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RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) afectan la salud y los parametros productivos en las gallinas de
postura; la contaminacion por AF en los alimentos es mundial y practicamente inevitable.
Por lo que su impacto negativo sobre la salud ha llevado al estudio de estrategias
preventivas especialmente el uso de agentes quimioprotectores cuya funcién es eliminar,
inactivar o reducir la biodisponibilidad de toxinas en productos contaminados. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la capacidad de agentes quimioprotectores
(Saccharomyces cerevisiae, etoxiquina y N-acetilcisteina), para disminuir las lesiones
provocadas por el consumo crénico de aflatoxinas en gallinas de postura. Se adquirieron
240 gallinas de postura Hy-Line W36 de un dia de edad. Las aves fueron criadas por
procedimientos zootécnicos estandar. Bajo un arreglo factorial de tratamientos, las aves
ingirieron alimento que contenia cuatro niveles de las aflatoxinas (0.0, 0.5, 1.0y 1.5 mg /
kg), asi como EQ, SC y NAC (500 mg/kg y 800 mg/kg/pc) por 0, 14, 20, 46 y 72 semanas.
Fueron sacrificadas por métodos aprobados y los tejidos se fijaron in situ. Se obtuvieron
muestras del I6bulo derecho del higado, los que fueron fijados en formalina neutra al 10%,
para seguir la técnica histologica convencional. Se clasificaron las lesiones observadas en
cada tratamiento los hallazgos histologicos en el higado y los rifiones, se observo que las
principales lesiones que se presentaron significativas fueron la esteatosis y la hepatitis y
nefritis linfocitica, hubo relacion de su aparicion con las semanas de intoxicacion y en las
interacciones con los quimioprotectores en la mayoria de las interacciones hubo
diminucién de las lesiones. Emplear los quimioprotectores previene el avance de las
lesiones histopatoldgicas en e higado y los rifiones de las aves de postura.

Palabras clave: Aflatoxicosis, aflatoxinas, quimioprevencion, gallinas de postura.



ABSTRACT

Aflatoxins (AF) affect health and productive parameters in laying hens; AF contamination
in food is global and practically inevitable. Therefore, its negative impact on health has led
to the study of preventive strategies, especially the use of chemoprotective agents whose
function is to eliminate, inactivate or reduce the bioavailability of toxins in contaminated
products. The objective of this investigation was to evaluate the capacity of
chemoprotective agents (Saccharomyces cerevisiae, ethoxyquin and N-acetylcysteine), to
diminish the lesions caused by the chronic consumption of aflatoxins in laying hens. 240
one-day-old Hy-Line W36 laying hens were acquired. The birds were reared by standard
zootechnical procedures. Under a factorial treatment arrangement, birds ingested food
containing four levels of aflatoxins (0.0, 0.5, 1.0 and 1.5 mg / kg), as well as EQ, SC and
NAC (500 mg / kg and 800 mg / kg / pc ) for 0, 14, 20, 46 and 72 weeks. They were
sacrificed by approved methods and the tissues were fixed in situ. Samples were obtained
from the right lobe of the liver, which were fixed in 10% neutral formalin, to follow the
conventional histological technique. The lesions observed in each treatment were
classified histological findings in the liver and kidneys, it was observed that the main
lesions that were significant were steatosis and hepatitis and lymphocytic nephritis, there
was relation of their appearance with the weeks of intoxication and in Interactions with
chemoprotectors in most interactions decreased lesions. Using chemoprotectors prevents
the advance of histopathological lesions in the liver and kidneys of laying hens.

Key words: Aflatoxicosis, aflatoxins, chemoprevention, laying hens.



INTRODUCCION

Las aflatoxinas son productos secundarios de ciertas especies de hongos que se
encuentran contaminando gran parte de los alimentos destinados para consumo animal y
humano, ocasionando graves problemas en la salud de ambas especies, debido a su alto
potencial toxico y cancerigeno, que afecta a ambas especies, respectivamente.

Una manera de evitar el dafio es afiadiendo a la dieta de los animales, como las gallinas
de postura, quimioprotectores que reduzcan o eviten el dafio inducido por las aflatoxinas.
La produccion avicola a nivel mundial, nacional y estatal, tiene una gran importancia
econdmica y social, debido a que el huevo aporta proteina a la dieta y su precio es
accesible para los diversos estratos sociales. Esto hace que se esté en una busqueda
constante de mejora en la produccion y una de estas vertientes consiste en evitar que las
aves sean afectadas por la ingestion de alimento contaminado con aflatoxinas, ya que la
aflatoxicosis en aves no solo merma la salud de las gallinas, sino que también afecta la
produccion, en este caso de huevo para consumo directo.

La mayoria de las lesiones observadas durante el experimento siguen un aumento
ascendente en conjunto con el tiempo, conforme aumentan las semanas estas aumentan
como lo describe la literatura.

Los quimioprotectores Etoxiquina, N-acetilcisteina y Saccharomyces cerevisiae en la
mayoria de las interacciones con las diferentes dosis de aflatoxinas lograron disminuir o
mantener sin avance las lesiones microscopicas en el higado y los rifiones de las aves de
postura. Las lesiones que se observaron en los grupos que solo recibieron el
quimioprotector no estan directamente asociadas a su uso.

Emplear los quimioprotectores previene el avance de las lesiones histopatolégicas en e

higado y los rifiones de las aves de postura.



1. Marco teérico

1.1 EVOLUCION DE LA AVICULTURA

1.1.2 Importancia econémicay social de la avicultura

El sector avicola sigue desarrollandose y transformandose en varias regiones del mundo
debido al crecimiento demografico, del poder adquisitivo y la urbanizacién. Los avances
en la reproduccién avicola han dado lugar al desarrollo de aves que responden a fines
especializados, enfocados al aumento de produccion, sin embargo, requieren la
capacitacion por parte de especialistas. Las mejoras y avances techoldgicos en la
avicultura, han aumentado la inocuidad y la eficiencia productiva en las grandes unidades
de produccién pero han dejado de lado a los pequefios productores. Esta transformacion
ha hecho que la avicultura y la industria de alimentos concentrados aumenten
rapidamente de tamafo. La avicultura familiar en zonas rurales y en pequefia escala,
desempefia la funcion de mantener los medios de suministro en los paises de desarrollo
al producir bienes avicolas que brindan oportunidades de generacion de ingresos y de
nutricibn humana de calidad mientras exista pobreza rural (FAO, 2016).

A nivel mundial, las aves de corral logran desarrollarse por medio de una gran
diversidad de sistemas productivos en los paises en desarrollo, el alojamiento, manejo y
alimentacién de estas aves en su mayoria criollas en las zonas rurales son basicos y
austeros, las aves logran sobrevivir, desarrollarse y poner huevos en estos entornos,
debido a esto contribuyen en gran escala a la seguridad alimentaria y al consumo de
proteina de las poblaciones humanas. Las aves de uso comercial empleadas para la
produccion de huevo y carne tienen grandes requerimientos en sus dietas, principalmente
de proteina y concentrados. Las dietas avicolas tienen elevados costos de producciéon y la

alimentacion en los paises en desarrollo esta limitada por la baja calidad y la composicion



de los alimentos avicolas, que a menudo carecen de buenas caracteristicas nutritivas
(FAO - ONU 2004).

La supremacia en la produccion de huevo en China es dominante desde hace
tiempo; este pais ha instaurado estrategias de produccion, diferenciando el producto en
volumen (Figura No.1), en ese orden, siendo México el principal productor de huevo en
Latinoamérica. El desarrollo de la producciéon en América del Sur, liderada por Brasil y
seguido por Colombia, Argentina, Pera y Chile, se hace evidente al consolidarse en
paises emergentes en la produccién avicola de huevo para plato que abastece esta

region.

976.2

Millones de Cajas

Figura 1. Principales paises productores de huevo.
Fuente: (Union Nacional de Avicultores, 2017).

El mercado Europeo ha sido satisfecho por los paises productores cercanos,
principalmente Turquia, que aprovechando su ubicacion ha mantenido un crecimiento
importante de esta actividad. La comunidad econémica europea es el mercado destino
mas importante de las exportaciones de huevo, en el cual se lleva a cabo 58% de las
mismas, siendo Alemania el principal importador, que durante el 2013 importé 373,000

toneladas, seguido por Holanda e Italia. La comercializacion de huevo en estos paises



mantiene implicitos beneficios de arancel cero que permiten un desplazamiento mas
eficiente y rentable de la produccion hacia el mercado destino; no obstante, medidas
restrictivas con enfoque a regular la produccion con un fundamento proteccionista de
maltrato animal han hecho que estos niveles de produccion y comercializacion se
retraigan de origen (SAGARPA, 2016).

Las aves son la especie que mas se cria en México; la produccion anual de huevo
es de 2, 637,581 toneladas por afio, con un valor econémico de 52,085 millones de pesos
(MDP), lo que la coloca como una de las actividades pecuarias mas importantes del pais,
ademas el huevo y la carne de pollo son la proteina de menor costo para la poblacion.
Debido al desabasto de alimentos la avicultura urbana es decir la cria domeéstica
tradicional de aves en el interior de las ciudades, estd siendo promovida con el fin de
producir alimentos (carne y huevos), destinados al autoconsumo, lo que beneficia la

seguridad alimentaria y economia familiar (SIAP, 2017; UNA, 2017).

1.1.3 Situacion actual de la avicultura en México y Aguascalientes
México ocupa el sexto lugar a nivel mundial como productor de huevo y el primer lugar en
consumo de este con 19.2 Kg por afio por persona. Cuenta con 196, 794,182 de cabezas
de ave para huevo y Aguascalientes tiene 718,000 cabezas de ave para huevo, que
equivale al 6.1% del total de cabezas nacional, produce 6,364 toneladas de huevo con un
valor de 132 MDP. Los sacrificios se llevan a cabo en rastros de tipo privado y Tipo
Inspeccién Federal (TIF) (SIAP, 2017).

Segun la Union Nacional de Avicultores (UNA) los principales insumos agricolas
consumidos por la avicultura son los granos forrajeros con 10 millones de toneladas,

seguidos de las pastas oleaginosas con 3.5 millones de toneladas.



1.2 AVES DE POSTURA

Las gallinas de postura (gallus gallus domesticus), son aves de la especie galliforme,
omnivora, con una ovoposicion continua. Son el resultado de un proceso de seleccion y
cruzamiento de cuatro generaciones: razas puras, abuelas progenitoras, reproductoras y
gallina de postura. La segunda o tercera generacién que llega al pais como pollo de un
dia o huevo fértil. Destaca que México no posee razas puras. Existen dos clases de
estirpes de gallinas para la produccion de huevo para consumo: ligeras o productoras de
huevo blanco, y semipesadas o productoras de huevo rojo. Dentro de cada estirpe existe
una gran variedad de lineas genéticas para la produccion (SIAP, 2017).

La pollita de un dia de nacida es alojada en casetas durante un periodo conocido
como crianza, que es el tiempo en el que llega a la madurez sexual (postura de huevo), el
cual se acelera mediante la exposicion a diferentes periodos de Iluz durante
aproximadamente 20 semanas, hasta que las gallinas rompen postura. Después son
cambiadas a casetas de postura. La produccion de huevo se realiza mediante dos
sistemas: postura en jaula, donde las gallinas son alojadas en estructuras tipo escalera
para evitar que las excretas caigan sobre las de abajo; y postura en piso, donde las aves
estan a nivel del suelo y tienen cajones donde realizan la ovoposicién (SAGARPA, 2016).

Las gallinas permanecen en postura de la semana 20 hasta la 80,
aproximadamente, llegando a su maxima produccion de la semana 31 a la 35. Algunas
unidades llevan a cabo la pelecha, que es la interrupcién de la postura para reanudarla
posteriormente (SIAP, 2017).

La alimentacion de las aves de postura se sustenta en los granos forrajeros y
dependiendo del nivel tecnificado alcanzado por las explotaciones, éste puede ser
proporcionado solamente quebrado y acondicionado con otras materias primas, o bien, a
través de alimentos balanceados elaborados en plantas propias o del tipo comercial

(SAGARPA, 2006).
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Los granos que consumen pocas veces pueden considerarse estériles, ya que en
ellos se encuentran asociaciones microbianas, estas dependeran del tipo de organismos
gue sean y de sus caracteristicas reproductivas, pueden provenir del suelo, aire o
instrumentos que entran en contacto con ellos. Su bajo contenido de agua y pH, los hace

susceptibles a la colonizacién principalmente por hongos (Sanchis et al, 2007).

1.3 HONGOS PRODUCTORES DE MICOTOXINAS

Los hongos se encuentran repartidos en tres reinos: Protozoa, Chromista y Fungi, este
ultimo se integra exclusivamente de hongos, cerca de 80,000 especies. El reino Fungi se
divide a su vez en Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota y Ascomycota, esta
dltima cuenta con méas de 30,000 especies en las que se encuentran los hongos
productores de micotoxinas causantes de intoxicaciones al ser consumidas en alimentos o

piensos (Cabafas et al. 2007).

1.3.1 Micotoxinas de importancia veterinaria

Las micotoxinas, del griego mikes (hongo) y toxina (veneno), son compuestos de bajo
peso molecular y con diversas estructuras quimicas que resultan del metabolismo
secundario de géneros fungicos (Tabla No. 1), tales como Aspergillus, Penicillium,
Claviceps y Fusarium (Cabafas et al., 2007; Dhanasekaran et al., 2009) sobre alimentos

destinados principalmente para consumo animal.
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Tabla 1. Principales géneros productores de micotoxinas.

Género Especies micotoxigenas
Penicillium 32
Aspergillus 15
Fusarium 12
Byssochlamys 2
Stachybotris 2
Trichoderma 2
Alternaria 1
Chaetomium 1
Paecilomyces 1
Rhizopus 1

Fuente: (Cabanas et al. 2007)

Dentro del grupo de las micotoxinas destacan: las aflatoxinas (AF), producidas por
Aspergillus Flavus, desoxinivalenol (DON) y zearalenona (ZEA) por Fusarium,
fumonisinas y la ocratoxina (OTA), que tienen gran impacto econémico en términos de su
alta prevalencia y efectos negativos significativos en el rendimiento animal (Hussain et al.,
2010; Li et al.,, 2014; Ji et al.,, 2016), por ser altamente carcindgenas y toxicas. La
presencia de micotoxinas en productos alimenticios destinados para consumo humano y
animal es un problema que se presenta en todo el mundo. La produccion avicola se ve
afectada por la presencia de estas en los alimentos de las aves (Celyk et al., 2003).

Se analiz6 el maiz de grano vendido y distribuido a través de puntos de venta al
mayoreo en Monterrey, México. De las muestras analizadas 41 tenian concentraciones de
aflatoxina B; (AFB;), de entre 5.0 y 465.3 pg/kg, y para AFG; de 1.6 a 57.1 ug / kg. De las
muestras el 87.8% estaban contaminadas con aflatoxinas y 58.6% presentaron niveles
por encima del limite legal de 20 ug / kg (Resnik et al., 1995).

Flores et al.,, (2006), publicaron un estudio en el que analizaron alimentos
balanceados y granos, empleados en la produccion de aves, cerdos y ganado en México

durante el afio 2003, los resultados arrojaron que el 57.0 % de las muestras analizadas
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presentaron alguna cantidad detectable de micotoxinas, de este porcentaje el 11.7%
presentd niveles por encima de los permitidos en las normas de regulacién como la
Norma Oficial Mexicana (NOM-247-SSA1-2008), emitida en 2008 establece que el limite
méaximo permisible de aflatoxinas en cereales es de 20 pg/kg sea para consumo humano
o de animales y arroja informacién sobre las especificaciones sanitarias de transporte y
almacenamiento de cereales indicando que el limite maximo de aflatoxinas en harina de
maiz nixtamalizado y masa para tortillas es de 12 pg/kg (Yuef et al. 2013).

La estrategia de manejo que ha mostrado ser efectiva en la reduccion de la
contaminacion de aflatoxinas en pre y post cosecha del maiz consiste en el uso de razas
atoxigénicas (que no producen toxinas) de A. flavus, mismas que por competencia por los
mismos sustratos para el crecimiento y desarrollo desplazan a las poblaciones de hongos

toxigénicos (De Luna et al. 2013; Yuef et al. 2013).

1.3.2 Biologia de Aspergillus seccion Flavi
Se conocen mas de 100 especies del género Aspergillus, 50 de ellas son capaces de
producir micotoxinas, que son metabolitos flungicos toxicos de estructuras diversas,
contaminantes comunes de los ingredientes de la alimentacion animal y humana (Juan et
al. 2007). Las de mayor relevancia en alimentos y piensos son las AFs, producidas por
principalmente por A. Flavi y también son producidas por A. parasiticus y A. nomius.
Dentro de la seccion Flavi se encuentran las especies: flavus, oryzae, psudotamarii
y tamarii, que son las principales especies productoras de micotoxinas (Banks, 1996). La
mayoria de las especies son hongos filamentosos sapréfitos que cumplen una funcién
esencial en la degradacion de la materia organica. Se encuentran en el suelo donde
sobreviven y se desarrollan especialmente en materia descompuesta. Es el género de los
mas abundantes en la naturaleza y se encuentra en cualquier ambiente; su reproduccion

es por conidios cuya germinacién da origen a las hifas. Dentro de los requerimientos para
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su crecimiento, estdn humedad relativa entre el 70 y 90 %, contenido de agua en la
semilla entre 15y 20% y un rango de temperatura amplio (0 a 45 °C), ademas es la mas
citada en estudios sobre la microbiota de los alimentos (Banks, 1996).

El agar Aspergillus flavus y parasiticus, es el medio de deteccibn mas rapido para
detectar hongos productores de aflatoxinas, produce colonias brillantes amarillo naranja

(Doyle et al. 2001).

1.3.3 Produccion de aflatoxinas

Las aflatoxinas son micotoxinas téxicas y carcinégenas producidas por hongos del género
Aspergillus principalmente, es decir metabolitos secundarios que preocupan a la salud
publica especialmente en areas donde los alimentos contaminados con AFB; son parte de
la dieta basica. La AFB, es la mas tdxica y carcinogénica de todas las aflatoxinas, no es
téxica por si sola, debido a que necesita la bioactivacion por enzimas del citocromo P450
para producir epdxidos. Las aves de corral, especialmente los pavos, son
extremadamente sensibles a los efectos téxicos de la AFB; (Rawal y Coulombe, 2011; Liu
et al. 2012; He et al. 2013; Gutleb et al. 2015).

Los efectos de las micotoxinas en las aves de corral dependen de la edad, el estado
fisiolégico y el estado nutricional de los animales en el momento de la exposicién ya que
el crecimiento del hongo puede ocurrir en varios puntos dentro de la producciéon y
distribucion de alimento (Dhanasekaran et al. 2009).

La colonizacién fungica y produccion de micotoxinas en un alimento se desarrolla en
una serie de fases 0 etapas como son la contaminacion del alimento, la germinacion de
las esporas fungicas, el crecimiento del micelio fungico, y finalmente la produccion y
acumulacién de las micotoxinas en el mismo substrato o alimento (Cabafas et al. 2007).

Dentro de las micotoxinas, las aflatoxinas son de importancia marcada y relevante

debido a su inmunotoxicidad que actla sobre células fagociticas y la inmunidad celular lo
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que puede reducir la capacidad de las aves para soportar el estrés. Este mal
funcionamiento puede reducir el tamafio del huevo y posiblemente la produccion de esté;
Son contaminantes naturales de diversos productos agricolas como el maiz. Estos
compuestos también se han encontrado en productos alimenticios y alimentos
fermentados por su alto contenido en nutrientes que promueven su sintesis. Su presencia
puede estar por encima de los niveles de las normas de regulacion establecidas por cada
pais (Dhanasekaran et al. 2009; Gacem y Ould El Hadj-Khelil, 2016).

Aspergillus flavus produce a las AFs, estas presentan una estructura basica formada
por un anillo dihidri-difurano o tetrahidro-difurano unido a una cumarina con un anillo de
cinco o seis atomos de carbono. Hay aproximadamente 20 diferentes tipos de AFs, las de
mayor importancia por su alto potencial cancerigeno, mutdgeno y teratégeno son: B;
(AFBy), Bz (AFBy), G1 (AFG,), G2 (AFG,), M1 (AFMy), M, (AFMy), Py (AFP4), Q. (AFQ,) y D
(AFD), (Yuef et al., 2013). La AFB; y la M; son especialmente carcinogénicas para el
hombre y por eso forman parte del grupo 1, segun la Agencia para la Investigacion del
cancer 1515. Se distinguen por el color fluorescente bajo iluminacién ultravioleta de onda
larga: B = azul, G = verde (Mclean y Dutton, 1995). La biosintesis de AFB; necesita varios
pasos y es modificada por la intervencion de varios factores ambientales (estrés,
deteccion del quorum y via de sefializacion de la proteina), sin dejar de lado factores que
regulan la transcripcién de unién. Los aminoacidos como el triptéfano inhiben la sintesis
de AFs mientras que la tirosina lo estimula. La presencia de los lipidos induce la
aflatoxiconogénesis.

Entre los factores organicos que afectan a la biosintesis, esta la presencia del
carbono y el nitrégeno. Ademas, los azlcares simples como la glucosa y la fructosa
favorecen esta biosintesis, mientras que en los casos de la sorbosa y la lactosa no se ha

registrado ninguna accion.
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En cuanto a los factores fisicos, la temperatura optima de biosintesis se encuentra
entre 28 y 35 °C. Por encima de este rango de temperatura, la biosintesis se inhibe
debido al ataque de los genes de transcripcion aflR y aflS, mientras que en condiciones
de poca humedad la produccién de las aflatoxinas es alta. La sintesis también esta
influenciada por lineas celulares y cambios en la morfologia de las células productoras. El
pH (0.87), para la biosintesis es alto en los medios acidos, mientras que se inhibe en

condiciones basicas (Juan et al. 2007).

1.3.4 Contaminacién de productos vegetales

Las aflatoxinas se han encontrado como contaminantes habituales en una gran cantidad
de productos agricolas, se ha confirmado su presencia en todo el mundo asi como en casi
todos los alimentos bésicos.

El maiz, las semillas de algodén y los cacahuetes (por ejemplo, el mani), se
consideran sustratos ricos en nutrientes para la colonizacion por hongos
aflatoxicogénicos, en especial en la India, América del Sur y el Oriente. Dentro de estos
productos estan: los cereales tropicales y subtropicales, la yuca, el pescado seco, el
arroz, las semillas oleaginosas, la semilla de algodén, el cacahuete, las nueces de Brasil y
los pistachos. En Estados Unidos dentro de los principales productos para consumo por
humanos (trigo, centeno, avena, maiz), la contaminacién con AFs de mayor impacto se da
en el maiz. Las AFs presentan cierta estabilidad al calor durante la elaboracion de
alimentos (hervir, esterilizar en autoclave, microondas). La coccion en microondas y
hornos no reduce la concentracion de AFs en productos contaminados destinados a la
alimentacién. El consumo de estas es muy bajo en los Estados Unidos y Europa
comparado con los paises en desarrollo (Fernandes et al. 2013).

El problema de las aflatoxinas es que son acumulativas es decir, una vez que

contaminan los granos o productos agricolas en el cultivo o ya que han sido almacenados,
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resisten el proceso de digestidn, el calor de la coccién o el congelamiento. Las aflatoxinas
se encuentran principalmente en productos agricolas como las materias primas para la
preparacion de alimentos balanceados para ganado principalmente en forma de
contaminantes (Fernandes et al. 2013).

Debido a que México es un gran productor agricola, la contaminacién con
aflatoxinas es relevante. En la actualidad, la reglamentacibn mexicana solo establece
limites para las aflatoxinas en cereales y productos de cereales. La informacion
epidemioldgica, es limitada, sin embargo se informa que un nimero elevado de muestras
presentan niveles que sobrepasan los limites establecidos en el extranjero, debido a esto
se han tomado medidas para reducir este problema en el pais, como el desarrollo del
maiz hibrido, el control de la poblacion de insectos, el uso de productos naturales y la
modificacion de los procedimientos de nixtamalizacion y extraccion.

Existen investigaciones importantes en esta area, sin embargo aln existe una gran
necesidad de datos para determinar la incidencia de micotoxinas en los productos
mexicanos (Garcia y Heredia, 2006).

En un estudio de 24 muestras de cerveza de Estados Unidos y México, sélo una
muestra de cerveza mexicana presentd aflatoxinas a una concentracién de 49 ng de

aflatoxina B, (Barceloux, 2008) .

1.3.5 Biotransformacién y eliminacion de las aflatoxinas
La biotransformacién describe las actividades hepaticas que transforman y eliminan a los
compuestos téxicos o biolégicamente activos, se lleva a cabo dentro del reticulo
endoplasmico liso, las mitocondrias y el citosol de los hepatocitos.

Existen las reacciones de fase | (no sintéticas), y de fase Il (sintéticas), las primeras
se llevan a cabo en el citosol, reticulo endoplasmico liso y mitocondrias, se efectlan por

medio de reacciones de oxidacién, reduccion e hidroliticas. Las de fase Il también
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llamadas de conjugacion se llevan a cabo en el citosol, unen sustancias con compuestos
de reactivos enddgenos: glucurénido, acido acético, sulfato y aminoacidos, estas
reacciones aumentan la solubilidad al agua de un compuesto y la polaridad. EI compuesto
se vuelve menos soluble en lipidos y no puede penetrar las membranas celulares, asi se
inactiva y elimina. Las células de Kupffer complementan la biotransformacién en los
hepatocitos (Banks, 1996).

La AFB; por su frecuencia y mayor concentracion que el resto de las AFs es
considerada la de mayor impacto, aunque esto varia de acuerdo a factores, como la cepa
fungica, sustrato de crecimiento y las condiciones del ambiente (Juan et al., 2007).

La biotransformacion asi como los mecanismos mutagénicos y cancerigenos de la
aflatoxina B (AFB), son conocidos. Es metabolizada por las isoenzimas del citocromo Pyso
(CYP4s0), @ su intermediario reactivo AFB; 8,9 exo o endo-epdxido (AFBO), y otros
metabolitos oxidados, incluyendo las formas hidrolizadas: AFM,;, AFQ; y la forma O-
desmetilada, la aflatoxina P, (AFP). En especies como los conejos, truchas y pollos, hay
reduccién a aflatoxicol aunque este no es un metabolito principal ya que rapidamente se
oxida a AFB. El AFB; 8,9 exo-epoxido es bioactivado por epoxidacion del doble enlace del
anillo furano terminal, generando el intermediario electrofilico AFB; 8,9 epoxido, un
estereoisomero que existe tanto en las conformaciones exo como endo. AFB;-endo-
epoxido es débilmente mutagénico contario al AFB;-exo-epdxido que es capaz de alquilar
acidos nucleicos y proteinas (Bedard y Massey, 2006). La AFM, AFP y AFQ son
potencialmente toxicas y carcinogénicas aunque en menor grado que la AFB y su
formacion se considera una via de desintoxicacién, sin embargo la AFM conserva cierto
potencial carcinogénico y es un metabolito in vitro relevante de la AFB en el higado
humano. Las enzimas CYP, que estan involucradas de manera fundamental en la
oxidacion de la AFB son CYP14 Y CYP3as. El CYP1a; S€ expresa principalmente en tejido

extra hepético; puede ser inducido en el higado y forma AFM. Datos cinéticos de
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laboratorio demostraron que en concentraciones bajas de AFB que asemejan
exposiciones humanas (<1 uM), el CYP14, humano es muy efectivo en la bioactivacion de
la AFB vy, por lo tanto, se concluy6 que el CYP es el principal implicado en la activacién de
AFB a AFBO in vivo (Gross-Steinmeyer and Eaton 2012).

El AFB; 8,9 exo-epoxido es altamente reactivo y puede unirse por enlaces
covalentes a macromoléculas celulares, este forma aductos de larga duracién con la lisina
la albumina sérica y aductos promutagénicos con el &cido desoxirribonucleico (ADN) (Dai
et al. 2017).

El cambio principal en el ADN es el aducto AFB-N’-guanina, que es quimicamente
inestable y se excreta rapidamente via urinaria seguida de la depuracion. Otra via que
puede seguir el aducto de AFB-N’-guanina, es reorganizarse en una estructura estable de
formamidopiramidina de anillo abierto (Fetaih et al., 2014), se puede convertir en un
aducto AFB1-formamidopirimidina (AFB;-FABY), que puede conducir a mutaciones de
transversion de guanina (G) a timina (T). Ademas, estos aductos pueden dar como
resultado una mutacion de arginina a serina en el codon 249 del gen supresor tumoral
p53, anulando la funcién del gen supresor tumoral (Uribe-Yunda y Navas 2012; Yang et
al. 2016; Dai et al., 2017). Ambos aductos de AFB-ADN, si no son eliminados por las
enzimas de reparacion del ADN, tienen el potencial de convertirse en alteraciones
sométicas si estan localizados en regiones de ADN transcripcionalmente activas. Se
destaca que la capacidad carcinogénica y mutagénica estan determinadas por AFB;-
FABY, la que causa errores en las transcripciones del ADN. Los resultados de un estudio
realizado por De Pefia, (2007), ilustran que la poblacién mexicana esta consumiendo
alimentos con bajas concentraciones de AFB;, resultados obtenidos por medio de
marcadores.

El aducto de ADN formado, AFB-N’-guanina, es eliminado por orina y se usa como

biomarcador. La unién del epoxido a las proteinas es responsable de su toxicidad y
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origina la eliminacion de un aducto, AFB;-lisina, que se emplea como biomarcador en
suero (Wang y Groopman, 1999; Bedard y Massey, 2006; Juan et al. 2007; Gross-
Steinmeyer y Eaton, 2012; Monson et al. 2015). Lu et al., (2013), reportaron que la
alteracion en la via de sefializacion del gen p53 inducida por el dafio oxidativo es el paso
definitivo para que se presentara la hepatotoxicidad aguda inducida por AFB;, ademas los
genes y metabolitos afectados en el higado de rata o suero sirvieron como biomarcadores
potenciales para detectar la hepatotoxicidad aguda inducida por AFB;.

La AFB; es absorbida en el intestino delgado y transportada por los glébulos rojos y
las proteinas plasmaticas hasta el higado, mayoritariamente por via portal, entra en la
célula y es metabolizada en el reticulo endoplasmatico para ser hidroxilada y
transformarse en varios compuestos como los anteriormente mencionados y otros, lo que

se esquematiza en la Figura 2.
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Figura 2. Biotransformacion y eliminacion de la aflatoxina B;. Tomada de Cortez et al. 2009.
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1.4 MECANISMOS PATOGENICOS INDUCIDOS POR LAS AFLATOXINAS (ESTRES
OXIDATIVO)

Las reacciones de biotransformacion y eliminacion de AFB; antes descritas son
favorecidas y a su vez favorecen el proceso de estrés oxidativo, en el que intervienen
especies quimicas con uno o mas electrones desapareados o libres en su orbital exterior
llamadas radicales libres (RL), debido a su inestabilidad y reactividad, tienen la capacidad
de reaccionar con moléculas cercanas para oxidarlas; la oxidacion sucede cuando hay la
pérdida de electrones, captacion de oxigeno o deshidrogenacién (cesion de hidrégeno), lo
que genera mas radicales libres y si este proceso no es blogueado por sustancias
antioxidantes causa dafio celular (Avello y Suwalsky, 2006; Bernabucci et al. 2011;
Hernandez-Rodriguez et al. 2014; Mishra et al. 2014). El proceso de oxidacion genera
otro de reduccién y en unién se les conoce como reacciones de Oxido-reduccion o
reacciones redox. El estrés oxidativo se genera cuando existe un desequilibrio entre los
oxidantes y los antioxidantes, es decir los antioxidantes son superados en cantidad por los
RL (Delgado et al. 2010; Samet y Wages, 2018). La induccién de estrés oxidativo es
caracteristico de la toxicidad, y la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), es
una consecuencia natural de la biotransformacion xenobiotica (Bernhard et al. 2018).

Los RL son productos de varias rutas metabdlicas de las células, el oxigeno es de
vital importancia en los procesos aerobios, por lo anterior los RL con centro de oxigeno
son los mas abundantes. Estos son precursores de las reacciones metabdlicas que por
naturaleza se llevan en el organismo y se ven aumentados por factores exdgenos.

A este grupo pertenecen el anion superoéxido, el radical hidroxilo y los RL provenientes de
compuestos organicos: peroxilo y alcoxilo; los compuestos reactivos tales como el

peroxido de hidrégeno y el oxigeno singlete también entran en este grupo. Es por eso que
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se opta por usar la clasificacion general de ERO para incorporar a aquellas especies
quimicas que se comportan como oxidantes (peréxido de hidrogeno, acido hipocloroso,
hidroperéxidos y metabolitos epoxido) (Wittwer, Chihuailaf y Contreras, 2002), que no son
RL, siendo los epoOxidos los productos dafinos obtenidos del proceso de
biotransformacion de las AF.

Tiene la capacidad de interactiar con el ADN y conducir a mutaciones. La AFB;
también induce apoptosis en los hepatocitos humanos (Rotimi et al. 2017). EI AFBO al ser
un metabolito altamente reactivo y que puede unirse a las macromoléculas celulares
como las guaninas de ADN para formar aductos y causar hepatotoxicidad sumado al
estrés oxidativo se convierte en un mecanismo critico que contribuye a la iniciaciéon y
progresion del dafio hepético en la hepatotoxicidad inducida por AFB; (Lu et al. 2013). Se
ha comprobado que las ERO estan relacionadas directamente en la oxidacion de
proteinas, lipidos y ADN, las mas abundantes son el H,O, y el OH mientras que el
complejo mitocondrial 1 y CYPys, se ven involucrados en la generacion de estos. El estrés
oxidativo también ha sido asociado a la inmunotoxicidades inducida por la AFB; vy
fumonisina B; (Mary et al. 2012).

Los macréfagos se valen de este mecanismo para combatir microorganismos con la
explosién oxidativa de ERO. Los peroxisomas producen H,O, durante la degradacién de
los acidos grasos, los primeros se degradan la mayoria en agua por la catalasa, sin
embargo unos cuantos pueden escapar a la célula. El dafio generado por estos
dependera del sitio donde reaccionen, si ocurre en la proximidad de las membranas
sucedera lipoperoxidacion pero si es cerca del ADN las bases serdn modificadas o la
cadena se rompera (Zafarullah et al. 2003; Maxie, 2015).

Las ERO pueden modificar o dafiar macromoléculas en las células incluyendo la
oxidacion y peroxidacion de ADN, proteinas y lipidos, los dafios inducidos por los RL se

muestran en el Tabla No 2.
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Tabla 2. Alteraciones causadas a las macromoléculas por los RL.

Compuestos Alteracion

Lipidos Oxidacion de los &cidos  grasos
polinsaturados de las membranas vy
organulos de las células.

Proteinas Inactivacion de las enzimas por oxidacion
de los grupos sulfhidrilo. Lo mismo ocurre
en las proteinas estructurales.

Carbohidratos Despolimerizacion de polisacaridos.

Acidos nucleicos Hidroxilacion de bases, entrecruzamientos
y rotura de las bandas del ADN, lo que
causa mutaciones e inhibicion de la
sintesis de proteinas.

Tomada de Zentella et al. (1994)

La serie de eventos causada por el estrés oxidativo conduce a la alteracion de la
expresion génica, baja regulacion del sistema de defensa antioxidante y causa toxicidad
quimica, ademas hay agotamiento de glutation, falla en la homeostasis de calcio,
estimulacion de la expresién de oncogenes e inhibicion de genes supresores de tumores.
Esta serie de eventos conduce a la expresion génica alterada y a la baja regulacién del
sistema de defensa antioxidante y causa toxicidad quimica. causa toxicidad quimica
(Bagchi et al. 2012).

La oxidacion de los lipidos como sucede en la biotransformacion de las AFs impacta
de manera directa en las estructuras que son abundantes en estos compuestos, como lo
son las membranas celulares y las lipoproteinas, al dafarse las primeras se altera la
permeabilidad y como consecuencia de esto hay edema y la muerte. Si los antioxidantes
se ven disminuidos la peroxidacién lipidica aumenta y los epdxidos reaccionaran con
estructuras como el ADN, ARN vy las proteinas. Los epdxidos son compuestos ciclicos
formados de un atomo de oxigeno unido a dos atomos de carbono, unidos entre si
mediante un enlace covalente; este proceso de peroxidacién conduce a citotoxicidad
(toxicidad celular), alergia, mutagenicidad y carcinogenicidad, dependiendo de las

propiedades del epoxido (Bedard y Massey, 2006, Manahan, 2007).
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En cuanto a la oxidacion de proteinas al estar estas, formadas por cadenas de
aminoacidos, los RL alteran su estructura mediante diversas reacciones como dafio a los
enlaces insaturados, rotura de la cadena de polipéptidos, hidroxilacion de anillos
aromaticos, oxidacién de grupos sulfhidrilo (-SH) y otros mas, que se reflejan en la
pérdida de la funcionalidad en el caso de las enzimas. Las hemoproteinas como la
hemoglobina el radical O, o el H,O, reaccionan con el fierro (FE?"), del grupo hemo para
formar metahemoglobina producto de oxidacion; el radical (O,) inhibe a la catalasa y el
H,0, a la superéxido dismutasa (Holgado et al. 1994; Lushchak, 2007). En las proteinas
al ser expuestas a radiaciones ionizantes experimentalmente, las cadenas laterales de
aminoacidos se oxidan, en especial los residuos de cisteina y metionina, que son
altamente sensibles a ser oxidados por las ERO y ERN; la oxidacién de cisteina permite la
reversibilidad de mezclas de disulfuros por la reaccion con grupos tiol (-SH) de las
proteinas y los tioles como el GSH (Berlett y Stadtman, 1997; Stadtman y Levine, 2003).
Al alterarse el equilibrio tiol/disulfuro disminuye diversos efectos biolégicos como
alteraciones en la cinética de algunas enzimas (Andreu et al., 2012; Nagy, 2013).

Chen et al. (2016), realizaron un estudio con 200 pollitos machos de un dia se
dividieron aleatoriamente en 4 grupos iguales de 50 cada uno y se alimentaron durante 21
dias con 0.15, 0.3 y 0.6 mg de AFB,/kg en la dieta y demostraron que las dietas indujeron
estrés oxidativo, debido a las reduccion en la actividad de la glutation peroxidasa, la
glutation reductasa y la catalasa, la disminucién del contenido de glutation y hubo un
aumento en el contenido de malondialdehido.

Lo anterior puede darse de forma aguda o crénica, dependiendo del tipo de
aflatoxicosis que se trate al ser aguda los signos pueden ser: anorexia, depresion,
ictericia, diarrea y fotosensibilizacion, hasta la muerte en animales el periodo puede variar
entre 12 y 27 dias tras el consumo del alimento contaminado. La exposicion crénica a la

AFB; es la mas frecuente, los signos en animales no son muy especificos, los reportados
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son: reduccién en la ganancia de peso, menor indice de conversion alimenticia,
disminucion de produccién de huevos y leche e inmunodepresién (Juan et al. 2007).

El estrés oxidativo tiene la capacidad de activar diferentes factores de transcripcion
como el NF-kB, AP-1, p53, HIF-1a, PPAR-y, B catenina / Wnt y Nrf2. La activacién de
estos factores de transcripcion conduce a la expresion de mas de 500 genes diferentes,
como los de factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias, quimiocinas, moléculas

reguladoras del ciclo celular y moléculas antiinflamatorias (Reuter et al. 2010).

1.5 HIGADO

El sistema hepatobiliar en las gallinas consiste en el higado, la vesicula biliar y los
conductos biliares. El higado presenta dos |6bulos, derecho e izquierdo. La parte anterior
de cada l6bulo rodea el apice del corazén. El l6bulo izquierdo en pollos y pavos se
subdivide en una parte lateral y una parte medial. El I6bulo derecho se conecta con una
rama de la vesicula biliar, en aquellas especies de aves que tienen una vesicula biliar, en
su superficie dorsal, y este l6bulo esta perforado por la vena cava caudal. Existen
variaciones en la forma del higado entre diferentes especies de aves.

La superficie externa del higado esta compuesta por una capa delgada de tejido
conectivo denso denominada cépsula del higado que estd cubierta por una capa
peritoneal de células mesoteliales aplanadas. El higado aviar carece de la verdadera
estructura lobular del higado de los mamiferos porque carece de tabiques interlobulares.
Los hepatocitos estan dispuestos en laminas que tienen dos células de espesor en
muchas especies de aves, incluidos los pollos y los pavos.

Los canaliculos biliares se localizan entre los hepatocitos adyacentes, la parte biliar
de los hepatocitos. Entre las laminas hepéticas estan los sinusoides, la parte vascular de
los hepatocitos. En las secciones histolégicas, el higado aviar aparece como una masa de

laminas de hepatocitos entre los que se encuentran los sinusoides.
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Las zonas de hepatocitos se reconocen, siendo la zona 1 la mas cercana al tracto
portal, la zona 3 la més cercana a la vénula hepatica terminal y la zona 2 entre las zonas
1y 3. El concepto clasico de l6bulo hepatico de histologia hepatica coloca la vena central
(vénula hepatica terminal) en el centro con las laminas hepéticas irradiando a las zonas
portales. EI modelo de I6bulo es la base de los términos centrilobular y periportal (Scanes,

2015; Abdul-Aziz, Fletcher, y Barnes, 2016). La figura 3 muestra las partes mas

representativas del higado aviar.

Figura 3. Higado, histologia normal. A. La flecha sefiala a un sinusoide hepético. El circulo
encierra la organizacion caracteristica de los hepatocitos aviares alrededor de un canaliculo biliar
(asterisco). B. Dentro del cuadro se observa al centro el ndcleo redondo de un hepatocito y dentro

de él se observa el nucléolo. C. Se observa resaltada en azul, la tipica organizacion en sabanas de
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los hepatocitos aviares. D. Espacio porta o triada portal. El cuadrado amarillo contiene al conducto
biliar. El circulo sefiala a la vena hepdatica y la flecha sefiala a la arteria hepatica. Adaptada de

(Abdul-Aziz, Fletcher, and Barnes 2016).

Los hepatocitos sintetizan sustancias como: albimina, fibrinégeno, globulinas beta y
alfa, lipoproteinas y colesterol. El glucégeno se sintetiza a partir de glucosa
(glucogénesis), y se almacena en estos; la glucosa de estas reservas (glucogendlisis), es
liberada conforme la demanda somatica. Los lipidos y las vitaminas A, D, Ky del complejo
B se almacenan y liberan de manera similar (Banks, 1996).

El higado desempefia un papel central en el procesamiento de carbohidratos,
lipidos, aminoacidos y vitaminas de la dieta; en la sintesis y recambio de la mayoria de las
proteinas plasmaticas; en la desintoxicacion y excrecién biliar de residuos endbgenos y
compuestos xenobiéticos, también funciona como un 6rgano importante del sistema
inmunitario innato, integrado en el complejo sistema de defensa contra macromoléculas
extrafias. Como los trastornos hepéticos que tienen consecuencias de gran alcance, dada
la dependencia de otros érganos de la funcion metabdlica del higado (Maxie, 2015).

Los compuestos toxicos o biolégicamente activos, se pueden producir en el
organismo, ser inyectados o absorbidos por él. Algunos al ser procesados por el higado
pueden cambiar su toxicidad, reducir su actividad para facilitar su eliminacién; sin
embargo algunos pueden volverse mas toxicos después de ser metabolizados (Banks,

1996; Scanes, 2015), como el caso de la AFB.

1.6 RINONES

El sistema urinario esta formado por los rifiones y los uréteres, ambos en par. Los rifilones
se encuentran a ambos lados de la columna vertebral y estan incrustados en el sinsacrum
fusionado (fosa renal). Los uréteres desembocan en la cloaca. Cada rifion tiene tres

divisiones: craneal (anterior), media; y caudal (posterior). Los limites entre estas
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divisiones no siempre se pueden diferenciar. La superficie exterior de las divisiones no es
lisa sino que tiene pequefias proyecciones, que representan los l6ébulos renales. Los
I6bulos renales, son la unidad arquitecténica de cada division, por lo que también se
denominan unidades renales.

Numerosos lébulos se distribuyen por todo el rifion. Un grupo de Iébulos que drenan
en la misma rama secundaria de un uréter se llama I6bulo. Cada I6bulo tiene una regién
cortical amplia y una regiébn medular estrecha en forma de cono (cono medular). La
distincion entre corteza y médula no esta bien definida en las aves en comparacion con la
clara distincion en los mamiferos. El nimero de regiones o piramides medulares varia
entre las especies y es mayor en las especies aviares acuaticas.

El area cortical de cada I6bulo estd compuesta por las nefronas que son muy
compactas, los vasos sanguineos, los tubulos de recoleccién inicial y pequefnas
cantidades de tejido conjuntivo intersticial.

Cada nefrona esta integrada por el glomérulo (corpusculo renal), el tabulo
contorneado proximal y el tibulo contorneado distal. Las nefronas en el rindn aviar son de
dos tipos: con y sin asa de Henle. Las nefronas sin asa pertenecen al tipo reptiliano y
constituyen el 70% o mas de las nefronas. Las nefronas con asas de Henle son iguales a
las que se encuentran en los mamiferos con la misma capacidad de concentrar la orina de
flujo contra corriente hacia los tubulos colectores y los conductos colectores en los conos
medulares. La sangre que alimenta los tubulos de las nefronas, los tubulos y conductos
colectores y el tejido intersticial proviene de las arteriolas eferentes y del sistema renal
central. Este doble suministro de sangre garantiza que el dafio glomerular no cause dafio
a los componentes tubulares de las nefronas.

Los glomérulos de las nefronas del tipo de los reptiles son mas pequefios con
menos células mesangiales que los glomérulos de las nefronas del tipo de los mamiferos

y estan localizados mas superficialmente en los I6bulos, ambos estan formados por

29



células de soporte llamadas mesangio, asas capilares y epitelio visceral y parietal. Entre
las capas visceral y parietal de la cdpsula se encuentra el espacio capsular (espacio de
Bowman). La superficie de los glomérulos (capa visceral) esta cubierta por una sola capa
de células irregulares, de forma casi cuboidal, que contiene nucleos grandes. El epitelio
parietal de los glomérulos generalmente es escamoso. El epitelio de los tubulos
proximales es mas alto que el de los tubulos distales y tienen un borde de cepillo que es
positivo a la tincion de &cido peryddico de Schiff (PAS), con facilidad es afectado por
enfermedades y sustancias toxicas, constituye un importante componente de resorcion y
secrecion de la nefrona. Los tubulos distales tienen un epitelio cuboidal aplanado sin
borde de cepillo.

Existe también el aparato yuxtaglomerular (AJG), que es una region especializada
donde la arteriola aferente esta en contacto con el tubulo contorneado distal de esa
nefrona. El AJG incluye la macula densa, la region de células epiteliales alargadas o mas
grandes en esta zona de contacto de los tubulos contorneados distales, se cree que el
AJG regula las tasas de filtracion glomerular (Banks, 1996; Scanes, 2015; Abdul-Aziz,

Fletcher, y Barnes 2016). En la figura 4 se resaltan los componentes del rifion.
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Figura 4. Rifi6n, histologia normal. A: Corpusculo renal; B, C: Tubulo proximal; D: Segmento
delgado del asa de Henle; E: Tudbulo distal; F: Tubulo distal; G: Tubulo colector. (Fuente:
https://mmegias.webs.uvigo.es/).

El rifién es el 6rgano central involucrado en el mantenimiento de un ambiente
extracelular constante en el cuerpo. Las funciones homeostaticas vitales realizadas por el
rifion incluyen la excrecion de productos de desecho, el mantenimiento de
concentraciones normales de sal y agua en el cuerpo, la regulacion del equilibrio acido-
base, la produccion de una variedad de hormonas (eritropoyetina, renina,
prostaglandinas), y el metabolismo de de la vitamina D a su forma activa, 1,25

dihidroxicolecalciferol (1,25 (OH) ,D3) (Banks, 1996; Maxie, 2015).

1.7 CAMBIOS ANATOMOPATOLOGICOS CAUSADOS POR LAS AFLATOXINAS
Las aflatoxinas al ser metabolizadas en el higado, reaccionan formando epoxidos los que
dan lugar a lesiones en 6rganos diana como: el propio higado, el rifién, el bazo, el timo y

la bolsa de Fabricio.
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La exposicion prolongada a pequefias dosis de estds ocasiona tasas de crecimiento
reducidas, hepatomegalia moderada y palidez sin signologia hepéatica significativa. Incluso
en condiciones experimentales, algunos individuos pueden mostrar lesiones leves en el
higado, mientras que otros individuos, bajo los mismos niveles de exposicion, mueren por

insuficiencia hepética (Chen et al. 2013; Maxie, 2015).

1.7.1 Lesiones macroscopicas

El higado puede presentar atrofia, particularmente en animales jévenes, presumiblemente
por la inhibicibn mitdética o bien aumento de tamafio (hepatomegalia), palidez,
hemorragias, principalmente sufusiones, los higados pueden estar friables (Monson et al.

2015; Fan et al. 2015, Maxie, 2015; Hussain et al. 2016).

1.7.2 Lesiones microscoépicas
Las ERO contribuyen como mediadores primarios de lesion causadas por procesos
isquémicos, téxicos y reacciones antigeno-anticuerpo.

La lipoperoxidacion producida por las ERO afecta a las membranas y organelos de
las células renales y en especial del tubulo proximal con lo que dafian su integridad y la
produccion de energia; se dafia el transporte de sustancias y iones a través de las células
tubulares. También producen dafio microvascular el que es mediado por sustancia pro-
inflamatorias como las citosinas (Castillo et al. 2003). La activaciébn de estas activan
procesos de sefializacion celular que inducen y propagan el dafio renal, lo anterior puede
verse en la aparicion de patologias renales como la glomerulonefritis, nefritis intersticial,
falla renal crénica, proteinuria y uremia (Galle, 2001; Pham-Huy, 2008).

Los hepatocitos lesionados pueden liberar cuerpos apoptoticos y en seguida activar
a las células Kupffer, que al activarse promueven la respuesta inflamatoria y en ocasiones

fibrogénicas, lo que lleva a un ciclo repetitivo de lesion hepatica.
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Los desencadenantes de la inflamacion son amplios e incluyen infecciones
microbianas y virales; exposicion a alérgenos, radiacion y quimicos toxicos; enfermedades
autoinmunes y croénicas; obesidad; consumo de alcohol; el consumo de tabaco; y una
dieta alta en calorias. Existen dos etapas de inflamacion, inflamaciéon aguda y crénica. La
inflamacién aguda es una etapa inicial de la inflamacién (inmunidad innata), que se media
a través de la activacién del sistema inmunoldgico. Este tipo de inflamacion persiste solo
por un corto tiempo y generalmente beneficencia al hospedero. Si la inflamacion dura méas
tiempo, la segunda etapa de la inflamacién, o inflamacion crénica, se establece y puede
predisponer al huésped a varias enfermedades crénicas, incluido el cancer (Reuter et al.
2010).

Durante la inflamacién, las células del sistema inmunitario, entre las que se
encuentran los mastocitos y los leucocitos, se reclutan en el lugar de la lesion, lo que
conduce a una exacerbacién de la respiraciéon celular debido al aumento del consumo de
oxigeno que causa un aumento en la liberacion y acumulacion de ROS en el sitio del
dafio. La activacion de las células estrelladas estimula la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, causando una inflamacién que inicia la fibrogénesis, la apoptosis y la
necrosis de hepatocitos. Ademas, esta inflamacion hepatica favorece el reclutamiento de
células inmunitarias e inflamatorias (De Andrade et al. 2015)

Una vez que las reacciones de biotransformacion suceden en el higado y si el
aporte de AFB persiste, este puede verse lesionado por una infiltracion de lipidos que si
no se revierte causara necrosis hepatica, esto como resultado de un transporte de lipidos
alterado en lugar de un aumento de la biosintesis de estos, en ese sentido, el dafio a las
mitocondrias observado con frecuencia en las células tratadas con AFB puede resultar en
una disminucion de la oxidacion por estos organelos, con una acumulacién de lipidos en
el higado (Fan et al. 2015; Juan et al. 2007 Mclean y Dutton, 1995), debido a la induccion

de la peroxidacion lipidica el dafio oxidativo a los hepatocitos es directo y puede inhibir la
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actividad de la fosfodiesterasa nucleétido ciclico en el cerebro, higado, corazén y tejidos
renales. Las aves son mas sensibles que los mamiferos (Juan et al. 2007).

Histolégicamente, los higados afectados muestran correlacién con los cambios
macroscopicos observados y se presenta un aumento evidente en el tamafio de algunos
hepatocitos y sus nucleos (megalocitosis), proliferacion de conductos biliares y fibrosis
periportal. EI cambio graso en el higado afectado es variable en grado y distribucién, es
decir puede encontrarse esteatosis de micro o macrovesicular, puede estar acompafnado
o no de necrosis centrilobulillar o difusa de este 6érgano, asi como hemorragias (Ortatatli et
al. 2005; Magnoli et al. 2011; Ma et al. 2012; Monson et al. 2015; Maxie, 2015) .

Ocasionalmente hay acumulacion de pigmentos biliares en canaliculos y hepatocitos
cuando el dafio es severo. A mayores dosis de aflatoxina, la mayoria de los hepatocitos
periacinares desaparecen y son reemplazados por células inflamatorias, fibroblastos y
canales vasculares primitivos (Magnoli et al. 2012).

Los cambios producidos se asemejan a los de la intoxicacién con el compuesto
alcaloide pirrolizidina. Esto puede atribuirse al hecho de que las AF y los alcaloides como
la pirrolizidina inhiben la regeneracién hepatocelular de tal manera que se forman
nédulos, a medida que el higado se atrofia. Se puede observar megalocitosis discreta en
el epitelio tubular proximal del riidén (Dhanasekaran et al. 2009; Maxie, 2015).

También se ha reportado congestion de los sinusoides tubulares, engrosamiento de
la membrana basal de los glomérulos, desarrollo inadecuado de las estructuras del
epitelio glomerular y cambios degenerativos en las células del tabulo proximal, dilatacion
de los tubulos, degeneracion de las células epiteliales tubulares renales, dafio y pérdida
del borde de cepillo, vacuolizacion de células plasméaticas, desprendimiento de tejido
necrético de los tubulos, formaciéon de desechos tubulares y acumulaciones de infiltrado

inflamatorio intersticial (Martinez de Anda et al., 2010; Ma et al., 2012).
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1.8 METODOS DE CONTROL DE LA AFLATOXICOSIS

El impacto negativo de las aflatoxinas sobre la salud ha llevado al estudio de estrategias
preventivas en la formacién de toxinas en los alimentos, asi como a eliminar, inactivar o
reducir la biodisponibilidad de toxinas en productos contaminados. La contaminacion
puede prevenirse mediante buenas practicas agricolas, antifungicidas, ingenieria genética
y control de las condiciones de almacenamiento (Razzaghi-Abyaneh, 2013).

La biodisponibilidad puede reducirse mediante la entero absorcion, que se realiza
afadiendo a la dieta compuestos adsorbentes inertes desde el punto de vista nutricional.
Estos compuestos son secuestrantes de micotoxinas y evitan que la toxina se absorba en
el tracto gastrointestinal de los animales, haciendo imposible su distribucién a los 6rganos
diana. Este método tiene un uso practico limitado, debido a la seguridad de los agentes
adsorbentes utilizados, y la dificultad en su aplicacién a los alimentos humanos.

La eliminaciébn o inactivacién, es decir, la descontaminacién, se puede lograr
mediante métodos fisicos, quimicos y biolégicos, los que deben presentar las siguientes
caracteristicas: inactivacion completa, destruccion o eliminacién de la toxina, la no
produccion de residuos toxicos o que quede algun resto de ellos, el valor nutricional y
palatabilidad de los alimentos no debe verse afectada, deben destruir las esporas de
hongos y micelios para evitar la produccion o reaparicion de la toxina, no alterar
significativamente las propiedades fisicas del alimento, ser de uso facil y de bajo costo

(Juan et al., 2007; Fernandes et al., 2013).

1.8.1 Métodos fisicos
Los métodos de descontaminacién basados en procesos fisicos se clasifican en:

extraccion con disolventes, uso de adsorbentes, inactivacion con calor y por irradiacion.
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Los primeros se usaban en el pasado en alimentos con mezclas de 95% etanol,
90% de acetona, 80% isopropanol o con el uso de hexano-metanol, entre otros. Sin
embargo su uso se restringié debido a su alto costo y a su toxicidad.

Los adsorbentes en la alimentacion de animales, han resultado como una opcion
gue permanece vigente, debido a que provocan reacciones de aglutinacion en el sistema
digestivo entre las arcillas y las aflatoxinas, lo que disminuye la biodisponibilidad y
toxicidad y evita la concentracion de aflatoxina M; en vacas y cabras lactantes. Ejemplo de
estos son los aluminosilicatos de calcio y sodio hidratados (HSCAS).

Los niveles de temperatura capaces de descomponer a las micotoxinas van de los
237°C a los 306°C. Sin embargo hay que tener en consideracion que no soélo los niveles
altos de temperatura son importantes si no que también deben considerarse factores
como la humedad y el pH.

La radiacion que se utiliza puede ser idnica (rayos X, y y UV), o no idnica (ondas de
radios, microondas, infrarrojas y luz visible), aunque los primeros son los mas empleados
en la inactivacion de aflatoxinas. La luz UV, fotodegrada las aflatoxinas hasta en 12
productos menos toxicos que estas; los rayos y son efectivos de 75% hasta 100% sin
embargo dosis altas alteran la composicion de los alimentos por ejemplo los cacahuates.
Por dltimo la radiacion solar ha mostrado eficacia de un 16% a un 99% en la destruccion
de aflatoxinas. En todos los casos los alimentos contaminados naturalmente presentan
mayor resistencia a estos métodos que los artificialmente contaminados (Juan et al. 2007,

Bovo et al. 2016).

1.8.2 Métodos quimicos
Dentro de estos métodos destaca la amoniacion que se aplica a alimentos para consumo
animal. Este ha sido ampliamente estudiado y muestra alta eficacia e inocuidad; ha sido

empleado en paises como Estados Unidos, Francia, Brasil, México, entre otros; y en
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alimentos como el maiz, el cacahuate, las semillas de algoddén y las harinas, lo han
acompafiado de alta presidn/alta temperatura y presion atmosférica/temperatura
ambiente. Algunos otros métodos estudiados y que son prometedores para el control de
aflatoxinas son el uso de cloruro sddico durante el tratamiento térmico, el bisulfito sédico a
diversas temperaturas, la ozonizacion y el uso del acido propiénico y sus sales. La
nixtamalizacién reduce hasta en un 90% las aflatoxinas, la que es la mas recomendada
adicionando el uso de altas temperaturas (Juan et al. 2007).

Sin embargo ambos métodos fisicos y quimicos presentan desventajas debido a
que ninguno de los dos logra una remocion eficiente de las aflatoxinas, algunos tienen
altos costos o al ser empleados en los productos alteran su composicion (Fernandes et al.

2013).

1.8.3 Métodos biolégicos

La base de los métodos hioldgicos es la accién de microorganismos sobre las
micotoxinas, los que pueden ser levaduras, hongos filamentosos, bacterias, algas, entre
otros. EI mecanismo de accién se basa en la competencia por nutrientes y espacio,
interacciones y antibiosis, asi como otros mecanismos. Estos métodos son prometedores,
ya que muestran ser eficientes, especificos, costo/beneficio y amigables con el medio
ambiente (Fernandes et al. 2013). Diversos estudios que se han llevado a cabo para
comprobar la eficacia de microorganismos para degradar las aflatoxinas, como
Flavobacterium aurantiacum B-184 que permite la degradacion irreversible de micotoxinas
en diversos alimentos (Juan et al. 2007).

Las bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras como Saccharomyces cerevisiae son
las més estudiadas y muestran resultados prometedores (Fernandes et al. 2013; Hathout

y Aly, 2014; Fan et al. 2015; Kim et al. 2017).
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1.8.4 Quimioprevencion y antioxidantes
La quimioprevencion es una estrategia prometedora para prevenir el cancer, se define
como el uso de sustancias naturales o sintéticas o su combinacién para bloquear, revertir
o retardar el proceso de mdltiples etapas de la carcinogénesis. El estrés oxidativo y el
dafio inflamatorio del tejido se han asociado estrechamente con la carcinogénesis
(Coulombe et al. 2005; Prawan, Kundu y Surh, 2005). Desde su descubrimiento se han
encontrado e identificado un gran ndmero de compuestos que pueden ejercer efectos
guimiopreventivos, como: compuestos sintéticos y sustancias quimicas naturales que se
encuentran en la dieta. Los estudios de modelos animales realizados en el pasado dieron
a conocer que los constituyentes de la dieta, no solo aportaban nutrientes, si no que
podian afectar profundamente la aparicion de cancer en los animales. Los agentes
quimiopreventivos se clasifican en dos grupos: agentes bloqueantes y agentes
supresores.
Los agentes de blogueo impiden que los compuestos productores de cancer alcancen o
reaccionen con sitios criticos en los tejidos diana. Los agentes supresores actlan
después del ataque de agentes carcinégenos. Previenen la evolucion del proceso
neoplasico en células que de otro modo se convertirian en malignas. Algunos compuestos
tienen ambos efectos. Los primeros pueden actuar previniendo la activacion de los
carcin6genos, mejorando la desintoxicacion de estos o evitando su unién a 6rganos diana.
El oltipraz fue uno de los primeros compuestos preventivos estudiado por su efectividad
en la prevencién del cancer inducido por aflatoxinas (Wattenberg, 1996; Guarisco et al.
2008; Meyskens et al. 2016).

El Reglamento de Conformidad Europea del Parlamento Europeo en 2009, definié
un nuevo grupo funcional de aditivos para piensos como "sustancias para reducir la
contaminacién de estos por las micotoxinas: sustancias que pueden suprimir o reducir la

absorcion, promover la excrecion de micotoxinas o modificar su modo de accion”.
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Estos aditivos alimentarios pueden actuar reduciendo la biodisponibilidad de las
micotoxinas, degradandolas o transformandolas en metabolitos menos toxicos como: los
agentes adsorbentes, que funcionan disminuyendo la biodisponibilidad de las micotoxinas
mediante su inclusion en el pienso, lo que conduce a una reduccion de la captacion de
estas asi como su distribucién a la sangre y a los érganos diana, también se denominan
agentes de unién, aglutinantes, o adsorbentes. El grupo de agentes biotransformadores
como: bacterias, hongos o enzimas buscan la degradacion de las micotoxinas en
metabolitos no toxicos (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria por sus siglas en
inglés EFSA, 2009).

Esta clasificacion deja fuera a las sustancias que no interaccionan directamente con
las micotoxinas, como, los agentes antioxidantes o inmunoestimulantes, porque no se
consideran agentes detoxificantes, aunque tales compuestos pueden ser muy eficientes
para reducir la toxicidad de las micotoxinas.

Los antioxidantes son un mecanismo de defensa de las células estos se clasifican
en exogenos (se obtienen a partir de los alimentos), y los enddgenos que son producidos
en el organismo; los enddgenos a su vez se clasifican en enziméticos y no enzimaticos,
dentro del grupo de los antioxidantes enzimatico estan algunos tioles (compuestos que
contienen sulfhidrilo), como el glutatiéon peroxidasa (GPX) y reductasa (GST), hay otras
enzimas como la catalasa y la superéxido dismutasa cuya funcion es la de interactuar con
el anion O,, H,0, o los lipoperéxidos previenen la formacion de el RL OH. (Zafarullah et
al. 2003; Pham-Huy et al. 2008; EFSA, 2009; Birben et al. 2012 Maxie, 2015). Los
antioxidantes no enzimaticos se clasifican de la misma manera y dentro de los endégenos
se encuentra el glutatién reducido (GSH), la melatonina, el acido drico, los tioles de las
proteinas plasmaticas, entre otros. Los exdgenos son obtenidos de los alimentos o

suplementos nutricionales como el &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
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los flavonoides, entre otros, (Willcox et al. 2004; Pham-Huy et al. 2008; Nimse y Pal,
2015).

El GSH es un tripéptido formado por cisteina, acido glutdmico y glicina con un grupo
activo tiol (-SH) en la cisteina, se produce en mayor cantidad en el higado. Se encuentra
principalmente en su forma reducida y es convertida a su forma oxidada por la glutatién
reductasa durante el estrés oxidativo, funciona como antioxidante debido a que estimula
la accion catalitica de enzimas que neutralizan a los RL como la GPX y GST o por
conjugaciéon espontanea, neutraliza al radical OH, H,O, y peroxidos de lipidos por la GPX
y transforma a las vitaminas C y E a su forma activa (Jones et al. 2000; Qian et al. 2013).

Las glutation transferasas son una familia de enzimas que participan directamente
en la detoxificacién de xenobidticos (sustancias exégenas, ajenas al organismo). Inactivan
a los RL catalizando la reaccion de esas sustancias con el grupo —SH del GSH, asi
neutraliza los sitios electrofilicos de los RL, aumentando su hidrosolubilidad; de esta
manera los epoxidos, los hidroperoxidos organicos y los metabolitos oxidados son los
sustratos de las GST. La transferencia del GSH a los compuestos electrofilicos es la
forma principal de detoxificacion de los intermediarios reactivos generados por las
oxidasas enzimas de la familia del CYP,s, el higado, los rifiones, los testiculos, el

intestino y las glandulas suprarrenales poseen mayor actividad de estas (Oakley, 2011).

1.9 AGENTES QUIMIOPROTECTORES

La contaminacién por AFB; en los alimentos es casi universal y, por tanto, practicamente
inevitable, las estrategias de quimioprevencion dirigidas a reducir la toxicidad de AFB; en
aves de corral y en otros animales han sido objeto de numerosos estudios. Se han
evaluado varios quimiopreventivos en aves de corral para reducir los sintomas de
aflatoxicosis. De hecho, debido a su sensibilidad, las aves de corral se han utilizado como

modelos para el descubrimiento de los nuevos quimiopreventivos contra AFB; (Rawal, et
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al. 2010), ya que no es posible la eliminaciébn completa de esta en alimentos para aves de
corral, las interacciones dietéticas de estos y otros compuestos pueden reducir o prevenir
las lesiones causadas por AFB; (Coulombe et al. 2005).

Los adsorbentes inorganicos a base de arcilla, que evitan la absorcién de AFB; en
la circulacion sistémica y que reducen su biodisponibilidad, han sido estudiados a fondo.
La mayoria han sido incluidos en la dieta de pollos de engorda, por ejemplo los
adsorbentes como la arcilla montmorillonita de calcio (0,5%, 0,25% y 0,125%) y zeolitas
(1%) (Miazzo et al. 2000; Pimpukdee et al. 2004). El aluminosilicato célcico sédico calcico,
al 0,25% y el 1% (Kubena et al. 1998; Ledoux et al.1999). La clinoptilolita adsorbente (15
g/ kg) proporcion6 una mejoria moderada de la toxicidad hepatica asociada a AFB;
(degeneracion hidrépica e hiperplasia biliar), en pollos de engorda (Ortatatli et al. 2005).

El hidroxitolueno butilado se ha probado en pavos y los resultados indican que este
tiene propiedades quimiopreventivas las que se deben en parte, a su capacidad de inhibir
la epoxidacion hepatica AFB; y aunque produce por si solo degeneracién hidrépica, esta
es reversible y no parece causar efectos a largo plazo (Guarisco et al. 2008).

Se han usado también aglutinantes moleculares de toxina de arcilla (silice, 512 g /
kg), alimina (209 g / kg) y otros componentes tales como Oxido de titanio, 6xido de
manganeso, 6xido de magnesio, 6xido de calcio, 6xido de potasio, acido propidnico, acido
acético y carbon activado y los aglutinantes de toxina de nano-arcilla (montmorillonita y
extracto de algas marinas), en pavos intoxicados con AFB;, mostrando mayor mejoria los
que recibieron dosis de nano arcilla (Lala et al. 2016).

Los antioxidantes fendlicos como el hidroxitolueno butilado ha sido evaluado en
pavos con buenos resultados (Coulombe et al. 2005).

El acido linoleico conjugado en dosis de 2 y 4 g/kg de alimento por 42 dias logro

efectos protectores en el higado de pollos de engorda intoxicados con AFB; (Denli et al.
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2005). Se han probado plantas como Zataria multiflora en dosis de 20 g/kg™, la que
también redujo los dafios observados en higado (Makki et al. 2009).

El extracto de jengibre probado en ratas macho Wistar tratadas con dosis orales de
100 y 250 mg / kg diario mas la administracion de AFB; (200 mg / kg), durante 28 dias
redujo significativamente la toxicidad inducida por AFB; medida con marcadores séricos
de dafio hepético e histopatologia. Ademas también mostré un efecto hepatoprotector
significativo al reducir la peroxidacion de los lipidos y al mejorar las actividades de las
enzimas antioxidantes. Estos resultados indican que el extracto tiene un efecto protector

potencial contra la hepatotoxicidad inducida por AFB; (Vipin et al. 2017).

1.9.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (SC), es la levadura mejor conocida y la mas comercializada,
las cepas son ampliamente utilizadas en la producciéon de bebidas alcohdlicas y en la
industria panadera. Su efecto ha sido ampliamente estudiado y se ha observado que a un
pH de 3.37, a una temperatura de 37° y durante 15 minutos en contacto con AFB;,
remueve de un 2.5% a 49.3%, dependiendo de la concentracién de la toxina en el medio y
el producto de la levadura usado (Bovo et al. 2016; Fernandes et al. 2013).

Las paredes celulares derivadas de la levadura de SC se usan como un agente de
adsorcion de micotoxinas en la dieta (Wu et al. 2009), simulan al sistema inmune y
compiten por los sitios de unién en los enterocitos inhibiendo la colonizacion intestinal por
los patdgenos.

De un 80% a 90% de las paredes celulares de esta levadura se componen casi
exclusivamente de polisacaridos, presenta una capa interna compuesta de 3-D-glucanos,
los que forman una red compleja altamente polimerizada de [B-(1,3)-D-glucanos,
ramificados como —(1,6)-D-glucanos, que tienen un bajo nivel de polimerizacion. Esta

capa interna esta unida de manera firme a la membrana plasmatica por cadenas lineales
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de quitina, que juegan un papel importante en la insolubilidad de toda la estructura y el
empaquetado de las ramificaciones de (-D-glucanos, ambas caracteristicas afectan la
plasticidad de la pared celular. La capa externa de la pared de la levadura esta formada
por manoproteinas, que desempefian una labor importante en el intercambio con el
ambiente exterior; esta estructura varia de acuerdo a las cepas y condiciones del medio
ambiente, ademas favorece su habilidad para unirse a las micotoxinas (EFSA, 2009;

Mézes et al. 2010; Bovo et al. 2016).

1.9.2 N-Acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) es un tiol, precursor de la L-cisteina y el glutatién reducido, con
accion mucolitica, también es una fuente de grupos sulfhidrilo en las células y por lo tanto
eliminador de radicales libres, ya que interactia con ERO, como el OH y el H,O,. En
humanos tiene diversos usos por ejemplo en enfermedades como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, infecciones por virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), toxicidad hepatica inducida por acetaminofén, paracetamol y metalica (Zafarullah et
al. 2003; Samuni et al. 2013; El-saad et al. 2016).

Debido a sus caracteristicas es considerada como un quimiopreventivo del cancer,
su eficacia ha sido demostrada en varios experimentos con animales. La administracion
oral de NAC impide por completo la induccion de diversas alteraciones del ADN en células
de pulmén de rata. Ademas, de que inhibe la formacién in vivo de aductos carcinégenos
con el ADN vy evita el desarrollo de neoplasias en roedores. Por lo tanto, numerosos
estudios indican que NAC puede prevenir la mutaciones y el cancer (Oikawa et al. 1999).

Algunos de estos mecanismos son: la induccién de inhibidores de quinasa
dependientes de ciclina y su capacidad para detener el ciclo celular en la etapa G;; Estas
propiedades son independientes del aumento de glutation. Aparte de estos estudios

limitados que muestran actividades anticancerosas de NAC, la mayoria de las
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investigaciones, concluyen que esta inhibio la apoptosis de las células cancerigenas bajo
diversas condiciones. Esta propiedad se ha utilizado para bloquear la neurotoxicidad y la
apoptosis inducida como efecto secundario de los agentes anticancerigenos como el
cisplatino (Dickey et al. 2009).

Un estudio reciente demostré que la NAC en la dieta reduce en un 50% el 8-
hidroxiguanina (un biomarcador del dafio oxidativo al ADN), y el potencial mutagénico del
ADN oxidado en ratones, sin embargo también indujo cambios estructurales adicionales
potencialmente deletéreos que afectan la autenticidad de la sintesis del ADN. Por lo tanto,
NAC parece tener algunos beneficios para ciertos canceres como terapia adyuvante, pero
también puede tener efectos secundarios, su administracién en ratas reduce la produccion
de fibronectina asociada a la di-metilnitrosamina (un agente profibrotico), y la fibrosis
asociada a la toxicidad, mientras que su coadministracién con cadmio toxico disminuyé la
peroxidacion lipidica y proporciond proteccion contra la toxicidad hepatica y renal, lo que
sugiere el papel del estrés oxidativo en la toxicidad (Zafarullah et al. 2003; Banerjee et al.

2009; Dickey et al. 2009; Abdel-Wahab et al. 2017).

1.9.3 Etoxiquina

La etoxiquina (6-etoxi-2,2,4-trimetilquinolina-1,2-dihidro, EQ), es un compuesto que se
caracteriza por su alta actividad antioxidante se utiliza principalmente en alimentos para
animales como prevencion de la formacién de perdxidos y reduce la rancidez de las
grasa, lo que se debe a su estructura quimica y caracteristicas de esta molécula, y a los
productos de oxidacion que como el compuesto original, se caracterizan por una alta
actividad antioxidante, se incluye cominmente en las raciones de aves de corral para
mejorar la pigmentacion de la piel y los huevos, asi como en la dieta de vacas lecheras
debido a su capacidad para aumentar la estabilidad oxidativa de la leche (Leong y Brown,

1992; De Koning, 2002; Blaszczyk y Skolimowski, 2015).
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Su actividad antimutagénica se observo en estudios realizados en ratones, ratas y
hamsters chinos tratados con el farmaco anticancerigeno ciclofosfamida. También hubo
informes que mostraron la capacidad de la EQ para modificar la respuesta a diferentes
carcindgenos. Se le dio EQ a animales, lo que redujo el niumero de aberraciones
cromosdémicas, microndcleos y mutaciones letales dominantes inducidas por
ciclofosfamida y se lo considera como un agente quimioprotector (Hayes et al.,2000; Zain,
2011; Btaszczyk y Skolimowski, 2015).

Se establecié una ingesta diaria admisible (IDA) de 0.005 mg/kg de peso corporal
para la EQ y varios metabolitos en la Reunién conjunta de la Organizacion Alimentaria y
Agricola y la Organizacién Mundial de la Salud sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR, por
sus siglas en inglés) sobre la base de los signos clinicos observados en perros expuestos
a 2,5 mg EQ/kg de peso corporal en la alimentacion (Bernhard et al. 2018); hay reportes
de patologias relacionadas con su consumo. Las lesiones se observan en el higado, el
rifidn, la tiroides y el aparato reproductor, hay efectos teratdbgenos y carcinogénicos,
reacciones alérgicas y anormalidades de la piel y del pelo, a dosis de 6500 mg
etoxiquina/kg de alimento (Leong y Brown 1992; Btaszczyk y Skolimowski, 2015).

Estudios realizados en ratas Fischer 344 con el antioxidante EQ, seguido de la
administracion de aflatoxina AFB; para examinar el efecto del antioxidante sobre higado y
rifién, con una inclusion del 0.5% en la dieta impidi6 completamente la formacion de
lesiones hepaticas preneoplasicas inducidas por AFB; segun la histopatologia y
marcadores tumorales. Los resultados fueron favorables en el higado, sin embargo la EQ
causoO dafio severo al rifion (degeneracion glomerular cronica), de tal forma que la EQ
parecia acelerar el proceso de envejecimiento. Ademas, los tubulos se observaron
hiperplasicos y con cambios sugerentes de neoplasia, o que sugiere que la EQ puede

ejercer un efecto cancerigeno en el rifidn (Manson et al. 1987).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la aflatoxicosis y la manera de prevenirla es objeto de gran namero de
estudios cientificos, debido en primera al mecanismo de biotransformacion de las
aflatoxinas, que inducen procesos oxidativos que no sélo se desarrollan en las aves si no
también son comunes a los humanos, (Maldonado et al., 2010), de ahi que un modelo
bioldégico como estas permita la evaluacion de diversos agentes y su capacidad para
evitar lesiones asi mismo la avicultura tiene una gran importancia econémica, el problema
surge debido a que el insumo agricola principal empleado para la alimentacién de las
aves son los granos como: el maiz, el mijo, el sorgo, entre otros. Estos Ultimos estan
expuestos a mdltiples factores que les causan problemas de inocuidad, el de mayor
impacto es la contaminacion con diversos hongos y sus metabolitos secundarios como las
micotoxinas que representa una problematica grave a nivel mundial.

Estudios realizados recientemente demuestran la afectacion de pardmetros productivos
en aves por ejemplo menor produccion de huevos, disminucion en la ingesta de alimento
y grosor de cascara, y mayores residuos de AFB,;, AFB, y AFM; en comparacién con el
grupo controles. Ademas, se ha comprobado la sinergia entre la AFB; y la zeralenona
(ZEA) y que influyen directamente en la produccion de huevos y la ingesta de alimento,
ademas de que se han detectado en el huevo (Igbal et al. 2014; Anfossi et al. 2015; Jia et
al. 2016; Zhou et al. 2017).

Las micotoxinas se han detectado en piensos de origen vegetal y alimentos
destinados para consumo humano y animal, especialmente en cereales, semillas y
forrajes, lo que las convierte en una gran amenaza para la salud de ambas especies.
Ademas generan pérdidas econdémicas enormes anualmente en la industria alimentaria y
la ganaderia (Ji, et al. 2016), superando los 1.6 billones de délares en los Estados Unidos

(Fernandes, 2013). Las micotoxinas ingresan a la cadena alimentaria humana al consumir
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carne u otros productos animales como leche y queso entre otros o bien directamente los
cereales contaminados (Igbal et al., 2017).

Actualmente, se han identificado mas de 300 micotoxinas, las mayor estudiadas son
las que han demostrado ser carcinégenas o toxicas. Las aflatoxinas (AFs), el
desoxinivalenol (DON), la ZEA, fumonisinas y la ocratoxina A (OTA), se consideran las
mas importantes econdémicamente por su alta prevalencia y efectos negativos
significativos en el rendimiento animal (Li et al. 2014; Ji, et al. 2016), ya que su
biotransformacién en el organismo implica dafios a 6rganos como el higado y rifion.

Lo que permite el uso de agentes quimiopreventivos que eviten el dafio. En este
contexto podemos plantearnos que la ingestion dietética de etoxiquina, Saccharomyces
cerevisiae o N-acetilcisteina evitan las lesiones en el higado y rifion de gallinas de postura
provocadas por el consumo alimenticio cronico de aflatoxinas y que el grado o severidad
de las lesiones en el higado y rifibn de gallinas de postura provocadas por el consumo
alimenticio cronico de aflatoxinas permite evaluar el efecto protector de la ingestion

dietética de etoxiquina, Saccharomyces cerevisiae o N-acetilcisteina.

2.1 HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La ingestion dietética de etoxiquina, Saccharomyces cerevisiae o N-acetilcisteina atenta
las lesiones microscopicas en el higado y los riflones causadas por consumo alimenticio
cronico de aflatoxinas en gallinas de postura.

2.2 OBJETIVO

2.2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de agentes quimiopreventivos (etoxiquina, Saccharomyces
cerevisiae y N-acetilcisteina), para evitar las lesiones microscépicas en higado y rifilones
provocadas por el consumo cronico de diferentes niveles de aflatoxinas en gallinas de

postura.

47



2.2.2 Objetivos especificos

Demostrar el efecto téxico que inducen las aflatoxinas a diferentes dosis y tiempo en el
higado y los rifiones de gallinas de postura.

Evaluar el efecto protector de etoxiquina ante el consumo cronico de aflatoxinas por

gallinas de postura mediante la identificacion del grado y distribucién de las lesiones

histopatologicas en higado y rifiones.

Evaluar la eficacia del efecto protector de N-acetilcisteina ante el consumo crénico de

aflatoxinas por gallinas de postura mediante la identificacion del grado y distribucion de

las lesiones histopatolégicas en higado y rifiones.

Evaluar el efecto protector de Saccharomyces cerevisiae contra del consumo crénico de
aflatoxinas por gallinas de postura, mediante la identificacion del grado y la distribucién

de las lesiones histopatolégicas presentes en el higado y los rifiones.

2.3 JUSTIFICACION

La avicultura es la actividad mas importante en la produccién pecuaria en México, que
ocupa el sexto lugar como productor de huevo a nivel mundial, ademas es el mayor
consumidor de este mundialmente (19.2 Kg per capita).

La contaminacion por aflatoxinas en los alimentos es de distribucion mundial, dificil
de evitar y erradicar, ya que los procedimientos de control empleados directamente sobre
los alimentos no son del todo efectivos y afectan la calidad de estos.

Por lo anterior se ha recurrido al estudio de multiples estrategias para evitar o
reducir el dafio téxico y la baja en la productividad de aves de corral y otros animales de
produccion a causa de las aflatoxinas; la estrategia que actualmente presenta mayor

potencial, por los resultados observados en diversos estudios es la quimioprevencion.
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Los beneficios de la quimioprevencion han sido evaluados y probados en
numerosos estudios principalmente en aves de engorda, debido a la sensibilidad que
estas presentan ante las aflatoxinas y se han convertido en los modelos idéneos para el
descubrimiento de nuevos agentes quimiopreventivos efectivos contra la aflatoxicosis.

Las interacciones de estos y otros compuestos en la dieta pueden reducir o prevenir
las lesiones causadas por las aflatoxinas.

Esta investigacion establecera por medio de histopatologia que quimiopreventivo
(etoxiquina, N-acetilcisteina o Saccharomyces cerevisiae), logra evitar las lesiones
causadas por el consumo crénico de aflatoxinas y permitira valorar su eficacia
guimioprotectora en la prevencién de dichas lesiones, lo que se reflejara en la mejora de
la salud y parametros productivos en aves de postura con consumo cronico de
aflatoxinas.

Los compuestos estan disponibles en el mercado mundial, son de bajo costo y su
uso seguro se ha evaluado ampliamente, ya que poseen la capacidad de prevenir la
progresion de lesiones hepato-renales en aves de postura causadas por la aflatoxicosis
crénica. Lo que permitird implementar su uso en las explotaciones avicolas enfocadas en
la produccion de huevo para consumo directo, reduciendo el impacto negativo sobre su

economia y productividad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se llevo a cabo en la Posta Zootécnica perteneciente al Centro de
Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes con ubicacion en
el municipio de Jesus Maria, Aguascalientes, de coordenadas 21°57°40” al Norte y
102°20°36” al Oeste, 1880 msnm de elevacion, 17 °C de temperatura media anual y
precipitacién anual de 531 mm, la que es estacional (verano), con clima estepario, vientos
dominantes alisos con direccién suroeste-noroeste en verano y noroeste-sureste en una

parte del otofio.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO
Las 240 aves de la linea Hy-line W36 usadas en este trabajo fueron adquiridas con edad
de un dia se mantuvieron y fueron criadas bajo procedimientos zootécnicos estandar, se
colocaron en jaulas con calefaccion manual (FASS, 1999; Hy-Line International, 2007).
Posteriormente, las gallinas se mantuvieron en jaulas de postura individuales en la
Unidad de Gallinas ponedoras de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (UAA). La
dieta base, utilizada fue elaborada en la Fabrica de Alimentos UAA, de acuerdo a las
recomendaciones de la NRC (1994), Tabla 1, sin coccidiostatos, antibiéticos o promotores

de crecimiento.
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Tabla 3. Dieta a las que les someti6 a las aves

Componentes de la dieta base*

Ingredientes? Contenido (%)
Sorgo 56.8
Harina de soya 21.5
Gluten de maiz 4.0
Aceite de soya 3.5
Carbonato de calcio (CaCOs) 9.2
Premezcla de vitaminas 2.5
Premezcla de minerales con minerales 2.5

12,940 kcal/kg of ME, 17.5% CP.
?Fue afiadido a la dieta base maiz con aflatoxinas para tener una dieta con
0.0, 0.5, 1.0, 0 1.5 mg/kg.

3.2.1 Contaminacion del maiz

La contaminacion del maiz se realiz6 utilizando dos cepas toxicogénicas de Aspergillus
flavus (Cuautitlan y Tamaulipas; a través del método de Shotwell et al. 1966, adaptado por
Moreno-Martinez et al. 2000). El cultivo fungico se hizo crecer en medio de agar papa-
dextrosa por 18 dias. Luego, se prepararon 5.0 ml de inéculo (1 x 107 esporas / ml en 5.0
ml de aceite mineral, 1.0%), y se agregaron a 100 g de maiz, la humedad se ajusto a
15.0% y se coloco en un frasco cerrado, se mantuvo en una estufa de incubacion (29 ° C),
por 14 dias en condiciones estériles.

La concentracion de AFB;, AFB,, AFG; y AFG, se midi6 utilizando tubos de
extraccion en fase solida (Supelclean LC-CN, Supelco Inc., Bellefonte, PA), y el eluato
extraido se derivd de acuerdo con el método oficial AOAC 990.33 por HPLC con
deteccién de fluorescencia (bomba binaria Varian ProStar y detector de fluorescencia
Varian, FP 2020, Varian Associates Inc., Victoria, Australia; columna Supelcosil HPLC LC-
18, Supelco Inc.; Scott, 1995). Los siguientes porcentajes se obtuvieron en maiz
contaminado: 88.1 £ 13.2, 9.9+ 14,15 + 0.08 y 0.5 + 0.02 de AFB1, AFB2, AFG1 y

AFG2, respectivamente. En la dieta base no se tuvieron niveles detectables de AFs (limite
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de deteccidon <20 ug / kg). El maiz contaminado se agregd a la dieta base con las
concentraciones de AFs seleccionadas; antes de comenzar.

El experimento, el control y las dietas enteras contaminadas se confirmaron
mediante HPLC (Scott, 1995). La media de FA y la desviacion estandar de la
concentracion final se calcularon como 0.00 + 0.00, 0.46 + 0.06, 0.98 £ 0.13y 1.53 + 0.15
mg de AF/kg de alimento, respectivamente. Las aves fueron criadas de los meses octubre
a diciembre de 2007 y fueron sometidas a los tratamientos que se indican en la Tabla No.
3, a partir de enero de 2008 y culmin6 en mayo de 20009.

Las aves fueron sacrificadas en cinco fechas diferentes que correspondieron al
primer dia de edad (0 semanas de intoxicacion), 27 semanas de edad (14 semanas de
intoxicacion), 31 semanas de edad (20 semanas de intoxicacion), 59 semanas de edad

(46 semanas de intoxicacion) y 85 semanas de edad (72 semanas de intoxicacion).

3.2.2 Declaracion ética
Las gallinas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de pentobarbital de sodio segun
las directrices AVMA (American Veterinary Medical Association), edicion 2007, para la

eutanasia de los animales.

3.3 QUIMIOPROTECTORES

Fueron empleados los productos Diamond V XP™ Yeast Culture (Saccharomyces
cerevisiae), de aspecto fisico granuloso y color marrén, ofertado para mejorar la digestion
y aumentar la eficiencia alimenticia, especificamente desarrollado para su uso en nutricién

animal (https://speerstra.com/en/product/diamond-v).

Medio Acetil Cisteina (N-Acetilcisteina) marca ADYFARM® en polvo de color
blanco cristalino, ofrecido como activo con propiedades mucoliticas. Utilizada en el
tratamiento sintomatico de afecciones respiratorias en los que se produce una secrecion

excesiva de moco (http://adyfarm.mx/veterinaria/).
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Dresquin 66 (Etoxiquin 66%) (Etoxiquina), marca Dresen Quimica, es un polvo fino y
de color café oscuro, la linea es ofrecida como alternativa para el control de la oxidacion
de grasas, aceites, vitaminas y pigmentos, ideal para el control de los radicales libres
originados por la reaccién del oxigeno con los dobles enlaces de los &cidos grasos
insaturados y poli-insaturados, su uso esta regulado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA), por sus siglas en inglés Food and Drug Administration

(https://dresen.com.mx/ver2/index.php/antioxidantes/dresquin)

Para la intoxicacion de las aves con las aflatoxinas asi como la inclusion de los
quimiopreventivos, el que se muestra en la Tabla 3:

Tabla 4. Disefio experimental. Se representan las concentraciones de AFs en 0.0, 0.5, 1.0, 1.5
mg/kg de alimento. La etoxiquina se uso6 en dosis de 500 mg/kg de alimento. S. cerevisiae en dosis
de 5.0 g/kg de alimento y N-acetilcisteina equivalente a 800 mg/kg pc.

Aflatoxinas S.cerevisiae Etoxiquina N-Acetilcisteina
Control Sc EQ NAC
0.5 AFs Sc+0.5AFs EQ +0.5AFs NAC + 0.5 AFs
1.0 AFs Sc+1.0AFs EQ+ 1.0 AFs NAC + 1.0 AFs
1.5 AFs Sc+15AFs EQ+ 15AFs NAC + 1.5 AFs

Las aves se repartieron de manera aleatoria formando 16 grupos experimentales de 30
aves cada uno la Tabla 4, lo ejemplifica. Se uso un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial de tratamientos, comparando dos niveles de cada uno de los
tres quimioprotectores contra los cuatro niveles de las AFs en cinco periodos de

muestreo.

53


https://dresen.com.mx/ver2/index.php/antioxidantes/dresquin

Tabla 5. Tratamientos a los que se sometieron las aves.

No. Grupo Tratamiento AFs Sc NAC EQ
mag/kg o/kg mg/kg pc mg/kg
1 Control 0.00 0.0 0.0 0.0
2 AFs AFs 0.5 0.50 0.0 0.0 0.0
3 AFs 1.0 1.00 0.0 0.0 0.0
4 AFs 1.5 1.50 0.0 0.0 0.0
5 Sc Sc + 0.0 AFs 0.00 5.0 0.0 0.0
6 Sc + 0.5 AFs 0.50 5.0 0.0 0.0
7 Sc + 1.0 AFs 1.00 5.0 0.0 0.0
8 Sc+ 1.5 AFs 1.50 5.0 0.0 0.0
9 NAC NAC+ 0.0 AFs 0.00 0.0 800 0.0
10 NAC + 0.5 AFs 0.50 0.0 800 0.0
11 NAC + 1.0 AFs 1.00 0.0 800 0.0
12 NAC + 1.5 AFs 1.50 0.0 800 0.0
13 EQ EQ+ 0.0 AFs 0.00 0.0 0.0 500
14 EQ + 0.5 AFs 0.50 0.0 0.0 500
15 EQ + 1.0 AFs 1.00 0.0 0.0 500
16 EQ + 1.5 AFs 1.50 0.0 0.0 500

De Luna et al., 2009

Las aves fueron criadas de los meses octubre a diciembre de 2007 y fueron sometidas a
los tratamientos antes mencionados a partir de enero de 2008 y culminando en mayo de
2009. Las aves fueron sacrificadas en cinco fechas diferentes que correspondieron al
primer dia de intoxicacion (0 semanas de intoxicacion), a las 27 semanas de edad (14
semanas de intoxicacion), 31 semanas de edad (20 semanas de intoxicacién), 59
semanas de edad (46 semanas de intoxicacion) y 85 semanas de edad (72 semanas de
intoxicacion).

Se realizé la necropsia de las 240 aves, los tejidos como el higado y los rifiones
fueron muestreados, tomando el I6bulo hepatico derecho y el rifion derecho (1 cm®); se
conservaron en una solucién fijadora (100 mL de formaldehido al 37%, 900 mL de agua

destilada, 4.0 g/L de NaH,HPO,, pH 7.4), hasta su procesamiento, (De Luna et al. 2009).
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3.4 DISENO GENERAL DE LA INVESTIGACION
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Figura 5. Flujograma de las actividades a realizar. (Fuente: Elaboracion propia).

La presente investigacion se realizo siguiendo los criterios que se sefialan en la Figura 5,

por tratarse de un estudio ciego.
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3.5 EVALUACION HISTOPATOLOGICA DEL HIGADO Y LOS RINONES

Se realizaron los primeros preparados histolégicos (laminillas) por De Luna et al, 2009, las
laminillas fueron observadas durante la primera fase de este trabajo, haciendo un total de
1176 laminillas vistas (datos no mostrados).

Para poder realizar una interpretacion uniforme y significativa de las lesiones
presentes en las laminillas se optd por repetirlas en su totalidad, por lo que siguiendo el
fluyjograma de actividades planteado, se localizaron los frascos con los fragmentos de los
organos fijados en formol al 10% para verificar su viabilidad (Figura 5). Del higado y los
rifiones se cortaron fragmentos de aproximadamente 1cm?®, se colocaron las capsulas de
para ser introducidas en el procesador automatizado de tejidos Sakura Modelo RH-12EP
por un periodo de 14-16 h, segun el esquema de procesamiento nocturno (Prophet,

1995).

Figura 6. Frascos con los 6rganos en formol al 10%. A. Se observan las capsulas en color azul
donde se colocaron los fragmentos de los érganos para posteriormente seguir con la técnica
histoldgica, el papel en su interior contiene la identificaciéon de cada muestra. B. Fragmentos de
higado y rifién.

Posteriormente se realizaron los cortes a 2 um de espesor mediante el uso del
Microtomo Leica Modelo RM2125RTS, para ser tefiidas mediante la técnica manual de
coloraciéon Hematoxilina-Eosina (H&E) (Prophet, 1995).

La repeticion de las laminillas se realizo en el laboratorio de patologia de la Unidad

Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Auténoma de
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Zacatecas. La parte de la técnica histoldgica asesorada por una histotecndloga
certificada; la interpretacion de lesiones se realiz6 a ciegas por una patéloga certificada de
dicho laboratorio, durante el periodo de tiempo del 9 de abril al 31 de mayo de 2018 y
posteriormente del 3 al 28 de septiembre de 2018.

Las fotomicrografias fueron tomadas a 40x, 100x y 400x, con un fotomicroscopio
(Primo Star Carl Zeiss, AxioCam ERc 5s Rev.1-2, Zeiss, Jena, Alemania), y procesadas
con el software de edicion Blue ZEN 2.3 (Zeiss, Jena, Alemania). Se obtuvo un archivo

fotografico de 3444 fotomicrografias de los cortes del higado y el rifién.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Las datos obtenidos de la observacion de los preparados histologicos de el higado y los
rifones correspondientes a los 16 tratamientos, con el efecto de los tres
quimioprotectores, las cuatro dosis de AF (0.0, 0.5, 1.0, 1.5) y el tiempo (0, 14, 20, 46, 72
semanas de intoxicacion), fueron capturados y ordenados en una hoja electrénica de

Microsoft Excel®.

3.6.1 Datos cuantitativos

Las lesiones observadas en los cortes histologicos de higado (240 laminillas, 1
laminilla/ave), se catalogaron con la clasificacion de la esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), segun lo sugerido por Brunt et al. 1999, para valorar la gravedad y la distribucion
de la esteatosis y la inflamacién intra-acinar o portal, para fines practicos también se
empleo en la asignacion de gravedad de la nefritis.

En esta clasificacion se analizaron diez variables histolégicas cominmente descritas en la
NASH para determinar cudles de ellas fueron significativas para la actividad
necroinflamatoria de las diez variables histolégicas descritas se adoptaron cuatro para

este estudio:
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1. La esteatosis macrovesicular se califico de 0 a 3 segun el porcentaje de hepatocitos en
la biopsia involucrada (0 es ninguno; 1 es de hasta el 33%; 2 es de 33 a 66%; 3 es de
.66%); Se observo la distribucidon zonal de la esteatosis y la presencia de esteatosis
microvesicular.
2. Se evaluod la localizacion zonal del I16bulo hepético y el desorden hepatocelular, y se
realizé una estimacién de la gravedad (leve, marcada) en funcion de la cantidad de
hepatocitos que muestran este cambio.
3. La inflamacion intraacinar (lobular) se clasific6 de 0 a 3 segun los focos inflamatorios
por 20x con un ocular 20x (0; 1 es 1 a 2/20x; 2 es hasta 4/20x; 3 es .4 / 20x); Los
componentes celulares de la inflamacién (leucocitos polimorfonucleares, linfocitos y otras
células mononucleares).
4. La inflamacion del tracto portal se calific6 como ninguna, moderada y grave (0 —3); Se
observaron tipos de células inflamatorias (linfocitos, células plasmaticas, eosindfilos).
Ortatatli et al. en (2005), realiz6 otra clasificacion similar a la anterior descrita que
clasifica las variables en:

Degeneracion hidrépica/o esteatosis leve, moderada o grave (higado)

Proliferacion de ductos biliares (higado)

Fibrosis periportal (higado)

Degeneracion tubular (rifién)

La interaccién con la EQ, la NAC y el Sc se consideré positiva cuando en el higado
y el rifién no se encontré presencia de lesion.

Los datos se sometieron al procedimiento de tabulacion cruzada, y la prueba de
independencia usada fue chi-cuadrada para comparar las frecuencias esperadas y
observadas, si p<0.05 implicara una dependencia significante entre las columnas y las

filas.
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A los datos de las variables se les realizd también ANDEVA con un solo factor
utilizando el procedimiento de modelos lineales generales en el Software estadistico
STATGRAPHICS Plus for Windows (version 5.1. Statistical Graphics Corp. 2006).
Cuando hubo diferencias significativas en el ANDEVA, las medias se compararon con la
prueba LSD protegida de Fisher (Snedecor y Cochran, 1967). Se consideré que habia

significancia estadistica cuando p <0.05.

3.6.2 Modelo estadistico
El modelo estadistico que se sigui6 para evaluar el disefio completamente al azar fue:

y]:'u+7_-]+g] j=1,2,...,t

Para analizar el arreglo factorial de los tratamientos:

yijkl =u + Ai + B] + Ck + Dl +ABij +ACik +ADil + gijkl

Yiji = variable respuesta

t = namero de tratamientos

u = media general

A; = efecto del factor A a nivel i — ésimo(AF)

B; = efecto del factor B a nivel j — ésimo(NAC)
C,, = efecto del factor C a nivel k — ésimo(Sc)

D, = efecto del factor D a nivel [ — ésimo(EQ)
AB;; = Interaccion entre el factor Ay el factor B

AC;;, = Interaccion entre el factor Ay el factor C

AD;; = Interaccion entre el factor Ay el factor D
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4. RESULTADOS
Las secciones histolégicas del rifion y el higado examinadas de los grupos de aves que
no recibieron la adicion de AF ni del quimioprotector al dia 1 de intoxicacion (semana 0 de
intoxicacion) y hasta la semana 27 de edad (semana 14 de intoxicacion), no presentaron

lesiones sugerentes de patologia en su patrén anatomico, como se muestra de la Figura 7

y 8.

Figura 7. A. Rifidn; primer dia de intoxicacion, semana 0 de intoxicacion. Sin cambios patologicos
aparentes (SCPA). Higado; 1 dia de edad, Semana 0 de intoxicacién. H&E, A. 40X; B. 400X.
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Figura 8. Rifion; A, B.
semanas de edad, semana 14 de intoxicacion. SCPA. H&E, A, C. 40X; B, D. 400X.

La evaluacion histologica de las secciones histologicas del higado y los rifiones, a
partir de la semana 14 de intoxicaciébn en ambos casos mostraron cambios morfolégicos
relacionados con los diversos tratamientos (Tabla 6 y 7). En las secciones del higado, se
observd una acumulacion de lipidos de aspecto macrovesicular (esteatosis
macrovesicular), y focos de infiltrado inflamatorio por linfocitos (hepatitis linfocitica). En las
secciones histolégicas de los rifiones las lesiones con mayor frecuencia fue la nefritis
intersticial, caracterizada por focos de infiltrado inflamatorio por linfocitos y la
degeneracion tubular, en la que el citoplasma de los tabulos renales se aprecia tumefacto

y turbio.
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Tabla 6. Evaluacion histolégica del higado por semana de exposiciéon a la AF en combinacion con
los quimioprotectores.

~
N

N
w

Degeneracion hidropica
Discreta
Moderada
Grave

Hemorragia

Discreta

Moderada

Grave
Esteatosis

Discreta

Moderada

Grave
Hepatitis linfocitica

Discreta
Moderada
Grave
Sugerente de amiloide*

Discreta

Moderada

Grave
*Negativo por tincion especial, Rojo Congo

OO0 OO0OO OOO0OO OCoO0O ocoo ko
coco cor g Qodvw oo cooconvnR
conv MO RN $ooco cooco coor kN
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cow whrul wro Rrvek rjos
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Tabla 7. Evaluacion histologica del rifién por semana de exposicion a la AF en combinacién con los

quimioprotectores.

LESION

SEMANA

Hemorragia

Discreta
Moderada
Grave

Degeneracion tubular
Discreta
Moderada
Grave

Pielitis
Discreta
Moderada
Grave

Nefritis intersticial

Discreta

Moderada

Grave
Ureteritis

Discreta
Moderada
Grave
Proliferacion glomerular
Discreta
Moderada
Grave
Calcificacion
Discreta
Moderada
Grave
Pielonefritis

Discreta

Moderada

Grave
Hongos

Discreta

Moderada

Grave
Glomerulonefritis

Discreta
Moderada
Grave
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La figura 9 permite observar como la esteatosis se presenta a partir de la semana

14 y tiene desparece hacia la semana 20, mientras que en las semanas 46 y 72 muestra

una frecuencia en aumento. En este caso se evaluo sélo la presencia o ausencia de esta.

14

Semana
8

T

72

' ' ) ESTEATOSIS

1 Ausencia (0)

[ Presencia (1)

10

20 30 40 50

Frecuencia

Figura 9. Diagrama de barras para la esteatosis segun las semanas de intoxicacion.

Como el valor p<0.05, se puede rechazar la hip6tesis de que las semanas de

intoxicacion y la presencia de la esteatosis son independientes con un nivel de confianza

del 95.0%. Por lo tanto, el valor observado de las semanas para un caso en particular,

esta relacionado con su valor en la presencia de esteatosis.

14

20

Semana

46

72

Grado de severidad

1 No se observo (0)
[ Discreto (1)

Hl Moderado (2)
Bl Grave (3)

m

10

20

30 40 50
Frecuencia

Figura 10. Diagrama de barras para la esteatosis segin las semanas de intoxicacion y el grado de severidad.
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Como se observa en la figura 10, el grado de severidad aumenta conforme aumentan las
semanas de intoxicacion. Al inicio de la intoxicacion no hay presencia de la esteatosis, sin
embargo a partir de la semana 14 comienza a desarrollarse hasta la semana 72 donde se

vuelve mas frecuente.

. . . T T ' Hepatitis linfocitica
0 |‘ [ Ausencia (0)
[ Presencia (1)
14 ——‘
©
g
0 ;
()
"
§° h
i h
0 10 20 30 40 <L
Frecuencia

Figura 11. Diagrama de barras para la hepatitis linfocitica segun las semanas de intoxicacion.

La figura 11 ejemplifica como la hepatitis linfocitica va en aumento de acuerdo a las

semanas de intoxicacion y tiene un ligero descenso en la semana 72.

Como el valor p<0.05, se puede rechazar la hipétesis de que las semanas de
intoxicacion y la presencia de la hepatitis linfocitica son independientes con un nivel de
confianza del 95.0%. Por lo tanto, el valor observado de las semanas para un caso en

particular, esta relacionado con su valor en la presencia de esteatosis.
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Frecuencia
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[ No se observo (0)
[ Discreto (1)
Il Moderado (2)
Il Grave (3)

Figura 12. Diagrama de barras para la hepatitis linfocitica segin las semanas de intoxicacion y el grado de

severidad.

Como se observa en la figura 12, el grado de severidad alcanz6 su mayor grado de

severidad en la semana 72, mientras que en el resto de las semanas la hepatitis fue

moderada.
0
14
®©
G
e 20
(]
)
46
72

[

I

0 10 20 30 40 50
Frecuencia

Nefritis linfocitica
[ Ausencia (0)
[ Presencia (1)

Figura 13. Diagrama de barras para la nefritis linfocitica segun las semanas de intoxicacion.
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Se aprecia como hay nefritis linfocitica en la mayoria de los individuos desde la

semana 14 y alcanza su valor

considerablemente hacia la semana 72.

14

20

Semana

46

72

maximos en

la semana 20, disminuyendo

0 10 20 30

Frecuencia

40

50

Grado de severidad
1 No se observé (0)
I Discreto (1)

Hl Moderado (2)
Il Grave (3)

Figura 14. Diagrama de barras para la nefritis linfocitica segun las semanas de intoxicacion y el grado de

severidad.

Se observa como el grado severidad grave se presenta en la semana 20, y

desaparece el resto de las semanas.

Como p<0.05, se puede rechazar la hipotesis de que las semanas de intoxicacion y

la presencia de la nefritis linfocitica son independientes con un nivel de confianza del

95.0%. Por lo tanto, el valor observado de las semanas para un caso en particular, esta

relacionado con su valor en la presencia de la nefritis linfocitica.
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[ Presencia (1)
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14 —
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Figura 15. Diagrama de barras para la degeneracion tubular seguiin las semanas de intoxicacion.

De acuerdo al diagrama de la figura 15, la degeneracion tubular se presento con
mayor frecuencia durante la semana 14, teniendo una disminucién marcada en la semana
20, hacia la semana 46 vuelve a aumentar y casi desaparece hacia la semana 72.

Como p<0.05, se puede rechazar la hipétesis de que las semanas de intoxicacion y
la presencia de la degeneracién tubular son independientes con un nivel de confianza del
95.0%. Por lo tanto, el valor observado de las semanas para un caso en particular, esta

relacionado con su valor en la presencia de la degeneracién tubular.
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Figura 16. Diagrama de barras para la degeneracion tubular segun las semanas de intoxicacion y el grado de

severidad.

En la semana 14 el grado de severidad que prevalece es el discreto, que va en
disminucién hasta casi desaparecer en la semana 72; el grave so6lo aparece
discretamente en la semana 20, despareciendo en la 46.

La Figura 17, permite interpretar que la esteatosis no se presentdé de manera
significativa en el grupo control. En los grupos que recibieron las diferentes dosis de AF se
puede apreciar que la esteatosis aumenta conforme aumenta la dosis de AF. En las

interacciones con EQ no se observa disminucion en la presencia de la lesion.
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Figura 17. Esteatosis en el higado. Aflatoxina B1 (AF) con Etoxiquina (EQ): 500 mg/kg/pc. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(a=0.05).

En la Figura 18, en la fotomicrografia A, representa al testigo, mientras que en la B
se observa que hay modificacién discreta de la morfologia hepatica, exhibe marcada
disociacién de cordones hepaticos y el citoplasma de algunos hepatocitos presenta
microvacuolas de lipidos lo que indica que hay esteatosis microvesicular. En las
fotomicrografias C y D se observa como en la semana 46 el dafio ya es marcado, hay
esteatosis macrovesicular en la que una gran vacuola de lipidos ocupa toda la extension
del citoplasma de los hepatocitos, desplazando el ndcleo de estos hacia la periferia,
dandoles aspecto de anillo de sello del papa. Mientras que en la semana 72 de
intoxicacion el higado presenté el mismo cambio sin embargo la gravedad es severa; en

ambos casos se les afadio la EQ.
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Figura 18. Higado. H&E, 400X; AF con EQ: 500 mg/kg/pc. A. 400X; 27 semanas de edad, semana
14 de intoxicacion. SCPA. B. 500 mg/kg EQ a las 27 semanas de edad, 14 semanas de
intoxicacion; C. 1.5 mg/kg AF con EQ a las 59 semanas de edad, 46 semanas de intoxicacion; D.
1.5 mg/kg con EQ a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.

La Figura 19 representa a los tratamientos que interactuaron con la NAC; se
observa como en el grupo control y el que recibi6 sélo NAC hay la presencia de la
esteatosis sin llegar a ser significativa. Los grupos en que interactuaron la AF mas la
NAC, obtuvieron interaccion positiva, los que recibieron 0.5 mg/kg de AF y 1.5 mg/kg de
AF mas la NAC, hubo disminucién en la presencia de la esteatosis, sin llegar a ser
significativa. En el grupo que recibié 1 mg/kg de AF mas la NAC, la esteatosis aumenté al

anadir la NAC.
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Figura 19. Esteatosis en el higado. Aflatoxina B; (AF) con N-acetilcisteina (NAC): 800 mg/kg/pc.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de
Fisher; (a=0.05).

Las fotomicrografias que aparecen en la Figura 20 representan el grado moderado
de la esteatosis macrovesicular al recibir 1.0 mg/kg AF con la NAC a las 14 semanas de
intoxicacion. En la fotomicrografia C que agrupa a las aves que recibieron 1.5 mg/kg AF
con la NAC a las 46 semanas de intoxicacion exhiben la misma lesién (esteatosis
macrovesicular) y en la fotomicrografia D se presentan los grupos de aves a la semana 72

de intoxicacion sin la AF sélo con la adicion de la NAC, se aprecia como el dafio es

discretamente mas marcado que en la C.
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Figura 20. Higado, H&E, 400X. Esteatosis en el higado. AF con NAC. A. 400X. 27 semanas de
edad, semana 14 de intoxicacion. SCPA.B. 1.0 mg/kg AF con NAC a las 27 semanas de edad, 14
semanas de intoxicacion. C. 1.5 mg/kg AF con NAC a las 59 semanas de edad, 46 semanas de
intoxicacion; D. 0.0 mg/kg AF con NAC a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.

En lo referente a la adicion en la dieta de Sc y en comparacion con la esteatosis que
se present6 por la adicion de la EQ y de NAC por si solas, se puede observar en la Figura
21 como al dar solamente Sc a los grupos, estos no desarrollaron la aparicion de la
esteatosis; s6lo en el grupo que recibi6 0.5 mg/kg de AF mas Sc , la esteatosis se
mantuvo igual con y sin Sc, diferente a los grupos con dosis de 1.0 y 1.5 mg/kg de AF en

las interacciones con Sc se observé una respuesta favorable al verse disminuida la

presencia de la esteatosis sin ser significativa estadisticamente.
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Figura 21. Esteatosis en el higado. AF con Saccharomyces cerevisiae (Sc): 5 g/kg/pc. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(0=0.05).

En la Figura 15 se presenta en la fotomicrografia B como hay existencia de la
esteatosis en la semana 72 semanas de intoxicacion con la adicion de Sc en la dieta;
mientras que en la C también hay presencia de la esteatosis con dosis de 1.5 mg/kg AF
con Sc a las 72 semanas de intoxicacion aunque hay discreta mejoria que en la B;
contario a lo anterior en las aves que recibieron 1.5 mg/kg de AF con Sc a la semana 72

semanas de intoxicacion el dafio es mas severo, ya que hay pérdida del parénquima

hepatico, fotomicrografia D.
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Figura 22. Hl'gaao. &E, 400X; Esteatosis en el higado. AF con Sc. A. 400X; 27 semanas de edad,
semana 14 de intoxicacion. SCPA. B. 5 mg/kg Sc a las 85 semanas de edad, 72 semanas de
intoxicacion; C. 1.5 mg/kg AF con Sc a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion; D.
1.5 mg/kg AF con Sc a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.

En la Figura 23 se demuestra como la hepatitis linfocitica caracterizada por la
aparicion de grupos de infiltrado inflamatorio por linfocitos, esta presente de manera no
significativa en el grupo control, y al darles EQ, la presencia de esta la lesion disminuy6
en el grupo que recibié 1.0 mg/kg de AF méas EQ, en los otros dos grupos, la lesion se

mantuvo igual.
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Figura 23. Hepatitis linfocitica en el higado. AF con EQ: 500 mg/kg/pc. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas segln prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).

En la Figura 24 se aprecian las lesiones antes descritas.

-~ ! . ‘A T W : IR 3l it :
Figura 24. Higado. H&E, 400X. Hepatitis linfocitica en el higado. AF con EQ. A. 400X. 27 semanas
de edad, semana 14 de intoxicacién. SCPA. B. 0.0 mg/kg AF con EQ a las 27 semanas de edad,
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14 semanas de intoxicacion; C. 1.0 mg/kg AF con EQ a las 59 semanas de edad, 46 semanas de
intoxicacion; D. 1.5 mg/kg AF con EQ a las 59 semanas de edad, 46 semanas de intoxicacion.

La hepatitis linfocitica y su interaccion con la AF y la NAC se observa en la Figura
25, al igual que la EQ, la hepatitis se observdé en el grupo control sin llegar a ser
significativa; en el que recibi6 solo la NAC la lesion se presenté de manera significativa. El
efecto de disminucién de la hepatitis que se esperaba, se dio en los tres grupos que
recibieron 0.5 mg /kg y 1.0 mg/kg de AF mas la NAC y 1.5 mg/kg de AF, de manera

significativa.
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Figura 25. Hepatitis linfocitica en el higado. AF con N-acetilcisteina (NAC): 800 mg/kg/pc. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(0=0.05).

En la Figura 26 se aprecia la hepatitis linfocitica, en la fotomicrografia B se puede
apreciar un foco de infiltrado inflamatorio periportal, sélo con la adicion de la NAC, a la
semana 46 de intoxicacion; en la fotomicrografia C se observa el mismo cambio sin
embargo en este caso se adiciond 1.0 mg/kg AF con la NAC a las 46 semanas de

intoxicacion, en la D se aprecia la misma lesién con dosis de 1.5 mg/kg de la AF mas la

NAC.
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Figura 26. Higado, H&E, 400X. Hepatitis linfocitica en el higado AF con NAC. A. 400X. 27 semanas
de edad, semana 14 de intoxicacion. SCPA. B. 0.0 mg/kg mas NAC a las 27 semanas de edad, 14
semanas de intoxicacion. C. 1.0 mg/kg AF con NAC a las 56 semanas de edad, 46 semanas de
intoxicacion. D. 1.5 mg/kg con NAC a las 56 semanas de edad, 46 semanas de intoxicacion.

En la Figura 27 se aprecia que solo en el grupo que recibié 1.0 mg/kg de la AF se
observo que la hepatitis no aumento ni disminuyo al dar Sc, es en este caso podemos
hablar de un efecto protector por parte de Sc en su interaccion con la AF. En el grupo que

recibié 0.5 mg/kg de AF y el que recibi6 1.5 mg/kg de AF la lesion se increment6 al

interactuar con Sc.
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Figura 27. Hepatitis linfocitica en el higado AF con Saccharomyces cerevisiae (Sc): 5 g/kg/pc.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de
Fisher; (a=0.05).

El infiltrado inflamatorio linfocitico se presentd aun en las aves que recibieron 0.0
mg/kg AF con Sc a las 20 semanas de intoxicacion fotomicrografia B, cabe sefialar que en
la semana 14 de intoxicacion no se presentd este cambio en ninguno de los grupos que la
recibié; para la semana 46 y 72 de intoxicacion la lesidon se presentd adn sélo con la
adicion de Sc y sin la AF fotomicrografia C y D, respectivamente.

Lo anterior se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Higado, H&E, 400X. Hepatitis linfocitica en el higado. AF con Sc. A. 400X. 27 semanas
de edad, semana 14 de intoxicacion. SCPA. B. 0.0 mg/kg AF con Sc a las 31 semanas de edad, 20
semanas de intoxicacion. C. 0.0 mg/kg AF con Sc a las 59 semanas de edad, 46 semanas de

intoxicacion. D. 0.0 mg/kg AF con Sc a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.
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Para la acumulacion de linfocitos en el riidn (nefritis intersticial linfocitica), se
observé efecto protector o benéfico por parte de la EQ en los grupos que recibieron 0.5
mg/kg de AF y 1.5 mg/kg de AF, el grupo que recibi6 1.0 mg/kg de AF la lesion se
incremento significativamente, esto se observa en la Figura 29; y la lesion la podemos

observar en la Figura 30.
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Figura 29. Nefritis linfocitica en el rifibn. AF con Etoxiquina (EQ): 500 mg/kg. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).
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Figura 30. Rifi6n, H&E, 400X. Nefritis linfocitica en‘e'l rifién. AF con EQ. A. 0.0 mg/kg AF con EQt':\
las 27 semanas de edad, 14 semanas de intoxicacién. B. 0.0 mg/kg AF con EQ a las 31 semanas
de edad, 20 semanas de intoxicacion. C. 0.0 mg/kg AF con EQ a las 85 semanas de edad, 72
semanas de intoxicacién. D. 1.5 mg/kg AF, 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.
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Figura 31. Nefritis linfocitica en el rifion de AF con N-acetilcisteina (NAC): 800 mg/kg. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(0=0.05).
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En la figura 31 permite interpretar que con la adicion de la NAC hay disminucién de
la inflamacion en los grupos que recibieron 1.0 mg/kg de AF y 1.5 mg/kg de AF; en el
grupo al que se le administr6 0.5 mg/kg de AF con NAC la presencia de la lesiéon se
incremento significativamente; algunas fotomicrografias representativas de esta lesion se

pueden observar en la figura 32.

Figura 32. Rifién, H&E, 400X Nefrltls linfocitica en el rindn AF con NAC. A. 0. O mg/kg AF con NAC
a las 27 semanas de edad, 14 semanas de intoxicacion. B. 0.5 mg/kg AF con NAC a las 27
semanas de edad, 14 semanas de intoxicacién. C. ID. 0.5 mg/kg AF con NAC a las 85 semanas de
edad, 72 semanas de intoxicacion. D. 1.5 mg/kg AF con NAC, 85 semanas de edad, 72 semanas
de intoxicacion.
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Figura 33. Nefritis linfocitica en el rifidn. AF con Saccharomyces cerevisiae (SC): 0.5 g/kg. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;

(a=0.05).

En la adicién de Sc en la dieta, se puede apreciar que el grupo gue recibié sélo Sc

present6 nefritis linfocitica de forma significativa, en los que recibieron 0.5 mg/kg de AF y

1.0 mg/kg de AF con Sc la lesion disminuyo y en el grupo al que se le administré 1.5

mg/kg de AF con Sc la presentacion de la lesion se mantuvo igual, lo que se observa en

la Figura 33. Las fotomicrografias de las lesiones se aprecian en la Figura 34.
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Figura 34. Rif6on, H&E, 400X. Nefritis linfocitica en el rifiébn AF con Sc. A. 0.0 mg/kg AF con Sc
a las 27 semanas de edad, 14 semanas de intoxicacion. B. 1.5 mg/kg AF con Sc a las 27
semanas de edad, 14 semanas de intoxicacion. C. 0.0 mg/kg AF con Sc a las 31 semanas de
edad, 20 semanas de intoxicacion. D. 1.5 mg/kg AF con Sc, 85 semanas de edad, 72 semanas
de intoxicacion.
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Figura 35. Degeneracion tubular en el riidn. AF con Etoxiquina (EQ): 500 mg/kg. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).

En la figura 35 se observa que el grupo control, no presenta la degeneracion tubular,

mientras que los grupos que recibieron solo la EQ no presentan la lesion de manera

86



significativa, no hubo efecto protector por parte de EQ en ninguno de los grupos. La
degeneracién tubular; se caracteriza por el citoplasma de los tlbulos renales que se

aprecia turbio, la lesion se aprecia en la Figura 36.

Figura 36. Rifion, H&E, 400X. Degeneracion tubular en el rifion. AF con EQ. A. 400X. Rifion, H&E,
400X. SCPA. B. ID. 142 1.5 mg/kg AF a las 27 semanas de edad, 14 semanas de intoxicacion. C.

1.5 mg/kg AF con EQ a las 31 semanas de edad, 20 semanas de intoxicacién. D. 1.0 mg/kg AF con
EQ a las 59 semanas de edad, 46 semanas de intoxicacion.
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Figura 37. Degeneracion tubular en el rifion. AF con N-acetilcisteina (NAC): 800 mg/kg. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(a=0.05).

En la Figura 37 se aprecia como la adicién de la NAC atenud la lesién sélo en el
caso de de los grupos que recibieron 1.0 mg/kg de AF; en los otros dos la frecuencia de la
lesion se incrementd al afadir la NAC significativamente. En la Figura 38 observa la

lesion.
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Figura 38. Rifi6n, H&E, 400X. Degeneracion tubular en el rifion. AF con NAC. A. 400X. Rifidn,
H&E, 400X. SCPA. B. 0.0 mg/kg AF con NAC a las 27 semanas de edad, 14 semanas de
intoxicacion. C. ID. 1.5 mg/kg AF con NAC a las 59 semanas de edad, 46 semanas de intoxicacion.
D. 0.5 mg/kg AF con NAC a las 85 semanas de edad, 72 semanas de intoxicacion.
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Figura 39. Degeneracion tubular en el rifidn. AF con Saccharomyces cerevisiae (Sc): 5 g/kg. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher;
(0=0.05).
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En el caso de la adicion Sc se observa efecto benéfico en los grupos que recibieron
la AF en sus tres niveles y genero la lesion sin embargo no llegaron a ser significativas,

en la figura 39, se observa tal efecto.

Las fotomicrografias correspondientes se muestran en la Figura 40.

Figura 40. Rifién, H&E, 400X. Degeneracion tubular en el rifion. AF con Sc. A. 0.0 mg/kg AF con
SC a las 27 semanas de edad, 14 semanas de intoxicacion. B. 1.0 mg/kg AF con Sc a las 31
semanas de edad, 20 semanas de intoxicacion. C. 0.5 mg/kg AF con Sc a las 59 semanas de
edad, 46 semanas de intoxicacion. D. 1.5 mg/kg AF con Sc a las 85 semanas de edad, 72
semanas de intoxicacion.
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Figura 41. Ureteritis linfocitica. AF con EQ: 800 mg/kg. Letras diferentes indican diferencias

estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).

Para la ureteritis linfocitica no se observaron diferencias significativas en el caso de

los tratamientos que recibieron EQ, como se observa en la figura 41 sin embargo esta

lesion prevalece en la mayoria de los casos.
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Figura 42. Ureteritis linfocitica. AF con NAC: 800 mg/kg. Letras diferentes indican diferencias

estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).

91



Para los grupos que recibieron NAC con la AF, significativamente hubo disminucion

de la lesién en el grupo que recibié 1.5 mg/kg de AF y aumento en el grupo que recibio

0.5 mg/kg de AF, que se sefiala en la figura 42.
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Figura 43. Ureteritis linfocitica. AF con Sc: 5 mg/kg. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas segun prueba LSD protegida de Fisher; (a=0.05).

En el caso de Sc, hubo disminucidn significativa en los tres grupos a los que se les

administré Sc, lo que se puede apreciar en la figura 43 y en la figura 44, se sefiala esta

lesion.
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Figura 44. Rifion, H&E, 100X. Ureteritis linfocitica. El asterisco se ubica inmerso en e
abundante infiltrado inflamatorio por linfocitos y en algunas ocasiones se acompafia por
heterofilos.
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5. DISCUSION

La EQ, la NAC y el Sc, son sustancias que se han empleado por la industria alimentaria
con diferentes fines, en esta investigacion se estudiaron los efectos histopatoldgicos de la
exposicion dietética crénica a tres dosis de AF (0.5, 1.0, 1.5 mg/kg), y su interaccién con
la EQ (500 mg/kg), NAC (800 mg/kg) y Sc (5 mg/kg), hasta las 72 semanas. El analisis
histopatolégico del higado y el rifion revel6 que la exposicion dietética a AF condujo a
alteraciones degenerativas, inflamatorias y en el metabolismo de los lipidos, con las tres
dosis de AF y al adicionarles el quimioprotector hubo disminucién de estas con algunos
niveles de AF.

En el caso de la administracion de AF en sus diferentes dosis como se observa en
las figuras de la 17 a la 39, los grupos que recibieron la AF se comportan de acuerdo a lo
reportado por diversos autores como Fernandez et al., en 2007, que reportaron cambios
en la arquitectura tisular del higado como las vacuolas de grasa contenidas en el
citoplasma de los hepatocitos, consistentes con los obtenidos en esta investigacion, dicho
cambio se present6 al afiadir en la dieta de aves de postura (Leghorn blanco), de 27
semanas de edad, AF en dosis 2.5 y 5 mg/kg de alimento durante 32 dias, asi mismo
describen otras lesiones en el higado de las aves como la proliferacion de ductos biliares,
ausentes en esta investigacion. En los rifiones observaron cariorrexis y picnosis de los
nucleos de los tubulos proximales, dichos cambios no fueron significativos en este trabajo.
Otro trabajo experimental consisti6 en administrar a aves de postura de 9 semanas de
edad (Leghorn blanca), AF en concentraciones de 2.5, 3.13 y 3.91 mg/kg de alimento
durante 40 semanas, tiempo mas cercano a la duracién de esta investigacion, los
hallazgos anatomopatoldgicos que reportan para higado fueron: la degeneracién vacuolar
en hepatocitos y el infiltrado inflamatorio mononuclear, ambos consistentes con lo descrito
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en este trabajo excepto la hiperplasia de ductos biliares. Para los rifiones examinados, los
cambios fueron la degeneracion tubular y la infiltracion de células mononucleares
(Chauhan y Pandey, 2007), ambos coinciden con los hallazgos en riidn de esta
investigacion, también reportan necrosis, aunque en este trabajo experimental no fue
significativa su presencia. En el caso de las lesiones por la AF sola, se puede observar
como coinciden dichas lesiones por las descritas por la literatura, la mayoria siguen un
aumento ascendente en conjunto con el tiempo, conforme aumentan las semanas estas
aumentan.

Respecto a los quimioprotectores por si solos se observo que en la mayoria de los
grupos que a los que fueron administrados no causaron lesiones, sin embargo en el caso
de la inflamacién linfocitica la lesiéon en algunos grupos de rifién e higado, se presenté, al
aplicarse por si solos, las aves presentaron aumento en la presencia de nefritis linfocitica,
y ureteritis con el mismo tipo de infiltrado inflamatorio y ocasionalmente heterdéfilos lo que
nos permite decir que son lesiones consistentes con algun otro tipo de agente y que no
esta asociada a la interaccion con los protectores, ya que no hay reportes de que alguno
de los quimioprotectores generen este tipo de patron en la respuesta inflamatoria (Abdul-
Aziz, 2016), ademas de la nefritis intersticial y la ureteritis, también algunos casos
presentaron nefritis tubular ascendente, ademas en el higado se observé el misma patron
de respuesta inflamatoria.

La esteatosis se increment6 significativamente cuando se dieron en conjunto la AF y
la EQ, esto concuerda con la literatura que sefiala que la exposicion dietética subcrénica a
la EQ en niveles superiores a 10 mg / kg de peso corporal / dia interrumpe el metabolismo
de los lipidos hepaticos a través de la degradacion de la B-oxidacion de los acidos grasos,
lo que lleva a un aumento de la deposicion de lipidos y la esteatosis, esto en ratones

BALB / ¢ (Bernhard et al. 2018).
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La NAC logré6 mejoria en la presentacion de las lesiones significativas; como es
sabido los mecanismos de lesion hepética son causados por una gran cantidad de
factores, sin embargo la gran mayoria implican lesiones oxidativas en membranas
celulares y orgénulos, proteinas, enzimas y lipidos, NAC provee de proteccién contra
lesiones oxidativas y enfoques capaces de mantener una adecuada saldo redox (Kivia,
2015), sin embargo en el caso de la interaccion de esta con la dosis de 0.5 mg/kg de AF,
se observd que al incluird con esta dosis que es la menor de los tres tratamientos, la
degeneracion tubular aumentd; recapitulando, tenemos que la degeneracion hidrépica, es
la expresion mas comun y fundamental de la lesion celular, ademas los tubulos son de las
células mas vulnerables a padecerla, sin embargo si se restaura el oxigeno adecuado a
las células y la lesién de la membrana se repara antes de que se alcance un cierto punto,
el "punto de no retorno", la mayoria de las células pueden restablecerse a su funcion
normal o casi normal. La degeneracion tubular se produce en respuesta a la pérdida de la
homeostasis de la célula secundaria a lesiones mecanicas, hipoxicas, toxicas, radicales
libres, viral, bacteriana y lesiones inmunomediadas (Maxie 2015), en este caso el
incremento en la lesion pudo deberse al estrés oxidativo que se gener6 en la aves durante
el experimento y no directamente a la NAC, por ejemplo los resultados obtenidos en un
estudio realizado por Valdivia et al., (2001), realizado en pollos de engorda, intoxicados
con AFB;,, sugieren que la ingesta de NAC disminuye la gravedad de los efectos téxicos
de estas asi como la mejora de parametros productivos y puede ser utilizada para
prevenir los efectos de la ingestion de AFB;. Thong-ngam et al. (2007), comprobaron que
la adicion NAC en la dieta atenud el estrés oxidativo medido en el aumento o disminucién
de GSH y mejoro la histologia hepética en ratas con esteato-necrosis no alcohodlica

Sc ofrecié en la mayoria de los tratamientos logré disminuir las lesiones inducidas
por la AF como ha sido reportado por la literatura, algunos autores han demostrado que

los componentes de la pared celular de Sc, llamados manano-oligosacaridos (MOS),
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después de la esterificacion, son capaces de fijar mas del 95% de AFB;. La adicion de
glucomananos al 0,05% adicionado a la dieta mejor6 el rendimiento del pollo de engorda
(Aravind et al. 2003). Otros autores coinciden en que Sc puede usarse como adsorbente
efectivo de micotoxinas en pollos de engorda (Ortatatli, 2005; Kusumaningtyas et al. 2006;
Oelshlaeger, 2010; Pizzolitto et al. 2013; Razzaghi-Abyaneh, 2013). Otros trabajos han
usado a Sc en adicion con selenio, logrando también la mejora de algunos parametros
productivos en pollos de engorda intoxicados con 0.07 mg/kg de AFB; por 42 dias
(Fernandes et al. 2013). También se ha empleado en gallinas reproductoras con éxito

(Matur et al. 2010).
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6. CONCLUSIONES

Los quimioprotectores Etoxiquina, N-acetilcisteina y Saccharomyces cerevisiae en la
mayoria de las interacciones con las diferentes dosis de aflatoxinas lograron disminuir o
mantener sin avance las lesiones microscopicas en el higado y los rifiones de las aves de

postura.

Las lesiones que se observaron en los grupos que sélo recibieron el quimioprotector no

estan directamente asociadas a su uso.

Emplear los quimioprotectores previene el avance de las lesiones histopatolégicas en el

higado y los rifiones de las aves de postura.
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Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN). Molécula compleja, integrante de los cromosomas,
que almacena la informacién hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las
bases de purina y pirimidina; esta informacién se traduce en la sintesis de las proteinas,
por lo que es determinante de todas las caracteristicas fisicas y funcionales de las células
y del organismo.

Aflatoxicosis. Intoxicaciébn producida por el consumo de sustancias o alimentos
contaminados con aflatoxinas.

Aflatoxinas. Micotoxinas producidas en pequefias concentraciones por hongos del
género Aspergillus spp., principalmente.

Agente adsorbente. Es una sustancia que tiene la capacidad de adsorber toxinas u otras
sustancias; el agente retiene atomos, iones o moléculas en la superficie de un material.
Esto se contrapone a la absorcion, que es un fenémeno de volumen.

Aglutinantes. Sustancias que mantienen unidos productos combinados, particulas o
mezclas, las cuales son utilizadas especialmente en la produccién de alimentos.

Atrofia. Disminucién importante del tamafio de la célula y del érgano del que forma parte,
debido a la pérdida de masa celular. Las células atréficas muestran una disminucién de la
funcion, pero no estan muertas.

Biodisponibilidad. Grado y la velocidad con que una forma activa (el farmaco o uno de
sus metabolitos) accede a la circulacion, y alcanza de esta manera su lugar de accion.
Biotransformacion. Cualquier transformacion quimica de una sustancia producida por
organismos Vvivos 0 por preparaciones obtenidas de éstos. Conversion de un quimico

desde una forma a otra por un organismo bioldgico.
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Carcinogénico. Habilidad de una sustancia para causar cancer.

Cepa. Conjunto de microorganismos derivados de las multiples divisiones de una célula
inicial.

Citocromo P450 (sistema de). Encontrado en la mitocondria adrenal y en los microsomas
hepaticos, es una cadena de transporte de electrones en la cual el componente terminal
es el citocromo P450; este sistema participa en la destoxificacion de sustancias extrafias
por alterarlas para aumentar su solubilidad y facilitar la excrecion. El término abarca un
gran nimero de isoenzimas que son codificadas por una superfamilia de genes. Término
relacionado, monooxigenasa, oxidasas de funcion mixta, reacciones de fase I.

COS. Numero de capsulas, de érganos y sobrantes.

Fibronectina. Glicoproteina de unos 440 kDa que puede presentarse en forma
monomeérica o dimérica y esta presente en la matriz extracelular (MEC) de la mayoria de
los tejidos celulares animales. Es soluble y circula por la sangre donde parece
incrementar la coagulacion de la sangre, la cicatrizacion y la fagocitosis.

Flavina (7,8-dimetil-isoaloxazina). Es una base nitrogenada cuya cadena principal es
una sustancia heterociclica nitrogenada de tres anillos y dos grupos oxo, conocida como
isoaloxazina. Interviene en muchas reacciones bioquimicas de transferencia de
hidrégeno.

Genotoxicidad. Capacidad para causar dafo al material genético; el dafio puede ser tipo
mutageno o carcindgeno.

Glutatién reducido (GSH). Tripéptido no proteinico; es un antioxidante cuya funcién es la
de mantener la estabilidad de la membrana, reducir los factores de estrés oxidativo y las
especies de oxigeno reactivas que se producen a partir del proceso de peroxidacion de
lipidos.

Hepatotoxico. Sustancia nociva para las células del higado.
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Hiperplasia. Incremento del nimero de células de un érgano o tejido. Estas células
parecen normales al microscopio. No son cancerosas, pero se pueden volver cancerosas.
Hormesis. En toxicologia, la hormesis (del griego 0pudw "estimular") es un fenémeno de
respuesta a dosis, caracterizado por una estimulacion por dosis baja y una inhibicién para
dosis altas, que resulta en una curva de respuesta a nuevas dosis en forma de J o de U
invertida. Un contaminante o toxina que produzcan el efecto de hormesis tiene, pues, a
bajas dosis el efecto contrario al que tiene en dosis mas elevadas. Es una caracteristica
de incontables medicamentos: con las dosis recomendadas tienen un efecto curativo,
pero en caso de sobredosis se dan efectos dafinos para la salud.

Intoxicacién. Proceso patolégico, con signos y sintomas clinicos, causado por una
sustancia de origen exdgeno o endogeno.

Metabolito. Cualquier producto intermedio o final resultante del metabolismo. Término
relacionad con la biotransformacion.

Micotoxina. Metabolito secundario téxico, de composicion variada, producidos por
organismos del reino fungi; suele referirse a sustancias toxicas producidas por hongos
gue afectan a animales vertebrados en bajas concentraciones.

Mutagénico. Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en
el genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o de
cromosomas o de parte de los mismos. Perturba a la secuencia de bases del ADN y
causa una mutacién; con frecuencia son quimicos pero pueden también ser fuentes de
energia tales como la luz ultravioleta.

Nefrotoxico. Sustancia nociva para las células de los rifiones.

Necroinflamatoria. Consiste en la necrosis de los hepatocitos vecinos al espacio porta la
lesiébn fundamental para valorar el dafio histolégico en la hepatitis cronica (proceso

inflamatorio), conociéndose indistintamente esta lesion como necrosis periportal, necrosis
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de la ldmina limitante y mas recientemente como necrosis de la interfase del tejido
conectivo del espacio porta y los hepatocitos.

Secuestrantes. Compuestos quimicos que tienen la propiedad de poder asociarse a los
iones de los metales formando complejos estables, también se les llama agentes
guelantes.

Teratogénico. Agente que por administracion a la madre en periodo prenatal induce
malformaciones estructurales o defectos en la descendencia.

Tiol. Es un compuesto que contiene el grupo funcional formado por un atomo de azufre y
un atomo de hidrégeno (-SH). Siendo el azufre analogo de un grupo hidroxilo (-OH), este
grupo funcional es llamado grupo tiol o grupo sulfhidrilo. Tradicionalmente los tioles son
denominados mercaptanos.

Toxicidad. Capacidad para producir dafilo a un organismo vivo, en relacion con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracién y su
distribucién en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones

intervinientes.
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