per cépita se calcula en 320 g/dfa que aportan el 56%
de las calorias y el 47% de las proteinas en la alimentacion del mexicano, en las areas rurales

estos porcentajes son del 76% y 56% respectivamente {Gonzalez, 1995).

El mafz y sus derivados contienen casi todos los nutrientes en mayor o menor cantidad y su
composicion cambia segin la variedad y otros factores ambientales. Los tipos de maiz que sc
producen en México reportan una composicion promedio del 70% de hidratos de carbono, 8%
de proteinas, 4% de grasa, 4 % de minerales y 3% de celulosa. Existen sin embargo, grandes

variaciones en el contenido y calidad de la proteina entre los diferentes tipos de maiz (Pérez,
1996).

2.2, Contaminacion por micotoxinas

Los hongos filamentosos han evolucionado para lograr una utilizacion mds eficientes de los
sustratos solidos, por medio de un crecimiento en la superficic y penetracién en la matriz
sélida. Estos organismos son capaces de secretar enzimas que desdoblan macromoléculas
complejas en compuestos menores los cuales son utilizados para su crecimiento y

metabolismo, ademas pueden absorber nutrientes de bajo peso molecular y también secretar




metabolitos secundarios, los cuales son compuestos de bajo peso molecular gue no estian

asociados al proceso de crecimiento (Moss, 1996).

Los tres géneros fungicos que aparecen como los mayores productores de micotoxinas son:
Aspegillus, Penicillium y Fusarium. La mayoria de las especies productoras de micotoxinas

son saprofitas, unas pocas son patogenos facultativos de plantas (Kale y Bennet, 1992).

Por definicién podemos decir que las micotoxinas son compuestos orgdnicos biologicamente
activos que pueden causar problemas de intoxicaciones agudas, subagudas o crénicas. De
acuerdo al 6rgano que atacan las micotoxinas o las mamfestaciones patolégicas que causan,
pueden distinguirse en carcinogénicas, mutagénicas, hepatotdxicas, nefrotoxicas, neurotoxicas

y toxicidad dérmica (Task, 1989).

Las intoxicaciones de los animales y el hombre asociadas con los alimentos han sido
reconocidas o sospechadas durante siglos, sin embargo la implicacion de los metabolitos
producidos por hongos (micotoxinas) se reconocid en 1960 con el descubrimiento de las
aflatoxinas (AFBs) (Asplin y Carnaghan, 1961), sin embargo establecer que una toxina
especifica es Ia causante de una micotoxicosis en una tarea bastante dificil (Prelusky y col,,
1994).

Tanto la materia prima como los subproductos destinados a la alimentacion humana o animal
pueden estar expuestos a la contaminacion fiingica. La naturaleza y el grado de contaminacion
con hongos toxicogénicos determinara la presencia o ausencia de micotoxinas en el producto.
La identificacion de los hongos contaminantes por si sola, tiene un valor limitado en el
diagndstico de las micotoxicosis, ya que las conclusiones finales sdlo pueden ser obtenidas
una vez realizadas la extraccién y la identificacion de las toxinas debido a que: a) La presencia
del hongo no asegura que haya producido la toxina, b) Una toxina determinada puede persistir
en un producto aunque el hongo no esté presente, ¢c) Un hongo puede ser capaz de producir
mas de un tipo de toxina, d) La producciéon de una micotoxina en particular, depende de
factores biologicos, quimicos y fisicos y ) Una toxina dada puede ser producida por mas de

un género fingico.




Es importante destacar que la presencia de un hongo toxicogénico en un alimento es, sin duda
un llamado de atencion de peligro de encontrar micotoxinas (Smith y Moss, 1985). Entre los
sustratos mas apropiados para la biosintesis de micotoxinas figuran los productos de origen
vegetal {cereales y oleaginosas), ricos en proteinas y calorias, que constituyen un valioso
aporte a la dieta de gran parte de la poblacion mundial. El crecimiento fiingico y la produccion
de las toxinas pueden ocurrir en los granos durante su desarrollo en la planta durante el

almacenamiento o en cualquier otro punto de la cadena alimentaria.

El impacto de las micotoxinas en la salud humana y animal es actualmente reconocido y se
estima que las mismas causan graves pérdidas econdmicas estimadas en millones de dolares
en todo el mundo (van Egmond, 1995; Peraica y col., 1999). La Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién estima que, cada afio, el 25% de la produccioén
agricola destinada a alimentos es afectada por las micotoxinas, ello se traduce para los
productores de granos: en un aumento de los costos en menor rendimiento, menor valor
nutritivo e incremento en los costos de transporte; para los ganaderos: menor rendimiento de
los animales, problemas en Ia reproduccidn, aumento en la incidencia de enfermedades, gasto
en personal veterinario, aumento en los costos de descontaminacién y pérdida en los
mercados; para los distribuidores: incremento en los costos de procesos tales como secado,
destoxificacidon y capacidad de almacenamiento y para los industriales: pérdida de producto,
costos de supervisién y analisis de micotoxinas en los productos (Postupolski ¥ col., 1999;
Osweiler, 2000; Hussein y Brasel, 2001).

En las explotaciones pecuarias las pérdidas econdémicas son importantes debido al efecto
subclinico de las micotoxinas en los animales, los cuales se manifiestan especialmente sobre
los parametros productivos como son el consumo de alimento, la ganancia de peso vy la
conversion alimenticia, entre otros. Las principales micotoxinas involucradas en la
alimentacién de aves son AFs, ocratoxinas (OAs), deoxinivalenol (DON), toxina T-2 y las

fumonisinas (FBs) (Weibking y col., 1993; Espada y col., 1994; Kubena y col., 1997).




2.3. Fumeonisinas

Las FBs son una familia de toxinas descubiertas en 1988. El aislamiento v caracterizacién se
inicio debido a la muerte de numerosos caballos por leucoencefalomalacia principalmente en
Nueva Caledonia (Francia) y por la elevada incidencia de cancer esofagico en Sudafrica. El
alimento ingerido por los caballos estaba contaminado con Fusarium verticillioides. Dos
grupos independientes, uno en Sudafrica y otro en Nueva Caledonia, aislaron fumonisina B,
(FB,), la mis abundante de las fumonisinas, a partir de dicho alimento. El grupo de Sudafrica
fue el primero en aplicar sus resultados en 1988, también describieron otras tres fumonisinas:
fumonisina B, (FB,), fumonisina A; (FA,) y fumonisina A, (FA;) (Bezuidenhout y col., 1988).
Quimicamente dichas toxinas son una serie de amino-polioles de cadena larga (20 carbonos)
esterificados en los carbonos 14 y 15 con dos grupos de acidos tricarboxilicos (figura 1). Se
han identificado hasta la fecha diez fumonisinas: FB,, FB,, FB;, FA,, FA,;, FC,, FC;, FC3 Y
FCy4; de éstas s6lo las de la serie B y C han sido confirmadas como contaminantes naturales.
La serie A consiste en N-acil derivados, las cuales se forman durante el proceso de

purificacion (Plattner y col., 1992; Seo y Lee, | 1999),

COOH
HOOC
=0
OH OH
CH, o CH; OH NH,
HOOC/\j
COOH

Figura 1. Estructura quimica de la Fumonisina B; (Cawood y col., 1991)




Se han aislado muchas cepas de F. verticillioides, capaces de producir fumonisinas no sélo a
partir de maiz y alimentos balanceados a base de maiz sino de otros sustratos como sorgo y
milo (Gelderblom y col., 1988a; Ross y col., 1990; Visconti y Doko, 1994). Algunas especies
de Fusarium Seccion Liseola (F. proliferatum, F. anthophilum y F. globosum) son capaces
también de producir fumonisinas (Chelkowsky y Lew, 1992; Nelson y col., 1992; Sydenham y
col., 1997). Sin embargo, F. subglutinans es productor de bajos niveles o no productor de la
toxina (Nelson y col., 1992). Especies relacionadas con la Seccidn Liseola recientemente
descritas como F. dlamini, F. napiforme y F. nygamai son productoras de FBs (Thiel y col,,
1991a; Nelson y col., 1992). Chen y col, (1992) observaron produccién de FB; por Alternaria

alternata 1. sp. lycopersici.

Las FBs son compuestos altamente polares, lipofobicos, extremadamente solubles en agua y
acetonitrilo:agua, solubles y no estables en metanol, insolubles en solventes no polares
(Murphy y col., 1993). La FB, es estable al calor, por ejemplo, el calentamiento a temperatura
de ebullicién durante 30 minutos seguido de un secado a 60°C por 24 hrs no causa cambios en
la concentracion (Alberts y col., 1990), se recuperé cerca de un 40% de FB;y FB; cuando se
calentd harina de maiz a 190°C pero a temperaturas supetiores la pérdida fue total (Scott y
Lawrence, 1992).

Las FBs no presentan fluorescencia, son facilmente volatilizadas (Riley y col., 1993b), estas
toxinas pueden ser purificadas a partir de material de cultivo (con bastante dificultad) como un

polvo blanco, hasta la fecha no ha sido posible cristalizarlas (Cawood y col., 1991).

Al presente poco se conoce acerca de la estereometria de las FBs, sin embargo, su estructura
quimica hace suponer un gran mimero de estereoisdmeros posibles. Como a las bases
esfingoides, a las cuales ellas se asemejan, algunos isémeros pueden ser biologicamente

activos y algunos inactivos en varios sistemas (ApSimon y col., 1994).

Una gran variedad de métodos analiticos se han desarrollado para la deteccién y cuantificacion
de las FBs en diferentes sustratos que incluyen: cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC) (Sydenham y col, 1990; Scott y Lawrence, 1992; Stack y Eppley, 1992),




cromatografia en capa delgada (TLC) (Rottinghaus y col., 1992), métodos inmunoldgicos
como ELISA (Usleber y col., 1994), cromatografia gaseosa (GC) (Jackson y Bennet, 1990;
Sydenham y col., 1990), cromatografia gaseosa acoplada a masas (GC-SM) (Voss y col,
1989, Jackson y Bennet, 1990; Wilson y col., 1990). Debido a que las FBs no poseen un grupo
croméforo, la mayoria de los métodos analiticos dependen de una derivatizacidn previa con
fluorocromos como oftadialdehido (OPA) (Shephard y col., 1990; Stack y Eppley, 1992),
dicarboxaldehido naftaleno (NDA) (Bennet y Richard, 1994), fluorescamina (Syndenham y
col., 1990; Rottinghaus y col., 1992), 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (Scott y Lawrence, 1992),

isotiocianato de fluoresceina (Maragos, 1995).

2.4. Mecanismo de accion de las fumonisinas

Diferentes mecanismos de accién han sido propuestos para explicar todas o algunas de las
enfermedades provocadas por las FBs en animales. Dos de ellos involucran la interrupcion en
el mecanismo lipidico como un evento molecular inicial. Existen también varios estudios
basados en la hipitesis de que las FBs inducen cambios en las enzimas involucradas en el
ciclo de regulacion, diferenctacién y/o apoptosis celular como ciclo de accién inicial o

secundario (Lim y col., 1996).

Las FBs son similares en su estructura a SA y SO, bases esfingoides involucradas en la
biosintesis de los complejos ceramida y esfingolipidos. Wang y col. (1991) propusieron, a
partir de esta observacion, un posible mecanismo de accidén de estas micotoxinas a través de la

interrupcion de la biosintesis de esfingolipidos.

Las FBs mostraron “in vifro” una inhibicién tipo competitiva con los sustratos de la enzima
ceramida sintetasa (esfinganina y 4cidos grasos-CoA). La enzima es responsable de la
acilacion de esfinganina como asi de la reacilacion de esfingosina (Merril y col., 1996).
Durante la “biosintesis de novo” de los esfingolipidos, el primer paso enzimatico ocurre en el
reticulo endoplasmico (RE), donde Ia serina se condensa junto a palmitoil-CoA a través de la
enzima serina palmitoiltransferasa para formar 3-cetoesfinganina (Ksa), para producir por

reduccion SA. Posteriormente la acilacion de SA es realizada por la enzima N-aciltransferasa
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de esfinganina (ceramida sintasa), que utiliza varios acidos grasos unidos a CoA. La adicion
del grupo principal correspondiente (por ejemplo, fosforilcolina, ghicosa galactosa, y cientos
de polisacaridos mas complejos) ocurre en el aparato de Golgi. Los eventos que conducen a la
adicion del doble enlace 4-5 trans presente en las esfingosinas no son claros, aunque se conoce
que es posterior a la acilacion del grupo amino. Por lo tanto, la SO libre no es un
intermediario del camino biosintético El proceso de degradacion involucra la hidrokisis
(ocurrida en lisosomas, endosomas y membrana plasmadtica) de los esfingolipidos complejos
con la formacion de SO, pudiendo ser reacilada o fosforilada (SO-P) y, posteriormente el SO-
P es reducido en aldehido graso y fosfato etanolamina. Finalmente, éste es iﬁcorporado a
fosfatidiletanolamina (PE) (Merril, 1991; Rother y col., 1992).

Un significativo aumento de SA (entre otras bases esfingoides de cadena larga) es producido
poco después de la exposicion de cultivos celulares o animales de experimentacién a FBs.
Parte es metabolizado por células y el resto es liberado desde tejidos a suero y orina. La
reacilacion de SO libre también podra verse bloqueada en presencia de FBs, produciendo un
incremento en la concentracion de SO libre, aunque menor comparado con el de SA (Riley y
col,, 1994). A consecuencia de tal exposicion, se observa una formacion reducida de
esfingolipidos complejos y un significativo incremento de la concentracién intracelular de
esfinganina y de la relacién esfinganina/esfingosina (SA/SO >1). La consiguiente acumulacion

de esfinganina resulta citot6xica e inhibitoria del crecimiento celular (figuras 2 y 3).

Puesto que la presentaciéon de SO libre en células de mamiferos es siempre producto del
catabolismo de esfingolipidos vy Ja presencia de SA libre son intermediarios de la ruta
biosintética de novo de esfingolipidos, ambos grupos esfingoides se encuentran siempre en
concentraciones bajas en células sanas. Por lo que elevadas concentraciones pueden afectar el
crecimiento de las células y dafiar su integridad (Merril y col., 1993; Merril,, 1991), lo que ha

sido asociado con defectos genéticos en la biosintesis de esfingolipidos.
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Figura 2. Biosintesis “de novo” de los esfingolipidos

8 I .
?:; Esfingomielina Glicolipidos E;sﬁ_nagp%ﬁ%?_gg
% Serina o
Golgi SalSo>1
N-Acil-Sa/So .
~a Esfingolipidos
Complejos - B
| N-Aci-S0 «—— So (5a S0
Y ) : '
Seina+ N-Aci-Sa - T N soP ./
Pal-CoA — ~ Ns8 <«— FBy Henore
Retfculo o
endoplasmico Sa PE Intracelular

Figura 3. Inhibicién del metabolismo de los esfingolipidos por FB,
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En resumen hasta ahora se ha demostrado que algunas de las consecuencias de la inhibicion de
la esfinganina (esfingosina) N-aciltransferasa por las fumonisinas en estos modelos celulares
son: a) inhibicién de la biosiniesis de novo de SO; b) acumulaciéon de SA libre (Wang y col,,
1991; Yoo y col., 1992); ¢) deplesion del complejo esfingolipido (Merril y col., 1993; Wang vy
col., 1991); d) incremento de los productos de degradacion por el catabolismo de las bases
esfingoides (Merril, 1991; Merril y col., 1993); e) incremento de productos lipidicos derivados
del aumento de productos de degradacién de las bases esfingoides (Smith y Merril, 1993) y f)
incremento de esfingosina libre (Yoo y col., 1992; Merril y col,, 1993) posiblemente por la
inhibicién de la reacilacién de la esfingosina derivada tanto de la dieta o del catabolismo de

esfingolipidos.

Debido que en cultivos celulares la relacién de SO libre con SA libre demostré ser un
marcador dimensional de la alteracién del metabolismo de esfingolipidos por las FBs, se
hipotetizé que la alteracién en el metabolismo de esfingolipidos en higado (u otros érganos) de
animales que consumen FBs o alimentos contaminados con dicha micotoxina pudiera ser
detectada por el incremento de la relacion SA/SO libres en suero. Esta hipdtesis fue probada
en una serie de estudios utilizando suero y tejidos obtenidos de ponies, cerdos, pollos y ratas

(Wang y col., 1992; Haschek y col., 1993; Weibking y col., 1993; Voss y col., 1995).

2.5. Biomarcadores de exposicion a fumonisinas

El estudio de la toxicocinética de la FB; demostrd que es eliminada rapidamente del suero en
monos vervet, esta eliminacion rapida asi como la baja disponibilidad y la escasez de los
principales metabolitos, implica que la medicion directa de fumonisinas en suero no seria un

biomarcador apropiado de la exposicion de dichas micotoxinas (Shephard y col., 1994).

Basados en el mecanismo de toxicidad de las FBs descrito previamente, algunos
investigadores han sugerido que el incremento en la relacién SA/SO en tejidos, suero y orina
seria un adecuado biomarcador de exposicion crénica y aguda a las fumonisinas (Wang y col.,

1992; Merril y col., 1993, Qui y Liu, 2001).
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Numerosos estudios desarrollados en varias especies animales que consumiéron raciones
contaminadas con FBs, establecieron que la relacion SA/SO es un potencial biomarcador de la
exposicion a dichas micotoxinas. En estos estudios, SA vy SO fueron determinados en plasma,
orina y varios tejidos, observindose elevacion de la relaciéon SA/SO debido a la inhibicion de
la enzima clave de la biosintesis de esfingolipidos, la ceramida sintetasa. Sin embargo, la
mayoria de estos estudios, han utilizado niveles de exposicion a FBs relativamente altos, con
el propésito de investigar la respuesta patoldgica por la ingestion de FBs. Por ejemplo, Wang
y col. (1992) describieron la elevacion de la relacion SA/SO en ponies con niveles de 22,000 y
44,000 pg de FBy/Kg de alimento. Subsecuentemente, la alteraciéon del metabolismo de
esfingolipidos fue demostrada por la elevacion de la relacion detectada en suero de cerdos
alimentados con 1,500 png de FB/Kg de peso vive por dia (Haschek y col., 1993), en suero y
orina de conejos alimentados con 1,000 pg de FBi/Kg de peso vivo/dia (Gumprecht y col,
1995) y en el suero de ratas alimentadas con 13,600 ug de FBy/Kg de peso vivo/dia (Voss y
col., 1995).

Estudios recientes en primates no humanos (monos vervet) expuestos a altos y bajos niveles de
material cultivado con F. verticillioides mostraron elevacion significativa en suero de las
relaciones promedio de SA/SO, que fueron de 0.43 en los controles, 1.72 en los animales con
dosis bajas (300 ug de FBs/Kg de peso vivo/dia) y de 2.57 en los que recibieron dosis altas
(800 pg de FBs/Kg de peso vivo/dia) (Shephard y col., 1996b). Determinaciones simultdneas
de las bases esfingoides en orina, mostraron relaciones de 0.87 en controles y de 1.58 y 2.17
en los grupos experimentales de dosis bajas y altas de FBs respectivamente, sin embargo estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas debido a la amplia variacién dentro de

cada grupo.

A diferencia de los biomarcadores de los aductos de AFs, los cuales solo se presentan en
animales o humanos éxpuestos a las toxinas, la relacion SA/SO tiene un nivel normal en
animales (control) no expuestos a FBs, asi la sensibilidad de la relacion SA/SO en suero y
orina como biomarcador de la exposicion a dicha toxina es diferente entre las diversas

especies animales.
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En humanos se han realizado pocos estudios, entre los que cabe destacar los realizados por
Castegnaro v col. (1996), quienes reportan una relacion SA/SO en orina de 0.4 a 0.6 en un
grupo de 14 mujeres, mientras que en hombres los niveles detectados fueron bajos, lo que
impidié determinar la relacion. Por otra parte, Solfrizzo y col. (1997a) determinaron en Italia
una relacion promedio de SA/SO de 0.29 en un grupo de 6 mujeres. Posteriormente los
estudios de Castegnaro y col. (1998), en dos poblaciones, una de 10 hombres y 8 mujeres de
origen francés y la segunda de 13 mujeres de origen asidtico, mostraron relaciones SA/SO de
0.09 a 0.78 respectivamente, sin mostrar diferencia estadistica entre grupos. En
investigaciones desarrolladas en poblaciones de Sudafrica, la relacién determinada en orina
fue de 0.41 en Transkei y de 0.34 en Kenia, sin que se observaran diferencias estadisticas entre

sexo o region (Westhuizen y col., 1999).

2.6. Efectos toxicologicos de las fumonisinas

La mayoria de los estudios de toxicidad en animales han sido realizados con FB,,

actualmente, se asocia dicha toxina con los siguientes efectos toxicologicos:

2.6.1. Leucoencefalomalacia en caballos

Kellerman y col. (1990) indujeron lesiones cerebrales de leucoencefalomalacia en caballos por
medio de dos dosis orales de 8,417 y 8,925 mg de FB; por caballo. Otros investigadores han
logrado reproducir la enfermedad en caballos y en ponis alimentados con maiz naturalmente
contaminado que contenia niveles de FB; de 4.519 g y 50 g respectivamente (Wilson y col.,
1992; Ross y col., 1993).

Se ha asociado ¢l maiz y el alimento balanceado a base de mafz naturalmente contaminado
con FB; (<1-160 pg/g), FB2 (<1-49 pg/g) y FB3 (<1-2.6 pg/g) con brotes de
leucoencefalomalacia en campo (Plattner y col., 1990; Shephard y col., 1990; Ross y col.,
1991b; Wilson y col, 1992). Ross y col. (1991b) concluyeron que “alimentos con
concentraciones mayores de 10 pg/g de By no son seguros para caballos”, mientras que

Wilson y col. (1992) determinaron que este limite es inferior (8 pg/g).
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2.6.2. Edema pulmonar en cerdos

Este sindrome ha sido inducido en cerdos alimentados con maiz que contenia FB; (155
mg/Kg, 166 mg/Kg, 92 mg/Kg) y también por medio de una inyeccidén intravenosa de FB,
(11.3 mg, 72 mg) (Harrison y col., 1990; Colvin y Harrison, 1992; Osweiler y col., 1992),
También se ha asociado el maiz y alimento balanceado a base de maiz naturalmente
contaminado con FB; (<1 — 330 pg/g) y FB; (< 1 — 48 ug/g) con brotes de edema pulmonar
en cerdos en Estados Unidos durante 1989-1990 (Harrison y col., 1990; Ross y col., 1990;
Haschek y col., 1992; Osweiler y col., 1992).

2.6.3. Efectos téxicos en aves de corral

El consumo de dietas contaminadas con F. verticillioides en pollos de engorda, se asocia a la
produccién de cambios funcionales en las aves como: necrosis hepética multifocal, hiperplasia
biliar, reduccién en el peso corporal, de higado y bazo, anormalidades esqueléticas (arqueo de
patas), alteraciéon en los parametros bioquimicos v elevada mortalidad (Espada y col., 1994).
En pavos se han observado alteraciones en el miocardio. Con el motivo de correlacionar el
nivel de FBs presentes en las dietas con la toxicidad en pollos de engorda, algunos
investigadores trabajaron con dietas fermentadas de maiz con F. verticillioides que contenian
niveles de 75 a 525 mg FB/Kg de alimento, y observaron que con dosis superiores a 150 ppm
sc¢ presentaban sintomas evidentes de toxicidad, mientras que con 75 ppm se observaban

efectos mas sutiles.

Li y col. (1999) informaron que FB, presenta efectos inmunosupresivos en pollos cuando se
adiciona a la dieta a razon de 200 mg/kg. Por lo tanto, el Comité de Micotoxinas de la
Asociacién Americana, a través del Laboratorio de Diagndstico recomienda no destinar para el

consumo de aves de corral alimentos con un contenido de FB; superior a 50 mg/kg (Riley y
col,, 1993b).
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2.6.4. Asociacion con cancer esofigico en humanos

En Transkei, regién de Sudafrica, se han observado dreas de alta incidencia de cancer
esofagico (CE) entre Ia poblacion, con un promedio de 50 casos/100,000 habitantes, pero que
puede llegar a 200 casos/100,000 habitantes (van Resumberg, 1985); cuando se compara con
otras regiones del mundo, incluyendo otras regiones de la propia Transkei, tienen un promedio
anual de 5 casos o menos de CE por cada 100,000 habitantes. En otras regiones del mundo
también se ha detectado una alta incidencia de CE, entre ellas, Lisian, China (Yan, 1980), una
region al Noreste de Irdn (Kmet y Mahboubi, 1972), en Carolina del Norte, Estados Unidos
(Fraumeni y Blot, 1977) y también al norte de Italia (Franceschi y col., 1990).

En Sudafrica y China, se observd una fuerte correlacion entre el CE y la incidencia de F.
verticillioides en maiz y productos a base de maiz (Marasas y col., 1988), en estos lugares las
personas afectadas consumen alimentos a base de maiz diariamente, constituyendo dichos
productos la mayor parte de sus dietas, el maiz es cultivado en el hogar y cosechado,
usualmente almacenado al aire libre v frecuentemente se encuentra dafiado por hongos. Las
FBs se han asociado como una posible causa o factor que contribuye a la alta incidencia de
CE. El analisis de muestras de maiz del distrito de Transkei, mostrdé que granos de maiz sanos
contenian 44 ppm de FB; y que dafios visiblemente dafiados por F. verticillioides contenian 83
ppm (Syndenham y col., 1991; Rheeder y col., 1992). En China se detectaron altos niveles de
FB; (18-155 ppm) en muestras de maiz cultivado en los hogares, en areas de alta incidencia de
CE (Chu y Li, 1994), lo mismo ocurrié en alimentos a case de maiz destinados para consumo
humano en Charleston (Estados Unidos) y en Italia, donde los niveles encontrados variaban
entre 105 y 1,915 ppb para FB; y entre 70 y 4,460 ppb para FB, (Syndenham y col.,, 1991) y
eran superiores a 6,100 ppb (FB1) en Italia (Doko y Visconti, 1994).

La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer establecié que: a) hay evidencia
insuficiente de la carcinogenicidad en humanos de las toxinas derivadas de F. verticillioides;,
b) hay evidencia suficiente de la carcinogenicidad en animales de experimentacion de material
de cultivo de F. verticillioides; ¢) hay evidencia limitada de la carcinogenicidad de FB; en

animales de experimentacion. De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las toxinas
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derivadas de F. verticillioides son consideradas como 2B es decir “posibles carcindégenos en

humanos” (IARC, 1993).
2.6.5. Defectos en tubo neural en recién nacidos

Investigaciones recientes relacionan el aumento en la incidencia en humanos de defectos en
tubo neural (DTNs) en recién nacidos con la exposicion de sus madres a dietas contaminadas
con fumonisinas. Los reportes procedieron de ciertas regiones de Texas, Estados Unidos
durante 1989 a 1991, donde la prevalencia de los defectos en el tubo neural en recién nacidos
fue mayor en personas de origen hispanico quienes se caraqterizan por el consumo de
productos derivados del maiz. Por otro lado, la ocurrencia de los brotes de
leucoencefalomalacia en Texas coincide con el periodo, en el que la cosecha de maiz mostro

altos niveles de fumonisinas (Voss y col., 1989).

Stevens y Tang (1997) relacionaron la inhibicion de la incorporacion del folato, a
consecuencia de la disminucion de esfingolipidos inducida por la FB,;, lo que tiende a
ocasionar una deficiencia intracelular de una de las vitaminas B (folato) durante el primer
trimestre de la prefiez, lo que se asocia con el aumento de riesgo de defectos en tubos de
neural en fetos (Hibbard, 1993).

2.6.6. Hepatotoxicidad y hepatocarcinogénesis en ratas

La principal patologia en ratas tratadas con FB; entre 21 y 30 dias (toxicidad a corto plazo) fue
hapatitis toxica progresiva caracterizada por necrosis hepatocelualr, proliferaciéon de conductos
biliares y fibrosis (Gelderblom y col, 1988b). Estos resultados fueron similares a los
obtenidos con material de cultivo de la cepa de F. moniliforme MRC 826 (Gelderblom y col,,
1988a). En otro experimento a largo plazo (26 meses) con ratas cuyas dietas contenian 50
mg/Kg de FB; sc observd que el higado era el principal organo blanco, los cambios
patolégicos en el higado se caracterizaron por una hepatitis toxica cronica que llegd a una
cirrosis, colangiofibrosis, desarrollo de nédulos degenerativos que finalizaron en un carcinoma

hepatocelular y colangiocarcinoma, diez de las 15 ratas tratadas desarrollaron un carcinoma
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hepatocelular primario y en 4 de dichas ratas se observé metastasis en pulmones y rifiones
(Gelderblom y col., 1991). Voss y col. (1993), en un experimento de 4 semanas en el cual se
alimentaron ratas con dietas que contenian 150 mg/Kg de FB,, demostraron que resultaba

hepatotdxica y también nefrotdxica.

2.6.7. Promocién ¢ iniciacion de cancer en higado de ratas

Se ha demostrado por medio de un ensayo de iniciacién/promocioén de cancer a corto plazo
con dietilnitrosamina que FB; era promotor de cancer en ratas (Gelderblom y col., 1991),
ademas FB; es un iniciador de cancer, lo cual ha sido evidenciado por la induccién de
hepatocitos resistentes en higado de rata (Gelderblom y col., 1992 a y b), a pesar de que la FB,
requiriendo una exposicion prolongada (21 dias) y concentraciones relativamente altas en la
dieta (250 mg/Kg) (Gelderblom y col., 1994). También se ha comprobado que solamente la
FB,, FB; y FB; son iniciadores de cancer en higado de ratas y que los andlogos N-acetilados
{FA, y FA,) y los productos de hidrolisis, no lo son. Debido a estos hallazgos se supone que se

requiere la molécula intacta para dicha actividad (Gelderblom y col., 1993).

2.6.8. Actividad citotoxica en cultivos celulares

La FB, se ha considerado toxica en un gran mimero de lineas celulares de mamiferos (Shier y
col,, 1991; Mirocha y col, 1992; Yoo y col,, 1992; Abbas y col, 1993), ademas en lineas
celulares de macréfagos de pollos (Qureshi y Hagler, 1992) asi como para linfocitos de pavos
(Drombrink-Kurtzzman y col, 1994). En muchos casos la FB; mostr6 mayor actividad
citotoxica en comparacion con la FB, (Cawood y col., 1994), recientemente se demostré que
las fumonisinas de la serie C muestran un patrén de citotoxicidad similar al de FB; en cultivos

de lineas celulares de mamiferos sensibles (Abbas y col., 1999).




2.6.9. Fitotoxicidad

FB; causa dafios a una amplia variedad de malezas y cultivos (lentejas, soya y tomates) en
concentraciones que oscilan entre 10-200 pg/ml (Abbas y Boyette, 1992; Abbas y col., 1992;
Mirocha y col., 1992). Abbas y col. (1992) concluyeron que la Gnica objecion para el uso de
FB; como herbicida era que la toxina es un posible carcindgeno. Otras FBs de la serie B (FB;
y FB;), de la serie A (FA; y FAy) y de la serie C (FC,, FC,, FC; y FC4) han mostrado actividad
fitotoxica en plantas de tomate (Lamprecht y col., 1994; Abbas y col., 1999).

2.7. Incidencia natural de fumonisinas en el mundo

Considerando los efectos toxicos atribuidos a las FBs y la presencia de F. verticillioides en
mafz, se han realizado estudios para determinar el riesgo a la salud humana y animal debido al
consumo de maiz y productos a base de maiz, asi como también para determinar el grado de
exposicion de la poblacidon a dichas toxinas. A partir del afio de 1989 se realizaron en varios
paises evaluaciones para determinar la incidencia natural de las FBs en maiz y alimentos base

de maiz destinados a consumo humano y animal.

En la mayoria de los estudios sdlo se ha analizado FB;, en algunos casos FB; y FB,,
individualmente o combinadas, pocos laboratorios han determinado FB;, en aquellas muestras
donde esta toxina ha sido detectada, generalmente los niveles encontrados son menores a los
de FB; y considerablemente inferiores a FB;, la cual representa el 70 % de las FBs

encontradas en el mafz (Shephard y col., 1996).

Para exponer la informacién disponible a nivel mundial sobre la contaminacién natural con
FBs en alimentos a base de maiz para animales, los datos se agruparon en: 1) alimentos
asociados con brotes de enfermedades (leucoencefalomalacia equina y edema pulmonar
porcino), 2) alimentos no asociados con enfermedades y distribuidos por continentes (Africa,
Asia y América del Norte) (tablas 1 y 2).
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Los niveles de FBs encontrados en alimentos para animales, asociados con brotes de
leucoencefalomalacia en caballos fueron en algunos casos excepcionalmente altos con un
maximo de 130 pg/g de FB,, asi mismo las concentraciones de fumonisinas encontradas en
algunas muestras de alimento asociado con edema pulmonar en cerdos fueron altas, con un
méaximo de 330 pg/g de FB,, los cerdos se consideran menos susceptibles a dicha toxina en

comparacion con los caballos (tabla 1)

Tabla 1. Niveles de fumonisinas (ug/g) en alimentos asociados con leucoencefalomalacia

equina y edema pulmonar porcino.

Total FB, (ng/g) FB; (ngfg)
Muestra Origen  (positivas) Media® Rango Media® Rango Referencia

Lencoencefalomalacia

Alimento a base de maiz ~ Brasil 14(14) 10.3 0.2-38.5 3.8 0.05-12 Sydenham y col., 1993a

Maiz Ttalia 1(1) 60 15 Doko y Visconti, 1994

Alimento balanceado Sudifrica 1) 8.85 3 Shephard y col., 1990

Mafiz, alimentos a base Estados 197(173) 40.5 1-300 19.6" 0.1-17 Wilsony col., 1990,

de maiz Unidos Plattner v col., 1990,
Thiel y col., 1991b,
Sydenham y col., 1992,
Ross y col., 1991b

Edema Pulmonar

Alimento a base de maiz ~ Brasil 3(3) 10.0 8.5-11.1 2.8 1.9-32 Sydephamy col., 1952

Maiz molido Estados 114(101)  90.3 3-300 NA Harrison y col., 1990,

Unidos Colvin y Harrison 1992

Osweiler y col,, 1992,
Ross y col., 1991a

* media de todas las muestras positivas; ° analizadas 20 muestras; NA: no analizado




Tabla 2. Niveles de fumonisinas en alimentos para animales

21

Total

FBipg/e) FB, (ng/e)
Muestra Origen  {positivas}) Media® Rango Media® Rango Referencia
Africa
Maiz Burundi 6(6) 12.2-72.5 NA Munimbazi y
Bullerman, 1996
Salvado de maiz, harina Sudéfrica 429 (422) 1.61 0.05-44.7 0.62 0-26.9  Vijoenycol., 1993,
de germen de maiz, Rava, 1996
alimento balanceado
con maiz, maiz molido.
Maiz almacenade Zambia 16 0.03-1.68 NA Sundheim y col., 1995
Asia
Granos de maiz Corea 83 (40) 11.90  <0.03-2533 430 <0.05-7.68 Ung-Scoycol.,, 1994,
Sohn y col., 1999
Alimento balanceado India 168 (50) 0.62 0.01-64.7 NA Shetty y Bhat, 1997
para pollos, granos de
maiz, majz mohoso
~ Alimento a base de Jap6n 6(6) 1.1 0324 37 <0.1-8.5 Ueno ycol., 1993
gluten.
Granos de maiz Teilandia  35(17) 0.73 <0.05-1.59  0.17 0.05-0.35 Wang y col, 1993,
Yoshisawa y col.,
1996
Maiz Filipinas 98 (54) 0.05-18.8 0.05-14  Yoshisaway
Indonesia Yamashita, 1995
Granos de maiz, maiz ~ Vietnam 32 (23) 0.94 0.26-344 028 0.150.56 Wangyecol, 1995
molido
Europa
Granos de maiz, sémola  Iialia 124 (124) <0.1-3.0 Pietri y col., 1995
de maiz
Gluaten de maiz Reino 1116 (94) 1.04 0.02.27 0.05®> <0.050.07 Scudamore y Chang
importado, alimento Unido 1993, Scudamore y
para mascotas, maiz col., 1997y 1998
Alimento para aves Suiza 22(6) 024 0-0.48 0.09 0-0.12  Pittet ycol., 1992
América del Norte
Alimento para cerdos Estados 9(8) IB,; + FB,: media 15; rango 0-33 pg/g Bane y col., 1992
Unidos
Maiz molido Estados 85 (85) Media: 12.1; rango 2.6-32 pg/g Price y col., 1993
Unidos
Maiz molido Estados  319(286) 11.7 0.1-239 511° 0.10-42.8 Stack y Eppley, 1992,
Unidos Hopman y Murphy,

1993, Ross y col.,
1991a

® media de todas las muestras analizadas; ° 49 muestras analizadas; © 10 muestras analizadas; NA: no analizado

Se ha demostrado correlacion entre la infeccidn con F, verticillioides en maiz cultivado en los

hogares y la incidencia de cancer esofigico en Transkei, Sudafrica (Marasas y col., 1988), la

tabla 3 muestra los niveles de contaminacion natural con FBs en las dreas rurales de Transkei

y China, dos regiones con alta incidencia de CE.
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Tabla 3. Niveles de fumonisinas en maiz en dreas rurales de Transkei y China.

Total FB (ug/e) FB, (ng/g)
Muestra Origen _ (positivas) Medig® Rango Media® Rango Referencia
Transkei, Sudafrica
Mafz de buena calidad  Area con 12(3) 0.38 0-0.55 0.08 0-0.15 Rheeder y col., 1992
bajo % CE
Areacon  12(12) 16 0.05-7.90 0.61 0225
alto % CE
Maiz mohoso Areacon  11(11) 652  0.45-18.90 25 0.15-6.75
bajo % CE
Areacon  12(12) 2390  3.45-46.90 7.55 0.90-16.30
alto % CE
Maiz de buena calidad  Areacon 8(6) 0.67 0-3.31 0.52 0-0.97
bajo % CE
Area con 6(5) 1.84 0-5.38 0.51 0-1.32
aito CE
Maiz mohoso Area con TN 405 0.11-11.34 1.28 0-3.70
bajo % CE
Area con 6(6) 53.74  3.02-1175 13.68 0.75-22.96
alto % CE .
China
Maiz fino Linxian (TN 304 19.8-60 NA NA Chuy Li, 1994
Cixian 8(8) 39.5 303479 NA NA
Maiz mohoso Linxian 2(9 49.3 17.9-118.4 NA NA
Cixian 10(10) 938  284-154.9 NA NA
Maiz Linxian 27(13) 087 <0.10-2.96 0.45 <0.10-40.55 Yoshizawa y col.,

1994
Shanggin ~ 20(5) 089 <0.10-L73 033  <0.10-045
Maiz Haimen 240 (134) 005348 NA Ueno y col., 1997

® media de todas las muestras positiva; NA: no analizado

Se ha encontrado contaminaciéon natural con FBs en alimentos a base de maiz destinados al
consumo humano, en diferentes continentes (tablas 4 y 5), estos productos son principalmente:
harina de maifz, sémola, polenté, semolina, copos de maiz, maiz dulce y se encuentran
generalmente contaminados con FBs en niveles inferiores a 1 pg/g, sin embargo, los productos

analizados de manera individual pueden alcanzar niveles superiores en ciertos paises.




23

Tabla 4. Niveles de fumonisinas en muestras de alimentos a base de mafz para consumo

humano.
Total FB, (ng/g) FB; (ng/g)
Muestra Origen  (positivas) Media® Rango Media® Rango Referencia
~Africa

Harina de maiz Botswana 5(5) 0.180.45 0.05-0.12  Sydenham y col., 1993b

Harina de maiz, maiz Kenia 200 (95) 0.05-5.11 0.05-0.14 Sydenham y col., 1993b,
Kedera y col., 1999

Harina de mafz, sémola  Sudafrica 464 (440) 037 0-4.43 0.07 0-11.10  Sydenham y col., 1991,
Vijoen y col., 1993

Harina de maiz Zimbawe I 1.06-3.63 0.24-0.91 Sydenham y ¢ol., 1993b

Maiz y subproductos Varios 40 (37) 0.02-1.91 Doko y col., 1996

paises

Asia )

Harina de maiz China 7(3) 0.10 0.06-0.20 ND Sydenham y col., 1993b,
Ueno y col., 1993,

Productos a base de Filipinas 25(8) 0.10 0.05-0.22 NA . Yoshizawa y Yamashita,

maiz 1993

Sémola, maiz, dulce Japén 63 (14) 0.05 0226 1.0 0328

Sémola, harina de majz  Tailandia 16 (15) 217 0.08-18.8 033  007-140 Wangycol, 1993,
Yoshizawa y col., 1996

Maiz, maiz dulce Taiwan 147 (50) 0.46 0-2.40 0.11 0071  TsengyLiu, 1997

envasado, rosetas de

maiz, harina de maiz

Europa

Sémola, polenta, Alemania 250 (99) 0.17 0.01-1.23 NA Usleber y col., 1994

rosetas de maiz,

alimento para nifios,

maiz dulce

Harina de maiz Austria 3 0.05-1.15 NA Sydenham y col., 1993b

Harina de maiz Bulgaria 15 0.05-021 0.05-0.15

Sémola, harina de Espaiia 90 (13) 0.08 <0.05- ND Sanchis y col., 1994

maiz, cereales para 0.33

desayuno

Harina de maiz Francia 1() 1.24 0.39 Sydenham y col., 1993b

Polenta, maiz enlatado, Holanda 89 (64) 0.54 <0.01- NA De Nijsy col,, 1998ay

almidén de maiz, maiz 335 1998b

almidonoso

(importado)

Sémola harina de maiz, Italia 49 (45) 1.78 0.01-6.10 043  0.01-0.91 Doko y Visconti 1994,

maiz dulee, polenta Pascale y col., 1995

Sémola y otros Suecia 25(0) ND ND

productos de maiz

Harina de maiz, Suiza 108 (65) 0.13 0-2.20 0.10 0-0.16  Pittet y col., 1992

semolina, polenta,

maiz dulce

Polenta, cereales para Reino 20 (16) FB,+FB,0.01-2.12 Patel y col., 1996

desayuno, rosetas de Unido

maiz, salsas a base de

maiz,

América del Norte

Harina de maiz, Canada 218 (46) 0.47 0.10-3.50 NA

semolina, cereales para

desayuno .

Harina de maiz, . Estados 230 (145) 0.82 005279  0.15° 0.01- Stack y Eppley, 1992,

tortillas, sémola, Unidos 1.07  Hopman y Murphy, 1993

ccreales para desayuno,

rosetas de maiz, mafz

dulce enlatado

® media de todas las muestras analizadas; ® analizadas 98 muestras; NA: no analizado; ND: no detectado
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Tabla 5. Niveles de fumonisinas en alimento para consumo humano y animal en

Latinoamérica
Total B (ug/g) FB, (ug/g}
Muestra Qrigen  (positivas) Media" Rango Media® Rango Referencia
Maiz, maiz dulce Argentina 63 (61) 1.88 0.60-6.70 0.75 0.32.2.68 Sydenham y col,,
envasado, polenta, 1993a, Farnochi y
maiz dulce fresco, col,, 1996, Scolovey y
sémola col., 1999, Torres y
col., 2001
Maiz Brasil 48 (47 6.83 0-18.5 4.6 0-19.3 Hirooka y col., 1996
Granos de maiz, harina Colombia 120 (79) 0.30 0.02-2.96 0.13 0.02-0.99  Perilla y Diaz, 1998
de maiz precocida,
rosetas de maiz,
almidén de maiz,
alimento balanceado .
Maiz Costa Rica 2.13 0-6.32 NA Viquez y col., 1996
Harina de maiz, granos Pera 24(11) 066  <0.050.66 0.14 <0.05-0.14 Syndenham y col,,
de maiz tratados con 1991
lcali
Granos de maiz Uruguay 22(11) 0.05-5.79 NA Pifieiro y col_, 1997
Harina de maiz, maiz =~ Venczuela 38 (32) 0.07 0.02 Stack y Eppley 1992,
amarillo y blanco Medina y Martinez,
1994

* media de todas las muestras positiva; NA: no analizado

La contaminacién de maiz con FBs en distintos paises refleja los niveles de infeccion ﬁingica
de los cultivos durante su desarrollo, la cual puede estar influenciada por varios factores como
region geografica, clima y dafio por insectos, se han encontrado niveles altos de FBs en maiz
cosechado en varios paises como Estados Unidos, Italia y Argentina; aunque F. verticillioides
esta distribuido mundialmente en casi todas las dreas de produccion de maifz, este hongo
predomina en regiones célidas y secas donde la podredumbre del grano de maiz es alta y es

menor en climas frios, tales como los del norte de Europa y Canadéd (Bacon y Nelson, 1994).

En el estado de Nuevo Ledn, México, se realizd un estudio donde se recolectaron muestras de
maiz blanco destinado para consumo humano, los resultados demostraron la presencia de F.
verticillioides en el 61% de las muestras de maiz analizado v el aislamiento de cepas con alta
capacidad productora de fumonisinas (10-9,000 pg/g), los investigadores concluyeron que

puede existir alto potencial de contaminacién en el maiz mexicano (Desjardins y col., 1994).
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Estudios realizados en el estado de Jalisco, México permitieron observar la presencia de F.
verticillioides en el 80 % de las muestras de maiz analizadas, de las cepas aisladas 93% fueron

productoras de FBs en un rango de 750-2,280 ng/g (Reyes, 1997).
2.8. Estrategias potenciales de descontaminacion

La estrategia mas efectiva de controlar la contaminacién con micotoxinas es la prevencién
tanto de la infeccion fiingica como en la produccién de sus toxinas, a campo y durante el
almacenamiento. Cuando la contaminacion ha tenido lugar, existe la posibilidad de reducir los
niveles de toxinas iniciales por debajo de los valores de tolerancia recomendados a través de la
dilucién de los granos contaminados o la implementacion de estrategias de descontaminacion
(Charmley y col., 1995; Galvano y col., 2001).

El maiz es utilizado para la produccion de alimentos, por lo tanto esta sujeto a varios métodos
de procesamiento, los efectos de algunos de estos métodos sobre la concentraciéon de las FBs
han sido objeto de numerosas investigaciones. Los efectos del calor sobre dichas micotoxinas
no son completamente claros, algunos autores indican reducciones significativas en las
concentraciones de FBs sin embargo otros estudios han demostrado que los tratamientos

térmicos no las reducen (Syndenham y col., 1995).

Los parametros fisicos como tiempo y temperatura de procesamiento son factores que afectan
el contenido de FBs en los alimentos, los alimentos calentados a temperatura de ebullicion
(100-125°C) muestran pequefios cambios en el contenido de FBs; en los alimentos que durante
su procesamiento alcanzan temperaturas superiores a 150°C (frituras y horneados) la
reduccion en el contenido de estas micotoxinas es importante (Jackson y col.,, 1996). Castelo y
col. {1998) demostraron que las FBs presentes en harina de maiz naturalmente contaminada
eran inestables en condiciones de tostado, pero permanccian bastante estables durante el
proceso de enlatado y horneado en productos a base de maiz, probablemente debido a que en
estos dos ltimos procesos los productos alcanzaban temperaturas internas bajas si se les

comparaba con los productos tostados.
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Un proceso tradicional para la produccion de tortillas de maiz (nixtamalizacion) fue evaluado
como un método de descontaminacién de FBs, durante el proceso, el maiz se trata con
hidréxido de calcio v calentamiento, si bien el tratamiento redujo las concentraciones de FBy,
existe controversia sobre la toxicidad de los productos finales (Sydenham y col., 1995;
Murphy y col., 1996; Park y col, 1996). Reyes y col. (2002) evaluaron el proceso de

nixtamalizacion y elaboracion de la tortilla encontrandose valores promedio de 5.79 ng/g, 1.47

ng/g, 2.95 ng/g v 1.41 pg/g en maiz, nixtamal, masa y tortilla respectivamente, el efecto del
procesamiento alcalino permiti6 la reduccién de los niveles de fumonisinas en el nixtamal en
un 74.8% respecto a los niveles en el maiz, mientras que la reduccién de fumonisinas en la

tortilla con relacion a lo encontrado en la masa fue de 52.2%.

La amoniacion ha sido probada como un método de descontaminacién para otras micotoxinas
(particularmente AFs) y puede decontaminar FBs exitosamente cuando se combina con calor
(Murphy y col., 1996).

Estudios realizados por Bennet y col. (1996) demostraron que el almidén preparado a partir de
maiz contaminado (molienda himeda) no contenia FBs, sin embargo el gluten y la fibra
contenian cantidades considerables de la toxina y requerian una descontaminacién previa antes

de ser usados como alimento para animales.

Bothast y col. (1992) estudiaron el proceso de fermentacion a partir de maiz contaminado con
FBs y observaron que la fermentacién etandlica de maiz mohoso no contenia FBs, pero el

producto de la fermentacion (cerveza) contenia cantidades apreciables de estas toxinas.

Otra reaccién que ha sido evaluada es el tratamiento de maiz con una combinacién de
peroxido de hidrégeno y carbonato de sodio, dicha reaccidn redujo las concentraciones de FBs
en un 100% de maiz contaminado, la toxicidad de los productos finales fue menor en

comparacion a aquella del mafz no tratado (Park y col., 1996).

Desde hace varios afios, se han establecido limites regulatorios para las toxinas més

peligrosas, AFs en cereales, oleaginosas y productos derivados destinados principalmente al
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consumo humano. En la actualidad se cuenta con numerosos datos que informan la co-
ocurrencia de varias micotoxinas en los alimentos: AFB, y FB;; OA v AFB; citrinina, DON,
acido penicilico y toxina T-2; AFs y acido ciclopiazonico; AFB; y DON; AFB, y toxina T-2
(FAO, 1997).

La presencia de miltiples toxinas en los alimentos debe ser considerada cuando se aplican
estrategias de descontaminacién. Un proceso se considera efectivo cuando cumple los
siguientes requisitos: ser aceptado por las agencias regulatorias, ser econémico, aplicable a
gran escala y capaz de reducir el riesgo de exposicion a un alimento contaminado con mds de

una toxina fingica.

Debido a que los conocimientos sobre la importancia sanitaria y econdmica de la
contaminacién por micotoxinas de los alimentos, son relativamente recientes y que los
estudios de toxicologia crénica son muy prolongados, no existen métodos industriales de gran
difusion tendientes a prevenir las micotoxicosis. La diversidad de estructuras quimicas de las
micotexinas de mayor incidencia hace que las posibles soluciones industriales deban apoyarse

en los siguientes aspectos:

s Aplicacién de métodos rapidos de deteccion.

¢ Incorporacion de equipos de descontaminacién, al disefio de las pequefias plantas
productoras de alimentos que permitan tratar cantidades moderadas de productos
contaminados.

o Utilizacién de aditivos, que puedan incorporarse en forma sistémica en la produccion

de alimentos.

La industrializacion de soluciones que permitan utilizar productos una vez descontaminados,
constituira sin duda, un importante beneficio sanitario y econdmico en la sociedad que
necesita cada vez mas aprovechar todos los recursos alimentarios garantizando la ausencia de

contaminantes toxicos.
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2.8.1. Métodos de eliminacién de micotoxinas en productos agricolas

Los métodos de descontaminacion de micotoxinas en productos agricolas se pueden dividir en

tres categorias: quimicos, biologicos y fisicos (Charmiey y Prelusky, 1994; Galvano y col.,
2001).

Numerosos métodos quimicos han sido propuestos para la destruccion o inactivacion de las
micotoxinas en insumos agricolas contaminados naturalmente. Se han ensayado diversos
productos quimicos para lograr la detoxificacion de estos insumos. Sin embargo, la mayoria de
estos métodos no satisfacen los criterios de aceptabilidad citados previamente; debido a que si
bien destruyen a las AFs, también disminuyen el valor nutricional del producto o producen
metabolitos residuales toxicos (Basappa y Shantha, 1996).

Entre los métodos biologicos, la detoxificacién microbiana es una alternativa para la reduccién
de los mveles de micotoxinas, Su efectividad se fundamenta en la presencia de un
microorganismo controlador o la accién de compuestos quimicos especificos producidos por
éste, que inhiben el crecimiento del hongo productor o directamente la produccién de sus

toxinas.

El biocontrol para FBs se ha realizado con especies de bacterias productoras de sustancias con
actividad fungicida sobre especies de Fusarium. Cavaglieri y col. (1997) mostraron que la
cepa de Bacillus subtilis inhibié el crecimiento de F. verticillioides en medio de cultivo y

redujo la produccién de FB;.

En la utilizacién de microorganismos o sus metabolitos especificos, como probiéticos para la
detoxificacion de alimentos contaminados con micotoxinas, ¢s necesario profundizar sobre el
efecto y la toxicidad de todos los metabolitos que producen éstos microorganismos, asi como

su posible patogenicidad.

Los métodos fisicos de detoxificacion desarrollados son: la limpieza, la separacion mecénica,

el lavado, la segregacion por densidad, la inactivacidn térmica, la irradiacién, el ultrasonido, la
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extraccidn con solventes y la adsorcion. La mayoria de éstos métodos se usan para remover
AFs de los productos agricolas, tales como cacahuate y alimentos para animales (Lopez-
Garcia y Park, 1998; Sinha, 1998; Jackson y Bullerman, 1999).

2.8.2. Uso de sustancias adsorbentes

Los procesos utilizados en la elaboracion de alimentos para animales generalmente no
producen disminucidn en los niveles de las micotoxinas. El peleteado del alimento disminuye
los niveles de Afs, pero no los de DON. El proceso de ensilado del maiz no destruye las AFs,
zearalenona (ZEA), DON y OA (Scott, 1997).

Uno de los métodos més recientes propuestos para la prevencidn de las micotoxicosis,
consiste en el uso de sustancias inertes, que se adicionan a los alimentos para animales durante
el proceso de elaboracion. Estas sustancias actian posteriormente secuestrando las toxinas en

el tracto gastrointesinal y reduciendo la biodispombilidad de las mismas (Nahm, 1995).

En el mercado existen varias clases de adsorbentes y dentro de las mismas existen diferentes
cualidades. El secuestro de micotoxinas por materiales adsorbentes depende de las
propiedades fisicoquimicas del material adsorbente y del adsorbato (molécula que se pretende

atrapar).

De una manera general, los adsorbentes pueden ser divididos en dos grandes grupos: los
aluminosihicatos y los adsorbentes con principio organico, en este ultimo se tienen a los
adsorbentes con enzimas, los productos derivados de levaduras y los organoaluminosilicatos.
Una gran variedad de materiales adsorbentes, tales como, carbén activado, bentonitas,
aluminosilicatos de sodio y calcio hidratado (HSCAS) zeolitas (clinoptilolita); otras
varicdades de arcillas, resinas sintéticas de intercambio i6nico, como colgstiramina y
sustancias poliméricas como, polivinil-polipirrolidona han sido evaluados exitosaﬁiénte en la
adsorcion de numerosas micotoxinas (Piva y col., 1995; Galvano y col, 1997; Ramos y

Hernandez, 1997; Scott, 1998; Huwig y col., 2001).
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2.8.2.1 Aluminosilicatos

La utilizacion de los aluminosilicatos para la adsorcidén de micotoxinas ha sido estudiada por
més de 20 afios (Masinmango y col., 1978; Davidson y col, 1987; Ramos y Hernandez,
1997). Ciertos aluminosilicatos han mostrado capacidad para unir AFs en aceite de cacahuate
y alimentos para animales (Machen y col., 1988). Sin embargo los efectos a largo plazo y la
seguridad de los aluminosilicatos no han sido determinados. Es importante destacar, que no
existe en la literatura suficiente evidencia de que estas sustancias adsorbentes disminuyan
significativamente el valor nutricional de las raciones, mediante el secuestro de vitaminas,
aminoscidos y minerales esenciales (Ledoux y col, 1999). Sin embargo, algunos estudios
demuestran lo contrario y esto podria provocar algin trastorno en el comportamiento

productivo de las aves (Phillips y col, 1988, Ramos y Hernandez, 1997).

Los aluminiosilicatos multilaminares poseen la capacidad de adsorber agua y ciertas
moléculas hidrosolubles en el espacio interlaminar, produciendo la expansion de la arcilla.
Esta caracteristica hace que estos materiales posean una importante capacidad de adsorcion y
escasa selectividad. Estas arcillas, contienen en su estructura canales conocidos como tamices
moleculares, los cuales contienen agua y cationes alcalinos de compensacién e intercambio.
Cuando estos canales estén libres de agua, sus propiedades adsorptivas aumentan. Ademds de
las caracteristicas topologicas, otras caracteristicas morfologicas que se tienen en cuenta para
caracterizar a estos adsorbentes son: el area superficial, la habilidad para expandirse por
adsorcion de agua, la capacidad de intercambio catidnico, el didmetro y el volumen de poro, la

catélisis de superficic y el adsorbato (Phillips y col., 1995).

Estos y otros tipos de arcillas han sido utilizados con diferentes propdsitos en la agricultura y
la industria durante muchos afios. Los primeros informes sobre el uso del HSCAS para
adsorber AFs datan del afio 1987. Phillips y col. (1988) reportaron brevemente el
descubrimiento de las propiedades adsorbentes de este filosilicato bajo condiciones in vifro y
postularon su uso como agente secuestrante en el tracto gastrointestinal de los animales. Al

mismo tiempo, Davidson y col. (1987) informaron que ¢l uso de este adsorbente al 0.1 y 0.5%
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en la racién de las aves contaminada con AFs (20 a 80 mg/Kg) era capaz de disminuir la

biodisponibilidad de estas toxinas de un modo dependiente de la dosis.

Los estudios in vitro, demostraron que el HSCAS, posee una gran capacidad para adsorber
AFB;, formando un complejo estable en agua a pH 2, 7 y 10 a temperaturas de 25 y 37°C. La
estabilidad del complejo HSCAS- AFB; fue demostrada al tratarlo con una serie elutropica de
solventes y lograr recuperar solo un 10% de toxina (Phillips y col., 1995).

2.8.2.2. Bentonitas sodicas

Las bentonitas s6dicas, cominmente utilizadas en la industria como un agente aglutinante en
la elaboracion de alimentos peleteados, pueden adsorber AFB; contenida en los insumos para
bovinos y disminuir los niveles de aflatoxina M; (AFM,) en la leche (Ramos y col., 1996). En
aves, la adicién de estas bentonitas al 0.4% ha demostrado disminucién de los efectos
inmunodepresores causados por el consumo de alimentos contaminados con AFBs (Ibrahim y
col., 2000).

2.8.2.3. Zeolitas

Las zeolitas son minerales de origen volcanico que comprenden un grupo de mas de 40
aluminosilicatos, entre los cuales, los mas importantes por la consecutividad de sus
apariciones, la dimension de sus depdsitos y la diversividad de aplicaciones son a escala

mundial, la clinoptilolita y la mordenita (Mumpton y Fishmann, 1997).

Son estructuras porosas, de alta cristalinidad, naturales o sintéticas que presentan
caracteristicas estructurales comunes (Parlat y col., 1999; Oguz y Kurtoglu, 2000; Oguz y col.,
2000). Las zeolitas son tectosilicatos, constituidos por umdades fundamentales, formadas por
la combinacién tridimensional de tetraedros de 6xido de silico y de 6xido de aluminio unidos
entre si a través de atomos de oxigenos comunes para formar una estructura tridimensional

anidnica.
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Las propiedades y aplicaciones de las zeolitas naturales que se han terudo en cuenta para
mejorar la utilizacion de los nutrientes, asi como los efectos terapéuticos relacionados con el
control de problemas entéricos, fueron los siguientes: Su capacidad de intercambio idnico,
astringente, prevencion y curacion de enfermedades de los drganos digestivos, aumento de la
tasa de crecimiento incremento de la eficiencia de utilizacién de nutrientes, control de los
olores indeseables en las instalaciones avicolas y pecuarias, prevencion de la contaminacidén y
desarrollo de hongos durante el almacenaje de piensos y regulacién del consumo voluntario de

alimentos (Mumpton y Fishmann, 1997).

2.8.2.3.1. Clinoptilolita

La clinoptilolita, zeolita del grupo de los tectosilicatos, es de origen natural y se caracteriza
por su estructura externa hexagonal y la interna formada por un tetraedro de silicio, oxigeno y

aluminio, sus propiedades fisicoquimicas se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Propiedades fisico — quimicas de la clinoptilolita

Propiedades quimicas: Propiedades fisicas:

SiO, 65% Densidad especifica  2.00 grs/cm®
AlLO; 12% Densidad aparente 1.00 grs/cm’
Fe 04 2% Color Gris verdoso
Ca0O 4% Estabilidad térmica 560 °C

MgO 2% Punto de fusién 982°C

K>0 2% Conductividad 7

NapO 1% Estabilidad alcalina ~ 7-11 pH
Grado de pureza Estabilidad acida 2-7 pH
Clinoptilolita 85% Capacidad de 150 meq/100 g
Calcio- sodio 5% Intercambio i6nico

Feldespasto 1% Volumen de poro 0.34 cm’/emy’
Montmorilonita 4% Granulometria 0-1mm

Fuente: Huwig y col., 2001
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La clinoptilolita se ha utilizado en dietas de aves y cerdos por su capacidad en la retencion de
jones de amoniaco (NH4") a nivel digestivo. Existen otros estudios con clinoptilolitas como
promotores de la funcién digestiva con un desarrollo mayor de la flora ruminal. Existiendo a la

fecha escasos reportes sobre su uso como adsorbentes de micotoxinas, en particular de FBs.

[La falta de buenos resultados por ¢l uso de algunos adsorbentes para enfrentar otras
micotoxinas diferentes de las AFs, trajo como consecuencia la aparicion en el mercado de los
productos con principios orgénico. Dado que las micotoxinas menos polares no son adsorbidas
por la superficie hidrofilica, se investigé la posibilidad de utilizar adsorbentes con fracciones
organicas que permitan modificar la polaridad de la superficie, con el advenimiento de la
biotecnologia se han aplicado principios especificos de accion a través de enzimas o

microorganismos basados en levaduras o pared celular de ellas (Stanley y col., 1993).
2.8.2.4. Manano oligosacaridos

Los manano oligosacéridos, son carbohidraios funcionales extraidos dé la porcién interior de la
pared celular de Saccharomyces cerevisiae, es una alternativa a las arcillas y otras estrategias
dirigidas a proteger a las aves de los efectos adversos de los alimentos contaminados con
micotoxinas. El efecto neutralizante de micotoxinas de los manano oligosacaridos fue
reportado hace algunos afios. Stanley y col. (1993) observaron que un cultivo de levaduras
vivas (Yea- Sacc 1026) redujo los efectos adversos de la aflatoxina en polio de engorda.
Cuando se sumnistré alimento con 5 pg/g de ABs a los pollos, el peso vivo disminuydé en
9.9% comparado con los controles (506g vs 456 g), sin embargo, cuando la levadura fue
incorporada se restablecieron los parametros productivos, asi como la disminucién de la
albamina sérica y los efectos asociados con las aflatoxinas sobre el higado, pancreas y corazén
(Stanley y col., 1993).

Las paredes celulares del Saccharomyces cerevisiae (PCSC), representan entre el 15 y 25% de
materia seca, el 80 a 85% son polisacaridos, principalmente glicosa y manosa y 10 a 15% son
proteinas. EI resto de la pared estd compuesto en proporcién minima de lipidos v de fosfatos

inorganicos (Joseleau, 1999). Los componentes B-glucanos, obtenidos a partir de las PCSC,
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son ahora reconocidos como inmunoestimulantes (Bohn, 1995) y ejercen una accidn sinérgica
con los antibidticos contra infecciones bacterianas de tubo digestivo (Lahnborg y col., 1982).
No han sido muchos los trabajos realizados en aves, con la adicién de S. cerevisiae, la gran
mayoria se han realizado en otras especies y en menor proporcion con las paredes celulares.
Masse v Weiser (1994) evaluaron la adicion en el alimento de levaduras vivas de S. cerevisiae,
con niveles bajos de vitamina B6 (piridoxina), no encontrando diferencias en el peso corporal

y sintomas neurolégicos en pollo de engorda.

Onifade y col. {(1999), evaluaron la suplementacion de S.s cerivisiae como sustituto de un
antibiotico para pollos de engorda, encontrando incremento en la ganancia de peso y reduccion
de la grasa abdominal, por lo que concluyen que S. cerivisiae puede ser un sustituto natural de
‘los antibiéticos como promotores de crecimiento. Posteriormente, Santin y col. (1999),
evaluaron las paredes celulares de S. cerevisiae sobre la respuesta inmune, encontrando Ia
posibilidad de tener un efecto importante en la respuesta con vacuna de la enfermedad de

Newcastle,

Spring y col. (2000), estudiaron la adiciébn de manano oligosacéridos (pared celular de S.
cerevisiae), sobre las concentraciones de bacterias entéricas en pollo de engorda de 3 dias de
edad, demostrando que el nimero de coliformes, fue numéricamente mas bajo cuando se

adicionaba la levadura.

En el mercado existen productos que ademas de contener manano oligosacaridos derivados de
las paredes celulares de S. cerevisiae, incluyen otros compuestos como B,3-B1, 6 d-Glucanos,
activadores del sistema inmune, enzimas digestivas que optimizan la utilizacién del alimento;
levaduras vivas que aportan Acidos grasos y vitaminas del complejo B; bacterias
microencapsuladas (Lactobacillus acidophillus, Streptococcus faecium y Bacillus subtilis)
como reemplazadores de la microflora esencial para disminuir la incidencia de trastornos

gastrointestinales, ademas de inmunoglobulinas como preventivo de infecciones.
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2.9. Importancia de la produccion Avicola en México

La importancia del sector avicola en México radica en el papel estratégico que juega en la
nutricién de la poblacién humana. A nivel mundial es el cuarto productor de pollo y el sexto
en huevo. La produccion de carne de pollo en México en el 2003, fue de 2°268,589 toneladas
con un valor de 28,901 millones de pesos en promedio anual, ademas el consumo per cédpita de
carne de pollo ha aumentado de 15.7 Kg/afio en 1995 a 22.4 Kg/afio en el 2003 (Unién
Nacional de Avicultores, 2003).

En la actualidad la avicultura ha experimentado un notable desarrollo en la produccion de
carne de pollo. El incremento se debe principalmente a los avances que han ocurrido en
materia de genética y nutricidn, asi como a la creacion de nuevos sistemas de manejo en la

crianza y produccion de aves.

En los afios 90 bajo condiciones normales de manejo una granja permitia obtener pollos de
engorda de 2.1 Kg de peso vivo, alcanzado en 46 dias, con una conversion alimenticia de 2.1,
mientras que en la actualidad el peso del pollo es de 2.3 Kg a 41 dias con una conversion
menor a 1,9. Naturalmente todo esto ha traido importantes cambios en las estructuras del
sector avicola en México, desde el tamafio de las granjas, hasta la calidad de sus
equipamientos. Esto conlleva a nuevos retos, tanto en lo referente a los animales, como en la
competitividad existente en el sector, en cuanto a la calidad con que se requiere presentar el

producto final al consumidor (Quintana, 2003).

Estos nuevos objetivos estdn exigiendo a todo el sector avicola la aplicacion de un sistema de
seguimiento y trazabilidad, que permita rastrear el origen de todo alimento a través de su

cadena productiva, no siendo el pollo de engorda una excepcion.

Gran parte de las raciones avicolas, cominmente consideradas como alimentos balanceados,
se formulan en la actualidad a base de cereales, e incluyen todos los nutrientes necesarios para
una alimentacién optima. Las raciones para aves de corral se elaboran en forma de harinas,

migajas y pellets. En las harinas, muchos de los ingredientes como los cereales deben molerse
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perfectamente antes de agregarse a la racion, de modo que cada porcién de alimento contenga
los requerimientos minimos necesarios, para garantizar un buen crecimiento. En el caso de los
pellets, la mezcla alimenticia debe comprimirse con un equipo especializado para formar

particulas de pequeifio tamafio (Quintana, 2003).

La alimentacion es uno de los aspectos de mayor impacto en las explotaciones pecuarias, ya
que representa del 70 al 80% de los costos de produccion, y es el vehiculo de numerosos
trastornos a la salud de las aves, por lo que deben plantearse estrategias que permitan asegurar
la calidad nutricional y la inocuidad del alimento a fin de optimizar el aprovechamiento de los

nutrientes y la obtencion de animales de alta calidad para consumo humano.
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" II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fumonisinas, micotoxinas contarminantes del maiz v de distribucion mundial, se han
relacionado con problemas a la salud en humanos y animales, ademés de causar pérdidas

econdmicas en explotaciones pecuarias.

En animales, el consumo de alimentos contaminados con fumonisinas puede ocasionar el
sindrome de leucoencefalomalacia en equinos y el edema pulmonar porcino (Thiel y col.,
1991b) y producir en aves efectos adversos tales como depresion de Ja ganancia de peso y
anormalidades en el esqueleto as{ como inmunosupresién. En algunas regiones de Sudéfrica,
Iran y el norte de China se ha asociado la alta incidencia de cancer esofdgico humano con el
consumo de maifz altamente contaminado con fumonisinas (Kmet y Mahboubi, 1972;
Sydenham y col., 1991; Chu y Li, 1994).

Actualmente solo existe reglamentacion respecto a los niveles permisibles para las aflatoxinas,
por lo que la presencia de fumonisinas y otras micotoxinas en alimentos no se monitorea

oficialmente, permaneciendo los consumidores con alto grado de exposicion.

Las fumonisinas inhiben el crecimiento celular y provoca la acumulacion de bases esfingoides
libres y trastornos del metabolismo de los lipidos en animales, plantas y algunas levaduras
(Visconti y col, 1999), la relacién esfinganina/esfingosina se ha considerado como un

biomarcador 1til para evaluar la exposicion animal a niveles téxicos en fumonisinas.

Se han desarrollado métodos quimicos para la destruccion o inactivacién de micotoxinas, sin
embargo, la mayorfa no satisfacen los criterios de aceptabilidad, ya que disminuyen el valor
nutricional del producto o generan metabolitos residuales toxicos. Los métodos bioldgicos se
fundamentan en la presencia de un microorganismo controlador o en la accién de compuesto
quimicos especificos producidos por éste, que inhiben el crecimiento del hongo productor o
directamente la produccién de sus toxinas, sin embargo, la utilizacion de éste método debe

evaluarse con mayor profundidad para evitar otros riesgos de patogenicidad.
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Uno de los métodos més recientes propuestos para la prevencion de las micotoxicosis, constste
en el uso de sustancias inertes (adsorbentes), estas sustancias actlan posteriormente
secuestrando a las toxinas en el tracto gastrointestinal y reduciendo la biodisponibilidad de las

mismas.

En el mercado se presentan diversos materiales adsorbentes, como son las zeolitas y los
glucomananos, los cuales han mostrado eficiente capacidad de adsorcion para las aflatoxinas.
Sin embargo, existen pocos estudios sobre el efecto de dichos adsorbentes en dictas

contaminadas con fumonisinas.
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IV. JUSTIFICACION

El presente estudio pretende evaluar la contaminacién por fumonisinas en productos derivados
de maiz para consumo humano ya que la poblacion mexicana satisface sus necesidades de
energia (60-75%), proteina (60%) y calcio (87%) a partir de productos como la tortilla. Por
otra parte, en los alimentos balanceados para amimales domésticos en México, el uso del maiz

representa el 80% de la racion (Quintana, 2003).

Estudios epidemiologicos correlacionan altos niveles de fumonisinas en maiz con la alta
incidencia de céncer esofigico en humanos. El riesgo potencial a la salud en humanos y
animales expuestos a fumonisinas puede ser estudiado mediante biomarcadores presentes en
orina, suero y tejidos, que asocian la exposicién con la alteracion del organismo (Turner y col.,
1999). La determinacién de dichos biomarcadores puede contribuir a los estudios de |
estimacion del grado de exposicion junto con la deteccion de los niveles de contaminacién por

furnonisinas en alimento para consumo humano y animal.

Puesto que el problema de micotoxinas en pollos de engorda ocasiona importantes pérdidas
economicas al verse afectados los pardmetros productivos: consumo de alimento, ganancia de
peso v eficiencia alimentaria, ademas de producir trastornos a la salud incrementado el
porcentaje de mortalidad en casetas, el estudio de adsorbentes en raciones contaminadas con
fumonisinas resulta de gran impacto e interés en la industria avicola, ya que estos han

demostrado eficiencia en el tratamiento de otras micotoxinas.

Es importante de valorar la efectividad del uso de adsorbentes de micotoxinas en dietas
contaminadas con fumonisinas sobre los parametros productivos y sus efectos toxicologicos
ya que existen pocos estudios en pollos de engorda que imvolucren conjuntamente la
aplicacion de biomarcadores como medida control del efecto de los adsorbentes de

micotoxinas.
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V. HIPOTESIS

La poblacion humana en México estd expuesta a fumonisinas debido al consumo de productos
a base de maiz contaminados con dicha micotoxina. La relacién SA/SO es un biomarcador

adecuado para medir dicha exposicién.

El uso de adsorbentes de micotoxinas incorporados a los alimentos balanceados para aves,

reducen la exposicién a fumonisinas.
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VI. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

6.1 Estimar la exposicion a fumonisinas por el consumo de tortilla mediante la

determinacion de los niveles de esfinganina y esfingosina en orina de humanos.

6.2 Evaluar el efecto de dos adsorbentes incorporados al alimento contaminado con

fumonisinas en pollos de engorda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.24

Determinar los niveles de fumonisinas en productos derivados del maiz (tortilla,
tostadas, tamales, elote y hojuelas de maiz) en la zona metropolitana de
Guadalajara (ZMG)

Determinar los niveles de esfinganina y esfingosina, presentes en orina de alumnos
del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias, clasificados

como grupos de bajo, mediano y alto consumo de tortilla.
Analizar la incidencia de céncer en Jalisco, México (1994-2002).

Determinar los parametros productivos en pollos de engorda alimentados con dietas
experimentales con dos niveles de fumonisinas (75 y 100 mg/Kg), con y sin

adsorbentes.

Determinar las actividades enziméticas de aspartato aminotransferasa y
alaninoaminotransferasa, la concentracion de proteinas totales y los niveles de
esfinganina y esfingosina en suero de pollo de engorda por efecto del consumo de

alimento contaminado con fumonisinas, con y sin adsorbentes.

Determinar la concentracion de protefnas y glutation reducido en tejidos (higado y
rifién) de pollos de engorda alimentados con dietas experimentales con dos niveles

de fumonisinas (75 y 100 mg/Kg) con y sin adsorbentes.

Realizar un estudio histopatolégico de tejidos: higado v rifién.




42

VII. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo es un estudio de tipo analitico y experimental, se llevd a cabo en el
Laboratorio de Micotoxicologia del Departamento de Salud Publica del Centro Universitario
de Ciencias Bioldgicas y Agropecuartas (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara y en
colaboracién con el Departamento de Clinica Veterinaria del Centro de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Aguascalientes y el Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales

de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina.

7.1. Estimacion de la exposicion a fumonisinas por el consumo de tortilla mediante la

determinacion de los niveles de esfinganina y esfingosina en orina de humanos.

7.1.1. Determinacion de los niveles de fumonisinas en productos derivados del maiz
(tortilla, tostadas, tamales, elote y hojuelas de maiz) en la zona metropolitana de
Guadalajara (ZMG).

7.1.1.1. Muestreo

l.a determinacion de los niveles de contaminacién con fumonisinas en tortillas que se
expenden en la ZMG, se realizd mediante un muestreo aleatorio en expendios de tortillas, en
las 7 zonas de Guadalajara (Centro, Minerva, Huentitan, Oblatos, Olimpica, Tetlan, Cruz del
Sur), Tonala, Tlaquepaque y Zapopan, obteniéndose 3 muestras por zona/mes con un total de
360 muestras de tortillas, el muestreo se realizé durante un afio, una vez al mes, durante los
meses de febrero de 2003 a enero de 2004, a fin de determinar si existian perfodos de mayor

contaminacion con fumonisinas en tortillas.

Para la determinacion del nivel de fumonisinas en los productos derivados de maiz (tostadas,
tamales, clote y hojuelas de maiz) se realizd un muestreo aleatorio puntual seleccionando 10
muestras por producto en expendios localizados al azar en la zona metropolitana de

Guadalajara. Las muestras de las tortillas y productos derivados de maiz se analizaron




43

mediante la técnica de cromatografia de inmunoafinidad con deteccién fluorométrica previa

desecacién y molienda.
7.1.1.2. Extraccion y cuantificacion de fumonisinas

La extraccidon y cuantificacion de FBs se realizé mediante cromatografia de inmunoafinidad
con deteccion fluorométrica siguiendo la metodologia propuesta por Ware y col. (1994}, se
colocaron 50 g de muestra (previamente molida) y 5 g de cloruro de sodio en una jarra para
licuadora, se agregaron 100 mL de metanol (grado reactivo) al 80% y homogeneizaron durante
1 minuto a alta velocidad, se filir6 a través de pape! filtro Whatman No. 1 y se colectd el
extracto en un vaso de precipitado, 10 mL del extracto se diluyeron con 40 mL de solucion
buffer fosfato (PBS) al 0.1% y se filtrd a través de un filtro de fibra de vidrio de 1 pm, se
pasaron 10 mL del extracto diluido y filtrado (10 mL equivalen a 1 g de la muestra) a través de
una columna de fumoni-test marca VICAM, después de que el extracto pasé completamente a
través de la columna, se pasaron 10 mL de solucion buffer fosfato (PBS) al 0.1% y 10 mL de
agua destilada, se eluyeron las fumonisinas pasando 1 ml de metanol (grado HPLC) por la
columna y se colectd el eluato en un tubo fluorométrico y se agregd 1 mL de una mezcla de
reactivo de OPA (o-ftadialdehido) y 2-mercaptoetanol y se mezcl6, se colocé la cubeta en el
fluorémetro ya calibrado con los estandares y después de 4 minutos se leyd la concentracién
(mg/Kg) de fumonisinas.

7.1.2. Determinacion de los niveles de SA y SO, presentes en orina de alumnos del

CUCBA, clasificados como grupos de bajo, mediano y alto consumo de tortilla.

Para llevar a cabo esta etapa del estudio se realizé una encuesta (Anexo 1) en estudiantes del
CUCBA de tipo aleatoria, que permitio establecer los grupos de bajo, mediano y alto consumo

de alimentos derivados del maiz, estableciéndose las siguientes delimitaciones:

A) Criterios de inclusién:
- Estudiantes del CUCBA

- Alumnos con edad de: 19-24 afios
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- Alumnos cuyo peso fue: hombres de 67-89 Kg y mujeres de 49-68 Kg
- Alumnos sanos
- Alumnos sin medicacion

- Alumnos que consuman tortillas

B) Criterios de exclusion:
- Personal Académico y administrativo del CUCBA
- Alumnos menores de 19 afios y mayores de 24
- Alumnos que padezcan alguna enfermedad cronica
- Alumnos que se encuentren bajo medicacién
- Alummos que fumen més de 10 cigarrillos al dia
- Alumnos que ingieran bebidas alcohdlicas de manera cotidiana

- Alumnos que no vivan dentro de la ZMG

Para la determinacion del tamafio de muestra se consideré la poblacion estudiantil total del
CUCBA que fue de 2,300 estudiantes activos (ciclo escolar 2002 *“A™), datos proporcionados
por el Control Escolar del CUCBA vy se utiliz6 la formula propuesta por Daniel (1989) con una
precisién de 0.4 y una varianza de 11. 37, dicha varianza resulté de un estudio piloto que se

realizé previamente, en el cual se categorizd el consumo diario de tortilla, como bajo (< 4),

medio (4-10) y alto (>10) una vez determinado el tamafio de muestra, se procedi6 a

seleccionar a los alumnos de acuerdo a los criterios de inclusién y de exclusién previamente

establecidos.

A partir de la encuesta realizada, se seleccionaron dos grupos: uno de hombres y otro de
mujeres y se formaron tres subgrupos de cada categoria: bajo, mediano y alto consumo de
productos derivados de maiz (basicamente tortilla). El grupo a evaluar quedd de la siguiente
manera: 23 hombres, 6 de consumo alto (>10 tortillas), 10 de consumo medio (4-10 tortillas)
y 7 de consumo bajo (< 10 tortillas) y 15 mujeres: 6 de consumo medio y 9 de consumo bajo.
De dichos alumnos, inicialmente (Etapa A) se obtuvieron muestras de orina para la

determinacion de los niveles de esfinganina y esfingosina.
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Posteriormente los grupos bajo estudio dejaron de consumir alimentos de maiz durante dos
semanas y se solicité una segunda muestra de orina (Etapa B); para finalizar, los estudiantes
reintegraron a su dieta alimentos de maiz y una semana después se obtuvo una tercera muestra
de orina (Etapa C) y se compararon los resultados, asi mismo, durante esta 0ltima semana se
realizaron analisis de fumonisinas a las tortillas de maiz que consumieron los estudiantes
incluidos en el estudio mediante la técnica de cromatografia de inmunoafinidad con deteccion

fluorométrica.

La estimacion del consumo diario de fimnonisinas de cada voluntario, se realizo de acuerdo a

la siguiente formula (Qiu y Liu, 2001):

Y=CxD
W
Donde:
Y = pg/Kg peso vivo/dia D = g de tortillas consumidas diariamente
C = ng de FBs/g de tortilla W = peso vivo en Kg

7.1.2.1. Determinacion de los niveles de SA/SO en orina

LLa determinacion de los niveles de SA/SO en orina se realizé segin la metodologia propuesta
por Solfrizzo y col. (1997a). Dos mL de orina se diluyeron con 2 mL de metanol, se
alcalinizaron con 1.2 ml de hidréxido de amonio 0.35 M y se extrajeron las bases esfingoides
con 4 mL de cloroformo (previamente deshidratado con sulfato de sodio anhidro en polvo),
agitando durante 1 minuto en Vortex, el extracto se centrifugé a 2,800 rpm durante 10
minutos, una alicuota del extracto cloroférmico se limpié a través de una minicolumna de
polipropileno de 12 mm de didmetro compuesta de 0.2 g de silica gel 60 (15-14um) y 5 g de
sulfato de sodio en cristales. La minicolumna se acondicion6 con 3 ml. de cloroformo antes de
ser utilizada, manteniéndola a un flujo de 2 mL/min. Tres mL del extracto cloroférmico, se

pasaron a través de la columna y se descart6. La elusion de las bases esfingoides se realizé con
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una solucién de cloroformo:metanol:hidroxido de amonio (50:50:2), el cual se recupero en un
tubo y evaporé a sequedad a 60°C bajo nitrdgeno, las muestras se resuspendieron en 250 uL

de metanol-agua (9:1) y se analizaron mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC).

Para la cuantificacion de los niveles de SA y SO, los extractos purificados se derivatizaron con
50 ulL de reactivo OPA y se agitaron durante 30 segundos, un volumen de 50 pL se inyectéd en
el cromatégrafo después de una hora de la derivatizacidn. La separacion se realizd en
columnas de fase reversa C18 (Supercosil LC-ABZ+plus) de 15 cm x 4.6 D.1. y tamafio de
particula de 5 pm, con una precolumna de las mismas caracteristicas. El sistema HPLC
consistié de una bomba Hewlett Packarrd (HP) 1100 conectado a un detector de fluorescencia
HP 104 A y a un integrador HP. La fase mévil que se utilizé fue metanol-agua (9:1) durante
13 minutos seguida a los 5 minutos de metanol a flujo de 1 mL/min. Para lograr el equilibrio
de la columna después de cada muestra, se pasé metanol-agua (9:1) durante 7 minutos, el
rango de excitacion y emision fue de 335 y 440 nm respectivamente. La cuantificacion de
SA/SO se realizé6 midiendo las dreas de los picos y extrapolando los valores en una curva de
calibracion. La evaluacion de la recuperacion para SA/SO se llevd a cabo con muestras

contaminadas con 15 ng/mL, 7.5 ng/mL y 1.5 ng/mL de SA/SO.
7.1.3. Incidencia de ciAncer en Jalisco (1994-2002)

Se realizé una investigacidon que comprendio de 1994 a 2001, para conocer la incidencia de los
diferentes tipos de cancer durante este periodo en México, considerando los archivos que se
tienen en el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI).
Posteriormente a la revision de los datos registrados por el Sistema Nacional de Salud el cual
integra las siguientes Instituciones: Secretaria de Salud (SSA), Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE), Sistema Nacional para el Desarrollo Intcgral de la Familia (DIF), Secretarfa de la
Defensa Nacional (SDN), Secretaria de Marina (SM) y Petrdleos Mexicanos (PEMEX), se
conformé un cuadro con los tipos de céncer relacionados con el trato digestivo y se incluyeron

los registros relacionados con defectos en tubo neural.
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7.2. Evaluaciéon del efecto de adsorbentes incorporados al alimento contaminado con

fumonisinas en pollos de engorda

Esta etapa del estudio se realizd0 en la caseta experimental del Departamento de Clinica
Veterinaria del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes. Para efectuar dicha prueba inicialmente se contamind maiz con FBs y
posteriormente se formularon las dietas a evaluar. Para la produccion de FBs se colocaron
1,000 g de maiz comercial en matraces Erlenmeyer de 2 L, se hidrataron con 350 mL de agua
destilada y se esterilizaron en autoclave a 121°C por 30 minutos, dos veces durante dos dias
consecttivos. Posteriormente los granos se inocularon con una suspension preparada con la
cepa de F. verticillioides M7075 (alta productora de FBs) y agua destilada estéril, se incubd a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 28 dias. Para evitar la formacién de camulos por
efecto de la fermentacion, los matraces se agitaron manualmente durante los primeros dias de

incubacion.

Después del periodo de incubacién los granos se esterilizaron nuevamente a 121°C con la
finalidad de inactivar el hongo, después se secaron a 60°C durante 72 hrs y se molieron

finamente en molino de cuchillas para la posterior cuantificacién de FBs.

La cuantificacion de FBs se realizé6 mediante la técnica propuesta por Shephard y col. (1990)
modificada por Doko y col. (1995).. A partir de 25 g de grano molido, las toxinas se extrajeron
con 50 mL de una mezcla de metanol:agua (3:1), se agitd el extracto 30 minutos en agitador
rotatorio, luego se filtr6 a través de papel Whatman No. 4, se tomaron 10 mL del filtrado y se
pas6 a través de un cartucho SAX Varian (bond elut strong anion-exchange) previamente
acondicionado por el pasaje de 5 ml de metanol seguido de 5 mL de metanol:agua (3:1),
después de pasar el filtrado, el cartucho se lavé con 3 ml de metanol:agua (3:1) seguido de 3
mL de metanol. Las FBs fueron eluidas con 14 mL de una solucién de 4cido acético al 0.5%
en metanol. El eluato se evaporé a sequedad a 40°C bajo nitrogeno y el extracto seco se

guardé a 4°C hasta el momento de su anilisis por HPLC.
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Para ia deteccion y cuantificacion de las fumonisinas, el extracto seco se redisolvié en 200 pL
de acetonitrilo:agua (1:1), se tomaron 50 pL del extracto diluido y se derivatizé con 200 uL de
una solucion de O-pthaldialdehido (OPA). La solucion derivatizante se prepard disolviendo 40
mg de OPA en 1 mL de metanol, adicionando 5 mL. de tetraborato de sodio 0.1 M y 50 pL de
2-mercaptoetanol. Como fase moévil se utilizd6 metanokfosfato de sodio monobasico 0.1 M
(75:25), el pH de la solucion fue ajustado a 3.35 + 0.5 con acido ortofosforico. El flujo de la
fase mévil fue de 1.5 mL/min, el rango de excitacion y emision de 335 y 440 nm
respectivamente. Las ﬁnnonishas derivatizadas (20 pL) se analizaron mediante un sistema de
deteccion con fluorescencia en HPLC. La cuantificacién de FBs se realizé midiendo las 4reas
de los picos y extrapolando los valores en una curva de calibracién, los estandares que se
utilizaron fueroh de: 2.5 pg/mlL FB; + 1.5 pg/mL FBy; 5.0 pg/mL FB; + 2.5 pg/mL FB, y 10
png/mL FB; + 5 pg/mL FB,.

7.2.1. Determinacion de los parimetros productivos en pollos de engorda alimentados

con dietas experimentales con dos niveles de FBs (75 y 100 mg/Kg) con y sin adsorbentes
7.2.1.1. Muestreo

Bajo un disefio experimental completamente al azar se seleccionaron 162 pollos machos de
engorda de la estirpe Ross, de un dia de edad y se formaron 9 grupos (tratamientos) de 6
pollos cada uno con ires repeticiones por tratamiento (tabla 7). Se prepararon dietas que
incluyeron dos niveles de fumonisinas (75 mg/Kg y 100 mg/Kg) y se agregaron los
adsorbentes: clinoptilolita (2.5 Kg/ton de alimento) y manano oligosacaridos (2 Kg/ton de
alimento) por cada inclusién de fumonisina, dichas dietas fueron formuladas ajustando la
proporcion del maiz contaminado, con los otros ingredientes de manera que mantuvieron
niveles isoprotéicos ¢ isoenergéticos (tabla 8). La etapa experimental tuvo una duracién de 42
dias de engorda. Los pollos se vacunaron contra la enfermedad de Newcastle al dia 1, 12,24 y

32; Bronquitis y Gumboro al dia 12 de edad. El alimento y agua se proporcionaron Ad-libitum.
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Tabla 7. Disefio experimental para la evaluacion del efecto del consumo de alimento

contaminado con fumonisinas y el uso de adsorbentes.

Tratamiento Alimento n Repeticiones Total
T1 Control 6 3 18
T2 Clinoptilolita 6 3 18
T3 Manano oligosacaridos 6 3 18
T4 75 mg/Kg fumonisinas 6 3 18
Ts 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita 6 3 18

75 mg/Kg fumonisinas + manano
16 oligosacaridos 6 3 18
T7 100 mg/Kg fumonisinas 6 3 18
T8 100 mg/Kg fomonisinas + clinoptilolita 6 3 18
o 1q0 mgll'(g fumonisinas + manano 6 3 18
oligosaciridos
No. total de pollos 162

Tabla 8. Formulacion de las dietas para los diferentes tratamientos (Kg/ton) de la prueba

experimental en pollos de engorda.

Ingredientes T1 T2 T3 T4 T5 Té T7 T8 T9
Control
Ini Fin
Sorgo 67.1 602 670 670 335 335 335 - - -
Maiz-fumonisina - - - - 333 335 335 670 670 670
Aceite soya 3.9 4.6 4.0 4.0 4.0 3.75 38 4.0 3.75 35
Microiniciacion pollo 40 5.0 4.0 40 4.0 40 4.0 4.0 4.0 4.0
Pasta de soya 200 302 200 200 200 200 200 200 200 200
Clinoptilolita - - 0.25 - - 0.25 - - 0.25 0
Manano oligosacaridos - - - 0.2 - - 0.2 - - 0.2
Harina de pescado 5.0 5.0 50 50 5.0 50 5.0 5.0 5.0 5.0
Andlisis Calculado

Materia seca 90.9 340 99 909 909 909 99 909 909 909
Proteina cruda 227 189 227 227 228 228 228 228 228 229
Energia (Mcal/Kg) 291 28 292 292 292 290 290 292 29 290

Ini: Iniciacién, Fin: Finalizacion, T:Control, T2: Clinoptilolita, T3: Manano oligosacaridos, T4 :75 mg/Kg
de fumonisinas , T5: 75 mg/Kg fumonisinas + Clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg fumonisinas + manano
oligosacaridos, T7:100 mg/Kg fumonisinas, T8:100 mg/Kg fumonisinas + Clinoptilolita, T9:100 mg/Kg
fumonisinas + manano oligosaciridos. '
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Una vez preparadas las dietas de los diferentes tratamientos se procedié a determinar los
niveles de micotoxinas (AFs, OAs y FBs) mediante inmunoensayo enzimatico y se determiné

el andlisis proximal de las raciones mediante las técnicas descritas por la AOAC (1997).

Los animales se¢ mantuvieron en condiciones normales y a partir del dia 14, consumieron
alimento contaminado durante una semana (del dia 14 al 21 de edad), el alimento contaminado
se suspendié a partir de esta fecha, para la 4°, 5% y 6 semanas posteriores, los pollos
consumieron alimento sin fumonisinas, se sacrificaron 10 aves al dia 14 de edad (inicio del
experimento) y 1 ave/tratamiento/repeticion a los 21 y 35 dias de edad de las aves (7 y 21 dfas
post-exposicion a fumonisinas). Previo al sacrificio se obtuvieron 3 mL de sangre que fue
centrifugada a 1,500 rpm durante 10 minutos para separar el suero y almacenarlo congelado a
—20°C previo a las determinaciones analiticas. Se tomaron muestras de tejido hepéatico y renal
para las determinaciones de protefnas totales, glutation reducido (GSH) y para el estudio

histolégico.
7.2.1.Z. Pardmetros productivos

Se llevaron a cabo en forma periddica (semanal) los registros de los parametros productivos:
consumo de alimento (CA), ganancia de peso (GDP), eficiencia alimentaria (EA), indice de
productividad (IP), indice de conversion (IC), punto de desenvolvimiento (PD), indice de
eficiencia (IE) y mortalidad.

El peso promedio se obtuvo a partir del peso total de los pollos en cada tratamiento y
repeticion divididos entre el nimero de aves. La ganancia diaria de peso, es el promedio de
peso por ave entre la edad en dias del ave (al término de experimento). La eficiencia
alimentaria se calculd dividiendo 1,000 entre el indice de conversion. El indice de
productividad se obtuvo al multiplicar la ganancia diaria de peso por ave por el porcentaje de
viabilidad de la parvada, esto se divide entre el producto del indice de conversion por 10. El
indice de conversion es igual al total de kilos de alimento consumidos entre el total de kilos de
carne producidos. Respecto al punto de desenvolvimiento, éste se calculé multiplicando el

peso vivo del ave en kilos por 2.2 menos el indice de conversion por 100. Por ltimo el indice
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de eficiencia se obtuvo dividiendo el peso del ave en kilos entre el indice de conversién y

multiplicando por 100.

7.2.2. Determinacién de la actividad enzimdtica de AST y ALT, concentracion de

proteinas y niveles de SA y SO en suero

Para la-determinacién de AST, se emple6 el kit de soluciones ya preparadas Sera Pak Plus ®.
Se colocaron 100 pL de suero en un tubo de ensayo y se agregd un mL de reactivo de trabajo,
se mezcld e incubd a 37 °C y tras una incubacién de 1 minuto se midié el cambio de
absorbancia contra agua destilada, durante 3 minutos a 340 nm en espectrofotémetro, para
calcular las U/L de AST se multiplicd la diferencia de absorbancia por el factor 1.746 (IFCC,
1997). Para la determinacién de ALT se utilizd el kit de soluciones ya preparadas Sera Pak
Plus ®, y se procedié de ignal manera que para la determinacién de la actividad enzimética de
AST, sélo que se utilizaron las soluciones correspondientes para dicha determinacién (IFCC,
1976).

Para la determinacién de proteinas totales en suero, se colocaron 20 pl de suero sanguineo en
un tubo de ensayo y se agregd 1 mL de reactivo de Biuret, de igual manera se hizo un blanco
con agua destilada y un patrén de concentracion conocida, se agitaron los tubos y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente, al cabo de este tiempo se leyd la absorbancia de
las muestras y del patrdén frente al blanco a 545 nm en espectrofotémetro, la concentracion de
proteina de Ia muestra se calculd a partir de la absorbancia de la muestra sobre la absorbancia

del patron por la concentracion del patron (Tietz, 1999).

Para llevar a cabo la determinacién de los niveles de SA y SO en suero, se mezclaron 0.5 mL
de suero con 1.5 de cloruro de potasio al 0.8%, mas 50 pL de hidréxido de potasio 1 M y se
procedié a la extraccién con 4 mL de acetato de etilo, agitando por rotaciéon durante 20
minutos. Se centrifugdé a 1,100 rpm durante 15 minutos y se recuperd la fase orgénica, se
evapord a sequedad a 55°C bajo flujo de nitrégeno. Las muestras se resuspendieron en 275 pL
de fosfato dibasico de potasio 0.07 M: metanol (1:9) y se analizaron mediante cromatografia

de liquidos de alta resolucion.
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Los extractos purificados se derivatizaron con 25 pl de reactivo OPA y se agitaron durante
30 segundos, un volumen de 50 pL se inyecté en el cromatografo después de 30 minutos de la
derivatizacion. El sistema HPLC es similar al descrito en el punto 7.1.2.1. La separacion se
realizé6 en columnas de fase reversa C18 (Supercosil LC-ABZ+plus) de 15 cm x 4.6 D1 y
tamafio de particula de 5 um, con una precolumna de las mismas caracteristicas. El fiujo de la
fase movil fue de 0.8 mL/minuto, bajo el siguiente sistema de gradiente de solventes: 0-15
minutos: metanol (10%) y fosfato de potasio 0.07 M: metanol (1:9) (90%); 16-21 minutos:
metanol (30%) y fosfato de potasio 0.07 M: metanol (1:9) (70%); 22-27 minutos: metanol
(100%) y del minuto 28-35: metanol (10%) y fosfato de potasio 0.07 M: metanol (1:9) (90%),
el rango de excitacion y emision fue de 335 y 440 nm respectivamente. La cuantificacion de
SA/SO se realizé midiendo las 4reas de los picos y extrapolando los valores en una curva de

calibracion (Castegnaro y col., 1998).
7.2.3. Determinacion de proteinas totales y GSH en tejidos

Se colocaron 250 mg de tejido (higado y rifién) y se agregd 3.75 mL de soluciéon buffer fosfato
(acido etilendiamino tetracético: EDTA) y 1 mL de &4cido metafosforico al 25% se
homogenizd y centrifugd a 1,000 rpm, se tomaron 0.5 mL de sobrenadante y se agregaron 4.5
mL de buffer de fosfatos EDTA pH 8.0 y se mezclaron. Se tomaron 100 plL de esta mezcla y
se agregaron 1.8 ml. de buffer fosfato EDTA pH 8.0 y 100 uL. de solucién OPT. Se Incubd a
temperatura ambiente por 15 minutos y se leyé a 420 nm de emision y 350 nm de excitacion

en un espectrofluorémetro Perkin LBS50 (Hissin y Hilf, 1976).

Para la determinacion de GSH en tejidos, se colocaron 0.5 g de tejido en un homogenizador y
se agregaron 5 mL de solucion amortiguadora Tris HCI (10 mM, pH 7.4, EDTA 5 mM,
sacarosa 250 mM, cloruro de calcio 10 mM, a 4°C) se centrifugé a 800 rpm, se tomaron 100
nL de sobrenadante y se agregaron 9.9 mL de agua desionizada y se mezclé, de esta mezcla se
tomaron 200 pL y se ke agregaron 800 uL de agua, 2 ml de reactivo A mas 2,0 ml. de tartrato
de sodio y potasio al 2% y 2.0 mL de sulfa-to de cobre al 1%, se dejé incubar por 15 minutos y
se agregd 1.0 ml de reactivo de Folin (1:6), se incubd por 45 minutos y se ley6 a 750 nm en
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un espectrofotémetro UV Varian DMS 80, para obtener el resultado se realizd una curva

patrén con albiimina sérica bovina (Peterson, 1997).
7.2.4. Estudio histopatelégico

Para realizar el estudio histopatologico de los tejidos se sacrificé un animal por tratamiento y
repeticion, a los 0, 7 y 21 dias post-exposicién a fumonisinas, se extrajeron las visceras y
separaron higado y rifion, los cuales se fijaron por inmersion en solucion formalina al 10%
estabilizada. Muestras representativas de 1 cm’ se sometieron al procesamiento rutinario
histoldgico con deshidratacion en series crecientes de etanol, aclaracion con xilol e inchusién
en parafina, utilizando un procesador de tejidos Lipshow modelo 1,000. Se realizaron cortes
de 3-5 um de espesor y se tifieron con la tincién de hematoxilina y eosina, para su estudio

descriptivo al microscopio de luz (AFIP, 1995).

7.3. Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron contrastados estadisticamente mediante analisis de varianza y
pruebas de Tukey bajo un nivel de confianza de 99 y 95 %, con el programa estadistico SAS
(Statistical Analisis System, 1996).
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VIIL. RESULTADOS

8.1 Estimacién de la exposicién a fumonisinas por el consumo de tortilla mediante Ia

determinacién de los niveles de esfinganina y esfingosina en orina de humanos

8.1.1. Concentracion de fumonisinas en productos derivados del maiz (tortilla, tostadas,

tamales, elote y hojuelas de maiz) en la ZMG

Se encontrd contaminacién por fumonisinas en el 100% de las muestras analizadas (tortillas,
tostadas, tamales, elote y hojuelas de maiz). Cuando se evaluaron los niveles de fumonisinas
en tortillas en las 10 zonas de la ZMG, 1ps niveles oscilaron de 0.22-12 mg/Kg, encontrandose
en promedio 1. 99 mg/Kg, detectiandose la mayor contaminacion en Tonala (2.72 mg/Kg) y la
menor en las de la zona de Huentitan (1.68 mg/Kg) (Tabla 9), sin mostrar diferencia
estadistica significativa entre zonas (p>0.05). La figura 4 muestra el comportamiento de la
contaminacion por fumonisinas que se presentd en las diferentes zonas durante un afio
(Febrero de 2003 — Enero de 2004) aprecidndose mayor contaminacién los meses de
noviembre, diciembre y enero sin mostrar diferencia estadistica (p>0.05) entre meses, los
niveles promedio fueron de 1.40 mg/Kg (febrero) a 3.61 mg/Kg (diciembre).

Tabla 9. Concentracion de fumonisinas (mg/Kg) en tortillas (n=360) de la zona metropolitana
de Guadalajara (Febrero 2003 — Enero 2004)

Promedio Maximo Minimo
Zonas (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) Ccv
Centro 2.15 54 0.30 62.12
Minerva 199 6.7 0.22 64 53
Huentitin 1.68 35 043 4822
Oblatos 2.20 6.7 0.25 68.60
Olimpica 2.24 6.0 0.68 58.57
Tetlan 2.08 4.4 0.31 52.47
Cruz del Sur 2.16 69 031 78.56
Zapopan 246 . 12 0.33 80.86
Tlaquepaque 2.70 10 0.23 79.62
Tonala 272 10 0.21 68.32

CV: Coeficiente de variacion
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Figura 4. Niveles de fumonisinas (mg/Kg) en tortillas de la ZMG determinados de Febrero de
2003 a Enero de 2004. '

Los niveles encontrados en los diferentes productos a base de maiz se muestran en la tabla 10,
encontrandose diferencia significativa (p<0.05) entre productos. Los mayores niveles de
contaminacién correspondieron al elote (4.62 mg/Kg), mayor significativamente que los
tamales (2.41 mg/Kg), tostadas (2.30 mg/Kg), tortillas (2.03 mg/Kg) y hojuelas de maiz (1.70
mg/Kg).
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Tabla 10. Niveles promedio de fumonisinas (mg/Kg) en productos de maiz de la zona

metropolitana de Guadalajara.

Hojuelas de

Elote Tamales Tostadas Tortilla .

maiz

(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
(mg/Kg)

Promedio 462a 241b 230b 203b 1.70 b
Maximo 5.40 6.10 4.90 12.00 520
Minimo 1.20 0.76 0.58 0.22 0.52
CvV 0.90 0.70 0.60 0.25 1.00

CV: Coeficiente de variacién. Las literales indican diferencia estadistica entre productos.

8.1.2. Niveles de SA y SO, presentes en orina de alumnos del CUCBA, clasificados como

grupos de bajo, mediano y alto consumo de tortilla

8.1.2.1. Determinacion de los niveles de SA/SO en orina de alumnos del CUCBA

El analisis de las muestras de orina permiti¢ detectar niveles de esfinganina (SA) y esfingosina
(SO) similares estadisticamente (p>0.05) entre sexo (tabla 11), los niveles promedio de SA
fueron de 1.83 y 1.69 ng/ml. para hombres y mujeres y de SO de 1.76 y 1.65 ng/ml.

mostrando una relacién SA/SO de 1.04 y 1.02 respectivamente.

‘ILa valoracion de los niveles de SA y SO y de Ia relacién SA/SO de acuerdo al consumo de
tortilla no mostr6 diferencia estadistica (p>0.05) (tabla 12), los niveles promedio de SA fueron
1.99 ng/mL, 1.74 ng/ml. y 1.76 ng/mL y de SO fueron: 1.95 ng/ml., 1.70 ng/mL y 1.64 ng/mL

para los niveles de consumo alto, mediano y bajo respectivamente.

Cuando se analizaron los resultados de acuerdo a las diferentes etapas del muestreo (Etapa A:
inicio de la prueba; Etapa B: al término de 2 semanas de restriccién de consumo de tortilla y
Etapa C: una semana después de reincorporarse el consumo de tortilla), la etapa A mostré los

niveles mayores de SA (2.48 ng/ml) y SO (2.23 ng/ml) diferentes estadisticamente a las
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etapas B y C (tabla 12). Sin embargo cuando se comparé la relacion SA/SO se observd una
relacién mayor a 1, cuando los alumnos consumieron a libertad tortillas o productos derivados
de maiz y menor a | cuando se restringid el consumo de dichos productos por dos semanas,

estos valores fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) en todas las etapas.

Tabla 11. Niveles promedio de SA y SO y relacion SA/SO de acuerdo al sexo, consumo de

tortilla y etapas de estudio.
Consumo de Tortilla Etapas del estudio
Alto Medio Bajo
Hombres  Mujeres (>10) (4-10) (<4) A B C

SA

ng/mL 1.83 1.69 199 174 1.76 248a 135b 1.52b
SO

ng/mL 1.76 1.65 1.95 1.70 1.64 223a 1.45b 1486

Relacion
SA/SO 1.04 1.02 1.02 1.02 1.07 L.lIla 093¢ 1.03b

Las literales indican diferencia estadistica (p< 0.05) entre las diferentes etapas de estudio, A: Inicio del Estudio,
B: 2 semanas después de la restriccion en el consumo de tortilla, C: 1 semana posterior al consumo normal de

tortilla, SA: esfinganina, SO:esfingosina.

8.1.2.2. Estimacion del consumo de fumenisinas en alumnos del CUCBA

La tabla 12 presenta los niveles promedio de FBs detectados en las tortillas proporcionadas
por los alumnos gue participaron en la prueba de estimacién de la exposicion a FBs. Los
niveles promedio variaron de 1.67 a 2.36 mg/Kg. Ademas se calculs el consumo de
tortilla/persona/dia correspondiendo para el grupo de bajo consumo (< 4 tortillas): 90 g, para
el de consumo mediano (4 a 10 tortillas): 210 g y para el grupo de consumo alto (>10
tortillas): 300 g, considerando que cada tortilla tuvo un peso aproximado de 30 g.
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Con base en el consumo de tortillas por dia y los niveles de FBs encontrados en las tortillas, se
estimd el consumo diario de dichas micotoxinas en los diferentes grupos, determinandose
niveles de 2.75 y 3.52 pg de FBs/Kg de p.v/dia en hombres y mujeres del grupo de consumo
bajo mientras que en el grupo de consumo mediano fue de 6.90 pg de FBs/Kg de p.v/dia (en
hombres) y de 7.0 ug de FBs/Kg de p.v/dia (en mujeres) y en el grupo de consumo alto de
tortilla fue de 6.36 ug de FBs/Kg de p.v/dia (tabla 12).

Tabla 12, Estimacién del consumo diario de fumonisinas en los grupos de bajo, mediano y alto

consumo de tortilla.

Niveles
Peso promedio  promedio de Gramos de ng/g de FBs/Kg
Consumo de Sexo (Kg) ¥Bs en tortilla  tortilla/persona de p.v/dia
tortilla pgls por dia
Bajo M 72.0 2.20 90 2.75
(<4)
F - 549 2.15 90 3.52
Mediano M 7.7 2.36 - 210 6.90
{4-10)
F 59.0 197 210 7.00
Alto
(=10) M 78.7 1.67 300 6.36

M: Mascuiino, F: Femenino, p.v: peso vivo

8.1.3. Incidencia de cancer en Jalisco, México (1994-2002)

Se analizaron los datos de morbilidad hospitalaria asi como las principales causas de
mortalidad en México registrados en los archivos del Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) reportadéls por el Sector Salud, encontrandose que el cancer
se encuentra entre las primeras 15 causas de enfermedad en el periodo revisado (1994 — 2002)

y es considerado como la segunda causa de mortalidad en Jalisco, México (INEGI), no se
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encontraron datos del niimero de casos de cancer de eséfago (CE) reportados por el Sector
Salud, sin embargo los reportes de tumores malignos en hospitales particulares entre 1994 y
2002 clasifican el nimero de casos de céncer de esdfago de acuerdo a los Organos
involucrados, la figura 5 permite observar que los érganos genitourinarios ocupan el segundo
lugar en frecuencia y le siguen en importancia los 6rganos digestivos y del peritoneo. La
figura 6 muestra a su vez, la clasificacién de los tumores malignos de los 6rganos del trato
digestivo apreciandose que el mimero de casos de cancer esofagico fluctud de 304 (1994) a

327 (2002).

El andlisis de los diferentes casos de enfermedades que reporta el Sector Salud en México,
permitié observar en 1998, defectos en tubo neural de recién nacidos (DTN), transtorno

relacionado con la ingestion de FBs, reportandose en ese afio 1,884 casos.
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8.2. Evaluacion del efecto de adsorbentes incorporados al alimento contaminado con

fumonisinas en polios de engorda
La tabla 13 muestra los niveles de aflatoxinas {AFBs) y ocratoxinas (OAs) encontrados en las

dietas experimentales, valores que se consideraron relativamente bajos y de no riesgo

toxicologico para los animales.

Tabla 13. Niveles de micotoxinas en las dietas experimentales para pollos de engorda.

Micotoxina T1

(ppb) Control

T2 T3 T4 TS Teé T7 T8 T9

Ini Fin
Aflatoxina (20 ppb) 32 47 45 39 57 39 42 68 80 175
Ocratoxina (10ppb) 38 71 43 22 31 15 44 34 34 28

Los niveles en el paréntesis indican los limites permisibles para pollo; Ini: Alimento de iniciacién; Fin: Alimento
de finalizaci6n, T1: control, T2: control + clinoptilolita, T3: Manano oligosacaridos, T4: 75 mg/Kg fumonisinas,
T5: 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacaridos, T7: 100 mg/Kg
fumonisinas, T8: 100 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T9: 100 mg/Kg fimonisinas + manano oligosacéridos.

8.2.1. Parametros productivos

Los valores de los diferentes parametros productivos se analizaron estadisticamente a los 14,
21, 35 y 42 dias de edad del pollo con el propdsito de evaluar el efecto del consumo de FBs
entre los 14 y 21 dias, semana en la que se expusieron los pollos a los niveles de FBs
mencionados anteriormente. Los resultados no presentaron diferencias estadisticas entre
tratamientos en las diferentes etapas estudiadas, s6lo se presentan los valores de los

parametros al término de la engorda a los 42 dias (tabla 14).

El consumo de alimento observado durante la prueba experimental se¢ mantuvo en un rango de

4.46 a 4.69 Kg/ave de manera acumulada a los 42 dias, correspondiendo el mayor consumo al
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tratamiento que contenia 100 mg/Kg de FBs y el menor al control. Los pesos promedio de las
aves fluctuaron de 1.95 Kg (control) a 2.18 Kg (tratamiento con manano oilosacéridos: T3).
Respecto a la ganancia diaria de peso (GDP), los valores fueron de 44 a 51 g, el tratamiento
que incluyd solamente manano oligosacaridos obtuvo los mayores valores, sin ser diferente

estadisticamente a los otros tratamientos.

La eficiencia alimentaria (EA) observada al término de la engorda coincide con lo observado
en el parametro de ganancia de peso diaria mostrando la mayor eficiencia (593) el tratamiento
que incluyd s6lo manano oligosacaridos y la menor (520) el tratamiento que contenia 100
mg/Kg de FBs, mismo tratamiento que mostrd el mayor consumo de alimento, se considera
aceptable una eficiencia alimentaria de 480 Kg de carne/ tonelada de alimento, por lo que si se

comparan los valores obtenidos en los grupos estudiados, todos superan el valor aceptable.

En relacién al indice de productividad (IP) los valores mostrados en los diferentes tratamientos
fluctuaron de 237.76 a 302.52 los que corresponde al tratamiento con 75 mg/Kg de
fumonisinas + manano oligosacaridos (T7) y el tratamiento s6lo con manano oligosacaridos
(T3) respectivamente, en términos generales todos los tratamientos fueron semejantes. El
indice de conversién (IC) al término de estudio fluctué de 1.7 a 1.9, el grupo con mejor indice
de conversion o presenté el tratamiento que tnicamente incluyéd manano oligosacaridos (T3)

y el peor el tratamiento con 100 mg/Kg de FBs sin adsorbente (T5).

Los valores reportados para el punto de desenvolvimiento (PD) de los pollos al finalizar la
prueba experimental fueron de 238 a 312, correspondiendo el mayor al tratamiento con
manano oligosacaridos (T3) y el menor al tratamiento que incluia 75 mg/Kg de FBs mas
manano oligosacaridos (T7). El indice de eficiencia (IE) que se observé en los diferentes

tratamientos varié de 108 a 130 (tabla 14).




Tabla 14. Niveles promedio de los pardmetros productivos al término de la prueba experimental con los pollos de engorda

PP GDP EA IP IC PD IE

(Kg) (g
X 8 ; 5 E 3 ; 5 X S X S x S

Tt 195 022 45 5.27 553 47.92 25254 5208 18 015 247 6342 108 2203
T2 198 013 46 3.11 543 40.13 24966 3260 19 014 251 4243 107 1499
T3 218 015 51 352 593  15.95 30252 2647 17 004 312 3584 130 1133
T4 199 001 46 032 563 5.39 261.11 3.78 1.8 002 261 423 112 1.66
T5 199 0.08 46 1.87 577 2535 26357 2293 18 008 262 2505 113 9.57
T6 190 011 44 265 552 2442 24519 2588 18 008 234 3191 105 10.77
T7 197 004 46 096 520 8.81 23776 546 19 003 241 8.76 102 242
T8 205 011 48 274 577 41.16 27618 3523 17 013 278 3778 119 1499

T 207 004 49 0093 567 25.55 27375 1625 18 0.08 279 1462 117 677

T: tratamiento, PP: peso promedio, GDP: ganancia diaria de peso, EA: eficiencia alimentaria, IP: indice de productividad, IC: indice de conversion, PD: punto de

desenvolvimiento, IE: indice de eficiencia, X : promedio, s: desviacidn estdndar, Kg: kilogramos, g: gramos, T1: control, T2: control + clinoptilolita, T3: Manano
oligosacaridos, T4: 75 mg/Kg fumonisinas, T5: 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, Té: 75 mg/Kg fumonisinas -+ manano oligosacaridos, T7: 100 mg/Kg
fumonisinas, T8: 100 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T9: 100 mg/Kg fumonisinas + manano oligesacéridos.

+9
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8.2.2. Actividad enzimitica de AST, ALT, concentracién de proteinas totales y niveles de

SA y SO en suero

La tabla 15 muestra los valores de AST, ALT y proteinas totales en suero, determinadas en
los diferentes tratamientos. La actividad enzimatica de la AST, fue mayor estadisticamente
{p<0.05) con 150 U/L en los tratamientos que incluyeron 75 mg/Kg de FBs (T4) y con 75
mg/Kg de FBs + manano oligosacaridos (T6), mostrando ¢l control y el tratamiento que
incluyé manano oligosacaridos (T3) los valores menores (90 y 83.3 U/L respectivamente). No
se observaron diferencias significativas a los 21 dias post-exposicion, los valores fluctuaron
entre 133 a 277 U/L.

La determinacion de la actividad de ALT en las dos etapas estudiadas mostré niveles
estadisticamente similares (p>0.05) al control, el cual presenté niveles de 20 U/L en ambas
etapas, mientra que los niveles mayores los presenté el tratamiento con 75 mg/Kg de FBs +
clinoptilolita (T5).

Respecto a los niveles de proteinas totales en suero, se observé diferencia estadistica (p<0.05)
en el dia 7 post-exposicién a las FBs, los niveles mayores fueron mostrados por el tratamiento
control (3.2 g/dL) y el tratamiento que solo incluyé manano oligosacaridos (T3), mayores
estadisticamente al tratamiento con 75 mg/Kg de FBs + clinoptilolita (T5) el cual reporté 1.9
g/dL. Los niveles de proteinas totales a los 21 dias post-exposicion fiieron similares al control
(2.8 g/dL) mostrando niveles mayores estadisticamente (p<0.05) el tratamiento T3 con 4.0
g/dL.
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Tabla 15. Actividad enzimatica promedio de AST, ALT y proteinas totales en suero de pollos.

AST ALT Proteinas Totales

T U/L U/L g/dL

7 dias post- 21 dias post- 7 dias post- 21 dias post- 7 dias post- 21 dias post-

exposicion exposicion exposicion exposicion exposicion exposicion

% - - - - = 5
T1 920.0b 2646 1367  30.55 20.0 1000 200 000 32ab 042 28 056
T2 130ab 1732 1933 55.08 266 2082 433 2517 29abc 019 28 0.60
T3 833b 1154 2767 18502 266 5.7 267 1155 35a 036 40 026
T4 156a 36.06 2000 7000 270 1528 233 577 24bc 040 32 045
T5 133ab 2309 1567 208 266 577 133 577 19¢ 040 29 107
T6 150 a 1000 1700 3606 367 2887 833 000 22bc 057 26 037
T7 133ab 1528 1333 1528 266 577 133 577 22bk 028 36 0.7
T8 133ab 1528 1500 3000 266 577 133 577 29abc 014 31 0.15
T¢ 137ab 577 1333 2309 300 000 233 577 24bc 039 28 .65

Las literales indican diferencia estadistica p<0.05 entre tratamientos

Respecto a los niveles de SA, SO y la relacién SA/SO determinados en suero sanguineo se

muestran en la tabla 16. Se observé diferencia estadistica (p <0.05) en los niveles de SA
(11.16 ng/mL) del tratamiento T7 (100 mg/Kg de FBs) con respecto al control (1.90 ng/mL) a

los 7 dias y similares a los 21 dias post-exposicion. Mientras que los niveles de SO no

presentaron diferencias significativas en las etapas estudiadas (p<0.05). Sin embargo al

analizar la relacion SA/SO se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos a

los 7 dias post-exposicion.




Tabla 16. Niveles de SA y SO y relacién SA/SO determinados en suero sanguineo de pollos.

SA SO Relacion SA/SO
7 dias post- 21 dias post- 7 dias post- 21 dias post- 7 dias post- 21 dias post-
T exposicion exposicion exposicion exposicion exposicion exposicion
¥ 8 o $ o s P S X 8 p §

T1 1.90b 0.20 1.91 0.30 438 1.11 4.56 1.01 0400 0.06 0.43 ab 0.11

T2 2.24 ab 0.51 1.79 0.45 9.26 4.07 2.80 1.20 0270 0.10 0.68a 0.13
T3 1.71b 0.l06 1.77 0.28 7.09 2.54 3.45 1.39 0270 0.11 0.55 ab 0.12
T4 1.67b 0.91 1.68 0.18 5.89 0.74 2.88 0.86 0.28b 0.14 0.61 ab 0.10

T5 8.82ab 591 1.59 0.09 5.88 0.92 295 0.50 1.57 ab 1.14 0.55 ab 0.09
T6 10.27 ab 447 1.69 0.18 523 0.56 291 0.75 2.03a 1.01 0.60 ab 0.10
17 11.16a 3.07 1.72 0.22 6.48 1.57 4.47 1.63 1.85ab 0.81 0.41 ab 0.11
T8 5.41ab 6.87 2.04 0.71 598 0.95 598 234 0.84 ab 1.04 0.35b 0.04
TS 5.96 ab 5.03 2.14 0.61 7.54 4.12 468 187 1.00 ab 0.75 0.48 ab 0.12

T tratamiento, SA: esfinganina, SO esfingosina, x promedio, s: desviacidén estandar, Las literales indican diferencia estadistica p<0.05 entre tratamientos, T1:
control, T2: control + clinoptilolita, T3: Manano oligosacdridos, T4: 75 mg/Kg fumonisinas, T5: 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg
fumonisinas + manano oligosacaridos, T7: 100 mg/Kg fumonisinas, T8: 100 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T9: 100 mg/Kg fumonisinas + manano
oligosacaridos.

L9
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8.2.3. Proteinas y GSH en higado y riiién

La tabla 17 muestra los valores de proteinas en higado y rifién determinados en los diferentes
‘tratamientos, los niveles detectados a los 7 dias post-exposcién en higado fluctuaron de 16.60
mg/100mg de tejido a 18.60 mg/100mg de tejido, similares en todos los tratamientos con el
control (16.70). En 1ifién los valores fluctuaron de 11.80 a 15.70 mg/100mg de tejido y a los
21 dias post-exposicion de 12.6 a 16.1 mg/100mg de tejido similares en ambas etapas a los

mostrados por el control.

En higado s6lo se enconird diferencia estadistica (p<0.05) a los 21 dias post-exposicion,
mostrando los niveles mayores el T5 (75 mg/Kg de FBs + clinoltilolita) con 18.80 mg/100mg
de tejido, mayor significativamente (p<0.05) que el control (15.1 mg/100mg de tejido).

Tabla 17. Valores de proteinas (mg/100mg de tejido) en higado y rifion de pollo a los 7 y 21

dias post-exposicion a FBs en los diferentes tratamientos.

Higado Rifién
7 dias 21 dias post- 7 dias 21 dias post-
Tratamiento post- exposicion exposicion post- exposicion exposicién

X s x s x s x s
T1 16.70 243 15.10 ab 267 14.90 1.25 15.90 1.76
T2 16.90 0.34 14.10b 1.62 14.50 199 16.10 2.01
T3 17.60 1.06 14.40 ab 1.35 13.40 2.74 15.80 1.33
T4 18.40 1.01 17.50 ab 1.46 13.60 1.67 16.60 3.63
TS5 16.60 1.66 18.80a 1.55 14.80 1.98 16.00 167
T6 1570 3.90 17.60 ab 0.92 15.20 1.25 12.60 242
T7 16.70 0.55 16.80 ab 1.37 15.20 1.48 14.50 0.62
T8 18.60 1.36 1500 ab 0.12 11.80 0.83 16.10 1.60
T9 16.90 2.92 15.40 ab 2.36 15.70 1.58 14.80 1.17

Las literales indican diferencia estadistica p<0.05 entre tratamientos.
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Con respecto a los niveles de GSH encontrados en higado a los 7 dias post-exposicién, los
valores oscilaron de 64.67 pg/g (T8: 100 mg/Kg de FBs + clinoptilolita) a 94.39 ug/g (T7: 100
mg/Kg de FBs) diferentes estadisticamente (p<0.05) entre ambos, sin embargo similares
estadisticamente al tratamiento control (82.09 pg/g). A los 21 dias post-exposicion el
tratamiento T8 (100 mg/Kg de FBs + clinoptilolita) mostré el mayor nivel (148.14 pg/g)
siendo diferente estadisticamente (p<0.05) con el control (45.93 pg/g), el cual fue similar a los
tres tratamientos que recibieron FBs con 75 mg/Kg de FBs (T4), los valores menores

correspondieron a los tratamientos que incluyeron sélo los adsorbentes (tabla 18).

En cuanto a los niveles de GSH en rifién sélo se observé diferencia significativa (p<0.05) a los
21 dias post-exposicidon. Los niveles de GSH en rifién a los 7 dias post-exposicion fueron de
3.87 (T8: 100 mg/Kg de FBs + clinoptilolita) a 9.28 pg/g (T1: control), a los 21 dias post-
exposicion los niveles encontrados fueron mayores en todos los tratamientos respecto al nivel
detectado en el control (0.81 meg/g) correspondiendo el mayor nivel de GSH (5.99 pg/g) al
grupo que recibié el mayor nivel de FBs (T7: 100 mg/Kg de FBs).
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Tabla 18. Niveles de GSH reducido (pug/g de tejido) en higado y rifion de pollos a dia 7y 21

post-exposicién a fumonisinas.

Higado Rifion
T 7 dias 21 dias post- 7 dias 21 dias' post-
post- exposicion exposiclon post- exposicion exposicion

x s x s x 8 x s
T1 82.09 ab 3.75 4593 be 16.05 9.28 3.36 0.8lc 1.00
T2 69.43 ab 6.70 3941c¢ 16.23 6.09 1.59 1.03 be 0.72
T3 65410 10.10 43.06 be 12.32 8.65 7.94 3.89 abe 0.44
T4 68.69 ab 1.92 131.86a 33.48 5.49 0.33 3.39 abc 0.51
T5 76.17 ab 11.36 13898 a 9.80 5.14 1.04 5.08 ab 112
T6 72.11 ab 1136 14531 a 92.14 471 1.80 2.20 abc 0.78
T7 94.39a 7.84 14506 a 12.04 4.63 1.36 59%a 3.89
T8 64.67b 4.04 148.14a i3.11 3.87 1.40 3.51 abc 0.96
T9 64741 1425 103.56ab 4488 - 402 0.35 4.00 abe 0.93

T1: contrel, T2: control + clinoptilolita, T3: Manano oligosacaridos, T4: 75 mg/Kg fumonisinas,
T5: 75 mg/Kg fumonisinas -+ clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg fumonisinas + manano oligesaciridos,
T7: 100 mg/Kg fumonisinas, T8: 100 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita,

T9: 100 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacaridos

Las literals indican diferencia estadistica entre tratamientos p<0.05

8.2.4. Estudio histopatelogico
Primera etapa (inicio de la prueba experimental):

Se realizd un estidio histopatoldgico en higado y rifién de pollos, encontandose los siguientes

resultados:
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Higado: se observé el arreglo parenquimatoso del tejido con definicidn precisa de los grupos
de hepatocitos con nicleos de aspecto normal y espacios definidos, se identificaron las venas

centrolobulillares con limites claros. Se observaron los espacios o canaliculos biliares bien

definidos.

Rifién: sc observé tanto para corteza como para médula renal una estructura normal;
glomérulos abundantes con espacio de Bowman bien definido circundando el penacho
glomerular, asi como tibulos proximales y distales con lumen permeable y células definidas.

Nota: Se encontraron cantidades moderadas de eritrocitos entre las estructuras de ambos

tejidos, sin que este indique ninguna anomalia, atribuido al tipo de fijacién.

Segunda etapa (7 dias post-exposicion a FBs):

Higado: en los grupos control se aprecia el arreglo parenquimatoso del tejido con definicion
precisa de los grupos de hepatocitos con nicleos de aspecto normal y espacios definidos, se
identifican las venas centrolobulillares con limites claros. Se observan los espacios o
canaliculos biliares bien definidos (Figura 7).

Al analizar los diferentes grupos experimentales se encontraron diversos hallazgos patologicos
de tipo moderado a severo; los grupos que recibieron FBs presentaron niveles severos de
necrosis focal, evidente inicialmente por picnosis, degeneracion turbia y en menor proporcion

edema intersticial (Figura 8).

Rifién: en los grupos control se observé tanto para corteza como para médula renal una
estructura normal; glomérulos abundantes con espacio de Bowman bien definido circundando
el penacho glomerular, asi como tibulos proximales y distales con lumen permeable y células
definidas (Figura 9). En la medula renal se observaron los haces conicos de tibulos colectores

de aspecto normal.
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Figura 7. Fotomicrografia de tejido hepético de pollo del grupo control, se observa el tejido
con citéarquitectura normal, grupos irregulares de hepatocitos (ce), espacios sinusoidales

(flechas) y vena centrolobulillar (ve). Objetivo 20X, tincién HE.

Figura 8. Fotomicrografia de tejido hepético de pollo del grupo que consumié FBs (100
mg/K), se observa necrosis celular, evidente por picnosis (p) y degencracion de hepatocitos
{d). Obijetivo 20X, tincion HE.
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Figura 9. Fotomicrografia de tejido renal de pollo del grupo control, se observa la estructura
normal, glomérulo (gl) con espacio definido, asf como cortes transversales de diversos tubulos

(t) con células epiteliales normales. Objetivo 20X, tincién HE.

Al analizar los diferentes grupos experimentales se encontraron diversos hallazgos patolégicos
de tipo moderado a severo; los grupos que recibieron fumonisinas presentaron niveles severos
de necrosis focal (picnosts marcada), degeneracién celular (perdida de integridad celular) y
tumefaccion glomerular (Figura 10), estos resultados deben tomarse con reserva, ya que los

hallazgos patolégicos severos solo se observaron en 1 de las 3 muestras.
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Figura 10. Fotomicrografia de tejido de pollo del grupo que consumié FBs (100 mg/Kg). Se
observa necrosis celular (n), picnosis (p) y tumefaccion glomerular (tg). Objetivo 20X, tincién
HE.

La evaluacién histopatologica de higado y rifion de pollo de engorda por efecto de los
diferentes tratamientos utilizados en la prueba experimental a los 7 dias post-exposicion a FBs

se muestira en la tabla 19.
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Tabla 19. Histopatologicos de higado y rifion al dia 7 post-exposicion a fumonisinas en los

pollos de engorda.

T n Higado i Rifion
T1 1/3  Congestion moderada 1/3  Congestion moderada
T2 3/3 Sin modificacion 1/3  Degeneracion turbia modera, pérdida
de arreglo tisular incipiente,
congestion moderada
T3 3/3  Sin modificacion 1/3  Necrosis focal incipiente y perdida de
integridad celular incipiente
T4 173 Necrosis focal moderada, edema 1/3  Necrosis focal tubular y tumefaccion
intersticial incipiente glomerular moderados
T5 1/3  Congestion severa, necrosis focal 1/3  Necrosis focal y tumefaccién
moderada, edema intersticial glomerular
incipiente
T6 1/3  Necrosis focal moderada 1/3  Necrosis focal y tumefaccion
glomerular moderada
T7 1/3  Necrosis focal moderada 1/3  Necrosis focal y tumefaccion
glomerular moderada
T8 173 Necrosis focal moderada 1/3  Necrosis focal y tumefaccion
glomemlar moderada
T9 3/3  Sin modificacion 3/3  Sin modificacién

T1: contrel, T2: control + clinoptilelita, T3: Manano oligosacéridos, 'T4: 75 mg/Kg fumonisinas,

T5: 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacaridos,
T7: 100 mg/Kg fumonisinas, T8: 100 mg/Kg finmonisinas + clinoptilolita,
T9: 100 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacdridos

Las literals indican diferencia estadistica entre tratamientos p<0.05

La evaluacién histopatologica de higado y rifion de pollo de engorda por efecto de los

diferentes tratamientos utilizados en la ‘prueba experimental a los 21 dias post-exposicion a

I'Bs se muestra en la tabla 20,
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Tabla 20. Histopatologicos a los 21 dias post-exposicion a fumonisinas en higado y rifién de

pollo de engorda.

T n Higado n Rifion
T1 1/3  Necrosis focal v pérdida de integridad 1/3  Necrosis focal incipiente
celular incipientes
T2 1/3  Pérdida de citoarquitectura incipiente 1/3  Necrosis focal incipiente
T3 1/3  Pérdida de citoarquitectura incipiente 1/3  Necrosis focal incipiente
T4 1/3  Pérdida moderada de citoarquitectura 1/3  Pérdida moderada de cito-
arquitectura
T5 3/3  Sin modificacién 3/3  Sin modificacion
T6 1/3  Necrosis focal incipiente 3/3  Sin modificacion
T7 1/3  Pérdida moderada de cito-arquitectura 13 Pérdida moderada de
' citoarquitectura
T8 3/3  Sin modificacion 1/3  Necrosis focal incipiente,
degeneracion turbia incipiente
T9 1/3  Pérdida de integridad y degeneracion 1/3  Pérdida integridad y degeneracion
turbta incipiente turbia incipiente

T1: control, T2: conirol + clinoptilolita, T3: Manano oligesacéridos, T4: 75 mg/Kg fumonisinas,
T5: 75 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita, T6: 75 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacaridos,

T7: 100 mg/Kg fumonisinas, T8: 100 mg/Kg fumonisinas + clinoptilolita,

T9: 100 mg/Kg fumonisinas + manano oligosacéridos

Las literals indican diferencia estadistica entre tratamientos p<0.05
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‘Tercera etapa (21 dias post-exposicion a FBs):

Higado: en los grupos control y experimental se identifica ligera picnosis focal y leve
degeneracion turbia (atribuible probablemente al manejo de las muestras). El tejido en

términos generales muestra un aspecto normal para todos tratamientos.

Rifién: en los grupos control y experimental se identifican pequefias zonas picnéticas y leve
degeneracion turbia de tipo localizada (atribuible probablemente al manejo de las muestras).

El tejido presenta un aspecto normal a nivel de corteza y médula renal en todos los grupos.
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IX. DISCUSION

9.1 Estimacion del grado de exposicion a fumonisinas por el consumo de tortilla

mediante la determinacion de los niveles de SA y SO en orina de humanos
9.1.1. Niveles de fumonisinas en productos derivados del maiz en la ZMG

La contaminacién por FBs observada en los diferentes productos de maiz permitié detectar
niveles promedio cercanos al limite tolerable recomendado en el maiz por el Comité de
Expertos en Alimentos de la FDA, el Comité recomienda que el maiz destinado para consumo
humano debe contener méximo 2 pg/g de FBs (FB; + FB, + FB;) para productos de maiz
desgerminado (harina de maiz, sémola, fécula y mafz parcialmente molido, < de 5 % de
contenido de grasa), mientras que en maiz para palomitas es de 3 pg/g y en maiz para

produccién de masa es de 4 pug/g (CFSAN, 2001).

Los niveles promedio de FBs encontrados en el elote se pueden considerar elevados y
sobrepasan los recomendados por la FDA, estos niveles de contaminacion pudieran
posiblemente atribuirse a que la contaminacion por F. verticillioides y F. proliferatum
principales hongos productores de FBs ocurre con mayor frecuencia en las etapas intermedias
de la madurez del maiz lo que coincide con el periodo de recoleccion del elote, esto fue

previamente reportado por Chulze y col. (1996).

Los niveles de FBs observados en las tortillas que se expenden en la ZMG en el presente
estudio fueron menores en promedio {1.99 pg/g) a los reportados previamente por Reyes y col.
(2002), quienes detectaron en tortilla niveles de 4.36 ug/g de FB; y 0.085 ug/g de FBy v
similares a los detectados en un estudio realizado en 1995 por el Instituto de Nutricién de
Centro América y Panama (INCAP) en dos regiones de Guatemala (Santa Maria y Patzicia),
donde encontraron contaminaciéon con FBs en tortilias, nixtamal y maiz de 50 expendios,

detectandose niveles de FB; en tortilla de 0.85 a 11.6 pg/g (Meredith y col, 1999).
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Por otro lado, en el presente estudio se encontré contaminacion en el 100% de las muestras
analizadas (n = 400), siendo estos resultados superiores a los reportados por Machinski y col.
(2000) donde encontraron un alto porcentaje de productos derivados de maiz contaminados
con FBs, el 49% de las muestras analizadas presentaron niveles de FB; que oscilaron entre
0.03 y 4.93 ng/g, mientras que el 54% de las mismas, fueron positivas a FB; en un rango de
0.02 a1.38 ng/g.

Ademés los resultados encontrados en la presente investigacion fueron superiores a reportes
previos en diferentes continentes, donde encontraron que el 59% de 5,213 de las muestras
analizadas estuvieron contaminadas por FB;, los mveles de contaminacién variaron
considerablemente dependiendo del tipo de producto, correspondiendo la mayor proporcion al
maiz molido (73% de 517 muestras; 32/108 muestras > 1 mg/Kg de FB,) seguido por maiz en
grano (52% de 2,525 muestras; 388/1038 muestras > 1 mg/Kg de FB,) y otros, incluyendo
totopos, cereales, maiz dulce y alimento para bebés, entre otros (33% de 894 muestras; 18/181
muestras > 1 mg/Kg de FB;) (Visconti, 2001).

Los niveles de FBs presentes en el maiz y en los diferentes subproductos evaluados en esta
investigacion se consideran semejantes a los previamente reportados a nivel mundial, cabe
destacar que entre los productos analizados el elote mostré la mayor contaminacién, y es
comparable a la contaminacién que se presenta en el grano de maiz cosechado. Los productos
de menor procesamiento como harinas, polentas y sémola, han presentado niveles altos de FBs
y aquellos como tortillas, tostadas y hojuelas de maiz, productos que requieren mayor
procesamiento, tuvieron niveles bajos, posiblemente por los procesos fisicos y quimicos a que

son sometidos.
9.1.2 Relacion SA/SO en orina de alumnos del CUCBA

En el presente estudio, la estimacion de la exposicion a FBs permitié observar niveles
elevados de SA y SO, similares entre ambos grupos esfingoides, diferente a la proporcidén que
ha sido reportada por Riley y col. (1993) quienes indican que los niveles de SO son de 3-5

veces mayores que de SA, lo que implica que la relaciéon SA/SO sea menor a 1 bajo
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condiciones normales v ésta aumenta (>1) al consumo de productos contaminados con FBs
(Turner y col., 1999). Aln cuando no se observo diferencia estadistica en los niveles de SA'y
SO en hombres y mujeres respecto al nivel de consumo de tortillas, se observd aumento
significativo en los niveles de SA con lo que se incrementé la relacion SA/SO cuando se

compararon por etapa, lo cual es indicativo de exposicion a FBs.

La relacion SA/SO determinada en las tres etapas, fue mayor a 1 cuando los voluntarios
consumieron tortillas 0 productos a base de maiz, estas relaciones superan las reportadas por
Castegnaro y col. (1998), quienes compararon grupos de hombres y mujefes de origen francés
y encontraron una relacidén SA/SO promedio de 0.33 en mujeres y en hombres de 0.31; esto
pudiera deberse a que en México el consumo per capita de maiz es de 320 g/dia en tanto en los
paises europeos, es minimo. Sin embargo en regiones de Africa donde el consumo per cépita
es de 470 g/dia, la relacién SA/SO promedio reportada fue de 0.38 (Westhuizen y col., 1999),

lo cual pudo ser atribuido al mimero reducido de individuos estudiados.

En otros estudios afines, se encontraron relaciones SA/SO que fluctuaron de 0.17 a 0.53
(Solfrizzo y col., 2000) y de 0.04 a 0.6 (Qiu y Liu., 2001), menores a los observados en la
presente investigacion (0.98 a 1.12), sin embargo fueron similares a los reportados al norte de
Argentina donde se observé una relacion SA/SO de 1.2 a 4.5, en poblaciones con un consumo

per cépita de maiz de 85 g/dia.

El aumento de la relacion SA/SO (> 1} por el consumo de tortilla y la disminucion por efecto
de la restriccion de su consumo, como ocurrié en el presente estudio, pudo ser demostrado
previamente en ratas, por Riley y col. (1994), quienes encontraron que los niveles de SA y SO
retornaron a la normalidad en un lapso de dos semanas posterior al retiro de las dietas

contaminadas con FBs.

Como ya ha sido documentado la exposicion a FBs ocasiona la alteracion de la biosintesis de
esfingolipidos con la consecuente elevacion de esfinganina detectada en suero y orina, esta
alteracion puede ocasionar efectos importantes particularmente a nivel de la membrana celular

ya que juega un papel importante sobre la comunicacién célula-célula, interaccion entre
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células y en la matriz extracelular, ademas sobre factores recéptores involucrados en la
regulacién y crecimiento celular y como mensajeros secundarios de citocinas que incluyen el
factor de necrosis tumoral, Interleucina 1 y el factor de crecimiento de nervios (Merril y col.,
1993).

El incremento de la relacion SA/SO como biomarcador de exposicion a FBs ha sido
demostrado ampliamente en estudios con animales (Turner y col, 1999). Las investigaciones
en cerdos y ratas han demostrado una correlacidon positiva entre el incremento de la relacion
SA/SO y la dosis y/o tiempo de exposicién a FBs a través de la dieta (Riley y col., 1993a;
Solfrizzo y col., 1997b; Wang y col., 1999).

Uno de los propésitos del presente trabajo fue determinar si los individuos que consumen
productos de maiz, presumiblemente contaminado con FBs presentaban una relacién SA/SO

elevada, considerada como biomarcador de la exposicion a FBs.

Puesto que el incremento de la relacion SA/SO es un biomarcador de exposicion a FBs que ha
sido ampliamente demostrado en estudios de animales fue propuesto como posible
biomarcador en estudios de humanos (Tumei' y col., 1999). Este biomarcador ha sido validado
en animales y ha demostrado en cerdos y ratas una correlacion positiva entre el incremento de
la relacion SA/SO y la dosis o el tiempo de exposicion a FBs (Riley y col., 1993, Solfrizzo y
col., 1997b, Wang y col., 1999).

El nivel minimo de FBs en la dieta capaz de elevar la relacién SA/SO en orina de ratas fue de
aproximadamente 2 mg/Kg, equivalente a 130 pg/Kg de p.v/dia en experimentos de periodos
cortos (Solfrizzo y col, 1997b). Niveles bajos de FBs en la dieta (1mg/Kg) también
incrementaron la relacién SA/SO en la orina de atas que previamente fueron expuestas a dictas

que contenian 10 mg/Kg de FB, (Wang y col., 1999).

Al analizar el consumo promedio de tortillas por Ia poblacién bajo estudio y los niveles de FBs
presentes en las tortillas, se estimé la cantidad de esta micotoxina ingerida por Kg de p.v./dia.

Los resultados permiticron apreciar un consumo elevado de FBs comparado con los niveles
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tolerables publicados recientemente por el Comité de Expertos en Aditivos y Alimentos
(JECFA) de la FAO/OMS los cuales son de 2 pug/Kg p.v/dia, niveles confirmados por el
Comité Cientifico den Alimentos (European Comision 2003).

Los niveles promedic de FBs en las tortillas recolectadas fueron de 2.03 png/g
correspondiendo a un consumo de dichas micotoxinas promedio de 5.56 pg/Kg de p.v, lo que
representa 24 veces menos al nivel de FBs que eleva la relacion SA/SO en orina en ratas, sin
embargo es probable que la poblacién bajo estudio haya estado expuesta a niveles mayores de
FBs previamente, lo cual podria ser determinante sobre los niveles de SA y SO encontrados en

orina.

Los niveles promedio de consumo de FBs estimado al sur de Brasil y norte de Argentina
fueron de 0.57 y 0.55 mg/Kg de p.v/ dia respectivamente, lo cual es aproximadamente 100 —
200 veces menor de los niveles que elevan la relacion SA/SO en ratas, sin embargo esto no
excluye a individuos que pudieran estar expuestos a niveles mayores de fumonisinas

(Solftizzo vy col., 2004), como pudo ocurrir en el presente estudio.

En el estudio efectuado por Solfrizzo y col. (2004) la relacién SA/SO fue de 0.69 (norte de
Argentina) v de 1.57 (sur de Brasil), otros estudios publicados que utilizaron la relaciéon
SA/SO como biomarcador de la exposicion a FBs en humanos con alto consumo de maiz no
encontraron incremento de la relacion SA/SO cuando los datos se compararon con humanos

con bajo consumo de maiz, considerado como grupo control (Westhuizen y col., 1999; Qiu y
Liu, 2001).

Basados en el presente estudio se puede concluir que las muestras de orina de los voluntarios
mostraron una relacién SA/SO mayor comparado con las poblaciones control procedentes de
regiones de Furopa que consumen poco maiz (0.39, 0.35, 0.11, 0.20) reportadas por
Castegnaro y col. (1996) y Solfrizzo y col. (2004). Debido a que el consumo de alimentos a
base de maiz en México son elevadas y constantes es posible entender por qué fucron altas las
relaciones de SA/SO en la poblacion estudiada; sin embargo son escasos los reportes de

trastornos relacionados con FBs como es el caso de cancer esofagico.
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9.1.3 Incidencia de cancer en Jalisco, México

En México, el nimero de casos de cincer esofagico reportado es bajo y sOlo se registra por
hospitales particulares, puesto que el Sector Salud tiene el mayor porcentaje de asistencia
médica de la poblacion, estos datos pudieran estar subestimados, ademas en México, no
existen estudios que asocien dicha enfermedad con la incidencia de FBs en el maiz y sus
subproductos. En otros paises las investigaciones epidemiologicas sobre los efectos por la
ingestion de FBs se han centrado en la posible relacion entre la ingesta de FBs y el desarrollo
de céancer esofdgico, esto sc debe a la alté incidencia de este tipo de cancer encontrado en
ciertas regiones de Africa y China donde el maiz presenta alta contaminacién con FBs, siendo
este cereal la base de la alimentacion en dichas regiones. Si bien se describen ademds otros
factores que pudieran estar influyendo como el consumo bajo de frutas, vegetales verdes y
proteinas de origen animal, en habitantes de estas regiones, se han detectado niveles bajos de
algunas vitaminas y minerales en sangre, resultando ser diferentes significativamente respecto
a los niveles encontrados en habitantes de las regiones de baja incidencia de cancer esofagico.
Ademsas a estos factores nutricionales se agregan el consumo de alcohol y tabaco, asi como
otros atn no identificados (Wilcox, 2001).

9.2. Evaluacién del efecto de adsorbentes incorporados al alimento contaminado con

fumonisinas en pollos de engorda

En el presente estudio se detectd contaminacion natural por AFs y OA, en las dietas
experimentales aunque los niveles fueron relativamente bajos en todos los tratamientos
evaluados, resultados similares fueron reportados por Magnoli (2002) quien encontrd
contaminacion con AFB;, ZEA y DON en dietas de pollos de engorda, siendo AFB; la
micotoxina de mayor incidencia (52.5%) con niveles entre 10 a 123 ng/g. Por otro lado ¢l 97%

de las muestras mostraron contaminacion natural con FBs en niveles que variaron entre 136 a
4,260 ng/g.

Como ha sido demostrado en otras investigaciones la contaminacién por FBs en alimento

destinado para consumo animal es frecuente, sin embargo los niveles son relativamente bajos
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y son menores de 2.35 ug/g de FBy (Stockentrom y col., 1998; Jindal y col. 1999). Mientras
que en ¢l presente estudio, se realizé contarmnacion artificial con FBs, en niveles de 75 y 100

mg/Kg.

De acuerdo con los estudios realizados sobre la contaminacion natural con micotoxinas en
alimentos destinados al consumo de humanos y animales, se concluye que es frecuente
encontrar co-ocurrencia de las diferentes micotoxinas en el alimento de polios de engorda,
ademas de que los niveles son variables, por lo que se recomienda el monitoreo peridédico en

las granjas de aves de corral.
9.2.1. Efectos en parametros productivos

La evaluaciéon de los parametros productivos no presenté diferencia estadistica entre grupos,
lo que indica que los niveles de FBs evaluados no fueron suficientes para afectar el
comportamiento de los pollos. Estos resultados son comparables con los mostrados por
Weibking y col. (1993) quienes no observaron modificaciones en el consumo de alimento y
en la ganancia de peso de los pollos, por el consumo de 75 mg de FBs/Kg, aunque ellos
apreciaron un ligero inctemento en la conversion alimenticia durante la primera semana de la
prueba efectos similares fueron observados por Ledoux y col. (1999) quienes estudiaron los
efectos de la inclusion de 50, 100 y 200 mg/Kg de FB,, encontrdndose que todos los grupos
que recibieron dicha micotoxina, fueron semejantes con €l grupo control. Estudios previos
realizados por Ledoux y col. (1992) demostraron disminucion lineal en la ganancia de peso en
pollos alimentados con niveles de FB, de 100 a 400 mg/Kg, posiblemente relacionada con la
disminucién en la digestibilidad de materia seca y con la diarrea que se presentd, los
investigadores relacionaron estos efectos con los altos niveles de inclusion de material

contaminado con F. verticillioides, efecto no observado en el presente estudio.

Por otra parte, se tienen reportes de investigaciones sobre los efectos combinados de FBs con
otras micotoxinas, observindose alteraciones sobre parametros productivos. Kubena y col.
(1997) evaluaron la inclusion de FB; (300 mg/Kg), toxina T-2 (5 mg/Kg) y DON (15 mg/Kg)

en dietas de pollos por periodos de 21 dias. El efecto combinado de FB, y toxina T-2 mostrd
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reduccién de GDP, disminucién en el consumo de alimento, disminucién en la eficiencia
alimentaria v un incremento en la mortalidad. El efecto combinado de FB; y deoxinivalenol,
solo mostré disminucion en la GDP y menor eficiencia alimentaria. La disminucion de la GDP
en la primera combinacion pudo describirse como aditiva, mientras que en la segunda

combinacién se considerd menor que aditiva.

Investigaciones recientes desarrollados por Ledoux y col. (2003), reportaron el efecto
individual y combinado de FB; con moniliformina en niveles de 100 y 200 mg/Kg en la
alimentacién de pollos de engorda. El efecto individual de moniliformina (200 mg/Kg)
incrementé la mortalidad en un 65%, mientras que la mayor inchusion de FB; solo la
incrementé en 10%. Si bien la FB; sola no afectd los pardmetros productivos, el efecto
combinado con moniliformina mostré como resultado disminucion en el consumo de alimento
y ganancia diaria de peso, lo que ocurri6 a partir de los 100 mg/Kg de moniliformina, efecto

previamente reportado en pavos por Bermudez y col. (1997).

Es importante considerar que existe co-ocurrencia de diversas micotoxinas en el alimento
destinado a consumo animal, como se mencioné anteriormente en los estudios realizados por
Bermudez y col (1997), Kubena y col (1997) y Ledoux y col (2003), lo cual puede ocasionar

sinergismo en ¢l efecto de las micotoxinas sobre los parametros productivos.

9.2.2. Actividad enzimitica de AST, ALT, concentracién de proteinas totales y niveles de

SA y SO en suero

Con relacion a las determinaciones en suero, se aprecié que el incremento de la actividad
enzimatica de AST al dia 7 dias post-exposicion, en los tratamientos con 75 mg/Kg de FBs
(T4) y 75 mg/Kg + manano oligosacaridos (T6) respecto al grupo control se debid
posiblemente a una alteracién del higado durante la exposicion a dichas micotoxinas, no
observandose un efecto protector de los adsorbentes incluidos en los tratamientos
experimentales. Nuestros resultados son similares a los reportados por Manning y Wyatt
(1990) quienes reportaron que los valores para la actividad de AST se elevaron en aves

intoxicadas con AFs con respecto al rupo control. Efectos similares se han observado en
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ratones con dietas de FB; (10 pg/g), AFB,; (10 ng/g) y una mezcla de FB; + AFB, (10 pg/g +
10 ng/g) mostrando un incremento significativo en la actividad de AST en las dietas con FB, y
en las dietas con mezcla de FB; + AFB,, los niveles fueron de 151 UYL y 212.33 Ui/L
respectivamente (Casado y col., 2000). Resultados similares fueron reportados por Marin y
col. (2003) quienes observaron un aumento significativo en la concentraciéon plasmatica de
AST y ALT al incluir 80 pg/g de FB, y 500 ng/g de AFB; en las dietas del pollo de engorda.

La actividad enzimatica de AST a los 21 dias post-exposicidon no mostrd cambios entre
tratamientos, lo cual puede ser explicado posiblemente a que existirla un proceso de
recuperacion del dafio y funciéon producido por efectos de la micotoxina, ya que los animales
fueron expuestos a FBs solo durante una semana, efecto previamente reportado por otros
investigadores que observaron recuperacion de la actividad enzimética de AST y ALT al retiro
del alimento contaminado (Kubena y col, 1995). Con respecto a la actividad enzimitica de
ALT, ésta no mostré alteraciones tanto a los 7 y 21 dias posteriores al tratamiento con FBs, lo

cual posiblemente es indicativo de que el dafio del tejido no ocurrié de manera severa.

En relacién a la concentracidén de proteinas totales se observd que hubo una disminucién al dia
7 post-exposicion en el grupo que recibié 75 mg/Kg de FBs + clinoptilolita (T4) con respecto
al grupo control, resultados similares fueron reportados por Stanley y col. (1993), quicnes
expusieron pollos a dosis experimentales de AFB, en el alimento (5 mg/Kg) y observaron una
disminucién de los niveles de proteinas séricas (control: 3.49 g/dL y grupo con AFBI: 1.62
g/dL). Sin embargo en estudios realizados con ratones en donde utilizaron dietas contaminadas
con niveles de FB; y AFB; de manera individual y combinadas, no se observaron cambios en
la concentracién de proteinas totales en suero a los 30, 60 y 90 dias de exposicién {(Casado y
col., 2000). Resultados similares fueron reportados por Aravind y col. (2003) en pollo de
engorda al utilizar raciones contaminadas con diferentes micotoxinas (AFB;: 168 ng/g, OA:
8.4 ng/g, ZEA: 54 ng/g vy toxina T2: 32 ng/g) con y sin manano oligosacaridos al 0.05 %, sin

mostrar alteracion de la concentracién de proteinas totales en suero sanguineo.

Con respecto a la determinacion de los biomarcadores SA y SO en suero, éstos mostraron ser

un excelente método de andlisis para evaluar la exposicion a FBs, puesto que demostraron que
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a niveles bajos de FB; pueden ser detectadas alteraciones de la relacidon SA/SO previo a la

mamifestacion de lesiones severas en los tejidos.

El estudio de biomarcadores de dafio biologico por efecto de micotoxinas, ha sido estudiado
para relacionar el consumo de FB; con efectos toxicos a la salud, las investigaciones estin
enfocadas a marcadores moleculares en fluidos corporales y tejidos (Turner y col., 1999). Los
avances relacionados con las FBs se fundamentan en el mecanismo de dafio a nivel celular, el
cual involucra la inhibicién de la enzima clave (N-aciltransferasa de esfinganina/esfingosina)
del metabolismo de esfingolipidos (Merrill y col., 1996). La alteracion ocasiona el incremento
de los niveles SA afectando Ia relacion SA/SO, biomarcador de la exposicion a FBs, se ha
documentado que el incremento de esta relacion es indicativo del dafio primario de dichas
micotoxinas (Solfrizzo y col., 1997a; Westhuizen y col., 1999; Qiu y Liu, 2001) previo a la

manifestacién de las lesiones.

Los niveles de SA en el presente estudio aumentaron significativamente (p<0.05) el dia 7 post-
exposicién en los grupos que recibieron dietas que incluyeron FB;, particularmente en la que
se incluyd 100 mg/Kg, esto influyé en que la relacion SA/SO aumentara en dichos grupos,
siendo esta mayor a 1, valor considerado de riesgo toxicologico {Riley, 1994). En condiciones
normales los niveles de SA son menores a2 SO en una relacion 1:4 (Hannun y Bell, 1989) lo
que permite que la relacion SA/SO se conserve en miveles menores a 1. Los estudios
realizados por Riley (1994) mostraron que en animales alimentados con niveles < 1 mg/Kg de
FB; la relacién SA/SO en suero fue de 0.34 en ratas, 0.20 en ponies y de .18 en cerdos. Si
bien se ha reportado que la alteracion del metabolismo de esfingolipidos pudiera ser
ocasionado por otros agentes exogenos (Chatterjee y col, 1986), ninguno de estos inhiben
especificamente a la enzima N-aciltransferasa de esfinganina, por lo que la inhibicién de la
biosintesis de esfingosina requiere de una alteracién persistente en los niveles de SA libre que
pudiera ocurrir si la reacilacion de la esfingosina fuera dafiada como es el caso con

fumonisinas (Wang y col., 1992).

En el presente estudio la relacién SA/SO fue mayor a 1 al dia 7 post-exposicién en los

tratamientos que incluyeron FB,, mientras que al dia 21 los valores permanecieron por abajo
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de 1, esto posiblemente puede atribuirse al retorno de los niveles normales de SA y SO a nivel
celular, efecto previamente observado en estudios efectuados con ratas expuestas a FBs
(Castegnaro y col,, 1996). La disminucién del complejo esfingolipido resultante de la
inhibicién de la biosintesis por la FBy, y la acumulacion de esfinganina pueden ser la causa de
las patologias observadas en las toxicosis por FB;, debido a que los esfingolipidos estan
involucrados en la regulacion de los receptores de la membrana celular, del intercambio de
iones y de otros sistemas vitales para la funcion y supervivencia celular (Merrill y col., 1996).
El incremento de la relacion SA/SO ha sido observado en otros estudios que involucraron
diversas especies animales asi como en humanos. Shephard y col. (1996) reportaron elevacién
significativa en monos vervet expuestos a material cultivado con F. verticillioides, en dicho
estudio la relacién SA/SO fue de 1.72 en los animales que recibieron dosis de 300 pg de
FBy/Kg de p.v. y de 2.57 en los que recibieron 800 FBi/Kg de p.v. Cabe destacar que los
estudios en animales en los que se determiné la relacién SA/SO incluyeron niveles elevados
de FB, como lo son los efectuados en ponies donde se adicionaron niveles de 22,000 y 44,000
ng FBy/Kg de alimento (Wang y col., 1992), en cerdos: 1,500 pg FB/Kg de p.v./dia (Haschek
y col., 1993); en conejos: 1,000 pg FB,/Kg de p.v /dfa (Gumprecht y col., 1995} y en ratas:
13,600 pg FBy1/Kg de p.v/dia (Voss y col., 1995).

Weibking v col. (1993) reportaron un aumento en los niveles de SA en suero sanguineo y en la
relacion SA/SO en pollo de engorda que consumieron dietas contaminadas con FB, (75, 150,
225, 300, 375, 450 y 525 mg/Kg) efecto observado en el presente estudio a partir de los
niveles mas bajos (75 mg/Kg), por lo que se corrobord la sensibilidad que ofrece el uso de los
biomarcadores SA y SO como indicadores de la exposicion a FBs (Solfrizzo y col., 2004).

9.2.3 Proteinas y GSH en higado y rifion

Cuando se cuantificé la concentracién de proteinas totales hepaticas y renales como un
parametro indicativo del funcionamiento ¢ integridad de estos Organos, se observé que la
inclusion de FBs a 75 y 100 mg/Kg en las dietas que recibieron los polios no fueron

suficientes para ocasionar un efecto negativo sobre los niveles de proteinas en higado y rifidn,
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los cuales permanecieron con niveles similares al control, estos resultados concuerdan con lo

observado en la deteccion de proteinas en suero.

Estudios previos han mostrado inhibicion de la sintesis de proteinas y cambios en los niveles
de proteinas plasméaticas y lipoproteinas en higado (Beers y col., 1992; Kubena y col., 1995;
Quezada y col., 2000). Yoo (1977) encontré que la AFB, tiene efecto inhibidor de la sintesis
de proteinas ya que acttia sobre el ARN de transcripcién, mientras que las FBs no se

relacionan con la sintesis proteica al mostrar un mecanismo de accion distinto a las AFs.

Respecto a los resultados observados en los niveles de GSH en higado, se apreci6 aumento de
la concentracién a los 7 dias post-exposicion a 100 mg/Kg de FBs, aunque los niveles de GSH
son comparables estadisticamente al control, mientras que 2l dia 21 post-exposicién todos los

grupos que fueron expuestos a FBs con y sin adsorbentes mostraron altos niveles de GSH.

Los niveles de GSH en mamiferos oscilan en un intervalo de 5 a 8 pmol/g de tejido (Chanda y
Mehendale, 1996), mientras que el GSH hepatico en pollos de engorda mostraron valores
entre 1.26 a 4.19 umolitejido (Beers y col,, 1992). Los estudios de Murphy y King (1990)
sugieren que a diferencia de los niveles de GSH de los mamiferos, las bajas concentraciones

de GSH en aves son una consecuencia posiblemente del incremento de su demanda para el

crecimiento y desarrollo muscular debido a que los pollos han sido seleccionados por

ingenieria genética para un rapido desarrollo, para lo cual requieren hormonas tiroideas

(Fernandez y col., 1991).

Las evidencias mostradas por Mgbodile y col. (1975) permitieron confirmar que el incremento
de los niveles de GSH en el tejido hepatico realizan un papel muy importante para ofrecer la
proteccion contra los efectos toxicos de la AFB;, coincidiendo con los hallazgos de Liu y col.
(1988), demostrandose que la conjugacion de la micotoxina con el GSH es una via muy

importante de destoxificacion.

Los niveles de GSH renal en pollos has sido reportados en un intervalo de 4.7 a 6.7 umol/g de

tejido (Beers y col, 1992), esto es debido a que el rifion posee una enorme capacidad de
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sintetizar y degradar GSH y por consiguiente la disminucién de su concentracién es una
respuesta bioquimica a la presencia de varios nefrotoxicos (Whiting, 1985). Por otra partg;
Beers y col. (1992) mostraron que los niveles de GSH renal en aves fueron mayores que en
higado, o cual pudiera explicar en parte las diferencias del metabolismo de xenobidticos entre

los mamiferos y las aves.
9.2.4. Estudio Histopatologice

Los hallazgos histopatologicos encontrado en el presente trabajo para higado fueron:
congestion severa, necrosis focal moderada, edema intersticial y desorganizacion tisular, Io
que coincide parcialmente con trabajos realizados tanto en pollos (Weibking y col., 1993),

efecto observado en otras especies por la exposicion a micotoxinas (Casado y col., 20060).

En pollos, al suministrar niveles de 225 a 525 mg FB/Kg dieta, se encontré aumento en el
peso de higado y diversas lesiones. severas como proliferacion periportal de granulocitos,
necrosis hepatica focal e infiltracién de macrofagos (Weibking y col.,, 1993). En cerdos en los
que se encontraron dafio hepatico (necrosis hepatica incipiente, inflamacién moderada y
desorganizacién de hepatocitos) por el consumo de 101 y 175 pg/g de FB; (Riley y col.,
1993a). En ratones cuando se proporcionaron niveles de 10 ug/g de FB,; y 10 ng/g de AFB,
durante 60 dias, encontraron infiltracién y necrosis en el 50% de lo animales (Casado y col.,
2000).

Cuando se analizo el efecto de las micotoxinas sobre dafio renal, los reportes encontrados no
muestran consistencia en los resultados. Diversos autores no encuentran dafio renal en pollos
al suministrar diferentes micotoxinas (Weibking y col.,, 1993; Broomhead y col., 2002).
Algunos autores refieren aumento de peso de rifion como Ledoux y col. (2003) y Kubena y
col. (1997).

En el presente trabajo se encontraron los siguientes dafios renales: necrosis focal tubular y
tumefaccion glomerular con caracteristicas de incipiente a moderada, en la literatura algunos

autores refieren cambio renal por la presencia de micotoxinas. Ledoux y col. (2003)
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encontraron mineralizacion tubular renal en pollos cuando fueron expuestos a una
combinacion de FB; (200 mg/Kg) y moniliformina (200 mg/Kg); Casado y col. (2000),
refieren solo congestion y hemolisis en rifion de ratones cuando fueron expuestos por periodo

prolongado (90 dias) a una combinacion de micotoxinas: 10 ppm de FB, y 10 ppb AFB,;.

Los hallazgos més importantes encontrados en el presente trabajo refieren un dafio histologico
de moderado a severo en muestras de higado de pollos que recibieron o estuvieron expuestos
al consumo de FBs a nivel de 75 o 100 mg/Kg, sin que al parecer la presencia o incorporacion
de clinoptilolita ejerciera un efecto protector sobre dicho metabolito, en cambio Ia presencia
del adsorbente de manano oligosacaridos disminuyé aparentemente algunos de los dafios
principalmente en el grupo de 100 mg/Kg de FBs.

En la literatura son escasos los trabajos que han utilizado adsorbentes en dietas con FBs, sin
embargo existen algunos investigadores que los han incluido en dietas contaminadas con otras
micotoxinas. Miazzo y col. (2000), al utilizar zeolitas al 1% como adsorbentes de AFB; (2.5
mg/kg) no encontraron efecto protector, resultados que coinciden con la respuesta observada
en nuestro trabajo en los grupos con clinoptilolita, ya que este tltimo comparte caracteristicas

fisicoquimicas (Huwig y col., 2001).

En otros trabajos se han probadoe diversas sustancias como protectores de la funcién hepatica,
encontrandose disminuciéon de los dafios higado y rifidn causados por la presencia de AFB; a
una concentracion de 3 mg/kg de N-acetil cisteina a 800 mg/Kg de alimento (Valdivia y col.,
2001).

Garcia (2002) estudio el efecto de la inclusién de diversos aluminosilicatos y paredes celulares
de S.s cerevisiae en las dietas de pollos de engorda contaminadas con cultivos de Aspergillus
ochraceus y F. tricinctum productoras de OAs y toxina T-2, encontrando lesiones en higado,
principalmente de tipo cronico, entre las lesiones se observo hiperplasia de conductos biliares.
Los cambios en rifién fueron observados en células tubulares, aprecidndose necrosis por efecto
de la ocratoxina, dichas lesiones fueron observadas tanto en los grupos control como en las

que se incluyeron los adsorbentes.
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Considerando los efectos de las FBs en aves y la posible accion sinérgica con otras
micotoxinas, demostrada por otros investigadores (Kubena y col., 1993; Ledoux y col., 2003),
y puesto que es frecuente la co-ocurrencia de las micotoxinas en el alimento de consumo
animal, deben realizarse nuevos estudios que permitan establecer regulaciones de los niveles

de FBs presentes en los alimentos para animales.

El uso de los adsorbentes, tanto clinoptilolita como manano oligosacéridos, bajo los niveles de
fumonisinas estudiados, no pudieron demostrar un efecto protector al no presentarse diferencia
estadistica entre tratamientos, sin embargo destacé el grupo que solo recibid manano

oligosacaridos, ya que mostr6 los mejores parametros productivos.

De acuerdo a los hallazgos del presente estudio pudiera ser recomendado ampliamente el uso
de los biomarcadores SA y SO como indicadores de la exposicién a FBs, los cuales son
detectados con alta sensibilidad mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion,
pudiendo ser una herramienta de gran utilidad en las explotaciones pecuarias que permita

prevenir los problemas de micotoxicosis y reducir las pérdidas econdmicas a los productores.
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X. CONCLUSIONES

. El estudio de la determinacién de fumonisinas en productos de maiz que se expenden
en la zona metropolitana de Guadalajara, mostré contaminacion en el 100% de las

tortillas, tamales, tostadas, hojuelas de maiz y elofe.

. Se encontré incremento de la relacion esfinganina/esfingosina (SA/SO) en orina de
alumnos de Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA), lo

que se considera indicativo de riesgo de exposicién a fumonisinas.

. El consumo diario de fumonisinas estimado en los alumnos del CUCBA supera los

niveles tolerables reportados por FAO y OMS.

. Los niveles y tiempo de intoxicacion usados no permitieron ver el beneficio de los
adsorbenies utilizados en este cxperimento sobre los pardmetros productivos de las

aves de engorda, sin embargo tampoco se observaron efectos negativos en los mismos.

. La actividad enziméitica de la AST fue mas representativa del dafio parcial producido
en higado por las fumonisinas en el alimento durante la semana de intoxicacion,

mientras que la ALT no mostré ser un buen indicador de dafio.

. La relacibn SA/SO, demostré ser un biomarcador sensible de la exposicion a

fumonisinas en pollos de engorda.

. Las concentraciones de proteinas plasmaticas tuvieron variaciones principalmente en
aquellos tratamientos con fumonisinas pero no de manera significativa lo que indica

integridad del tejido hepético.
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Los niveles de glutation (GSH) en higado de los tratamientos que incluyeron

{fumonisinas aumentaron al término de la etapa de intoxicacion.

El estudio histopatolégico de los érganos evaluados permitié observar dafio celular de

moderado a severo de necrosis focal en particular en los que recibieron fumonisinas.
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ANEXO 1 | @’

ENCUESTA
“ESTIMACION DE LA EXPOSICION A FUMONISINAS”

NOMBRE: , EDAD
SEXO PESO LUGAR DE RESIDENCIA:_.
TELEFONO: E-MAIL:

HABITOS ALIMENTICIOS:

Cuantas comidas realiza por dia?
lvez( ) 2veces{ ) 3veces( ) masde3veces ( )

Consumo de productos de maiz:

Tortillas Bajo: <4 ( ) Medio: 4-10( ) Alto:> 10 ( )
Frituras (doritos, nachos, etc) Si{ )} Cantidad por semana: , No( )
Pozole: Si () Cantidad por semana: No( )

Tostadas: Si ( ) Cantidad por semana: No( )

Tamales: Si () Cantidad por semana: No( )

Elotes: Si ( ) Cantidad por semana: No{ )

Cereales (Corn Flakes, Corn Pops, etc) Si{ ) Cantidad por semana: No( )
Consumo de Café: Si( ) Cantidad por semana: No( )
ANTECEDENTES CLINICOS:

Diabetes () Hipertensién () Artritis ( ) Tuberculosis () Osteoporosis ()
Hepatitis ( ) Epilepsia ( ) Otras: ‘

Actualmente recibe algiin tratamiento médico?
Si( ) Cual: , No ( )

Fuma: Si( ) <5( )%L510( )o>10{ ) No { )
Consume bebidas alcohdlicas: Si () No( )

Diario () Semanal ( ) Ocasional (- )

<3copas ( ) >3copas( )

Estarfa dispuesto a proporcionar 1 muestra de orina para la investigacion:
Si( ) No ()

Fecha:




