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RESUMEN

Ante el hallazgo de signos clinicos, lesiones macro y microscopicas compatibles
con los producidas por aflatoxinas en varios casos de muerte de animales, cuya dieta era
cubierta por cereales que previamente habian sido almacenados, fue necesario investigar
si en las condiciones de conservacion en las silos se producian estas toxinas.-

Se obtuvieron muestras de maiz y trigo provenientes de plantas almacenadoras de
cereal de la zona norte de la provincia de La Pampa y fueron analizadas por el método de
cromatografia en capa delgada, para dosaje de aflatoxinas By, B,, G; y G;. En un 10 % se
detect6 aflatoxina B,, en cantidades que oscilaban entre 2 y 4 pgr por kilo de muestra.-

Se elaboré una dieta que contenia la misma concentracion de afllatoxina
encontrada con la que se alimentaron ratones con el objeto de medir el ritmo circadiano
en las células epiteliales del duodeno, sin encontrarse variaciones significativas.-

Estos resultados llevaron a concluir que muchos casos de intoicacion ocurridos
pueden corresponder a condiciones de almacenamiento traslado o industrializacion de los
granos.
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ABSTRACT

Clinical signs, gross and histological lessions aflatoxins contaminate food
compatibles in many cases of animal death, whose the principal component of theirs diets
was stored cereal was found. It was the reason for investigate if that toxins was produced
in the north of La Pampa silo’s storage conditions.-

It was obtained wheat’s and maize’s corn samples in the closed silos of that
region and were tested for aflatoxins B;, B,, G, y G; by the thin layer chromatography
method. In 10% of the samples, aflatoxin B, levels between 2 to 4 pgr/Kg of cereal were
detected.-

A aflatoxin with the found conc contaminate diet was elaborated, and it was
administrated to mice in standard conditions, for evaluate circadian rhytthm variation in
duodenum enterocites, it was nt found significative changes.-
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INTRODUCCION v .

Las aflatoxinas son metabolitos toxicos por contacto o por ingestion, producidos
por hongos del género Aspergillus y Penicillum en condiciones ambientales favorables.
Este habitat lo encuentran principalmente en los cereales y sus derivados (6), y las
toxinas pueden producirse tanto en el cultivo, como en el almacenamiento o durante la
industrializacion.-

Los factores facilitadores principales que deben considerarse son la tempertura,
humedad, proporcién de oxigeno y de didxido de carbono.-
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La temperatura y humedad son inversamente proporcionales en su accién y varian
de acuerdo con el hongo productor, entre 30 y 21 °C y un a, entre 0,84 y 0,94 (a,~
relacion entre presion parcial del vapor de agua del alimento y presion de vapor de agua a
esa temperatura). Es por esto que se establecen niveles de humedad de seguridad en los
distintos granos, para el maiz se admite una humedad maxima de 14,5%, con un a,, entre
0,65 y 0,70 (15). El pH también influye, aunque algunos hongos crecen a pH por debajo
de 4.-

Los dafios a los granos por la accién de pajaros, artropodos y roedores, permiten
el acceso directo de los hongos y la produccion acelerada de toxinas.

La proporcién de O, y CO, también influye, siendo ambos inversamente
proporcionales en su accién facilitadora de crecimiento, ya que los hongos son
aerdbicos.-

La génesis de toxina también depende de la variedad de Aspergillus productor y
de la competencia microbiana.-

El tiempo de almacenamiento, as{ como la cantidad de hongos, favorecen
directamente la formacion de toxinas, asi como también las corrientes de aire caliente
dentro del silo y el acumulo en el tiempo de cereal en los lugares de salida y transporte
del mismo(11).-

Resumiendo, las condiciones basicas son: el sustrato, el hongo, la competencia
microbiana y las condiciones ambientales. Es por ello que para determinar la toxicidad
de un alimento enmohecido se necesita medir la concentracién de toxina en el mismo
(10).-

Estas sustancias actian de distintas formas, lesionando el organismo tanto animal
como humano, ya sea disminuyendo la inmunidad celular (13)(14)., produciendo desde
toxicidad aguda hasta enfermedades de curso cronico incluyendo neoplasias
principalmente hepaticas(2); también alteraciones en el desarrollo prenatal, muerte o
distocias(9).-

En nuestro pais los primeros antecedentes registrados sobre micotoxinas son los
referidos a un problema surgido en 1967 a raiz de la exportacién de mani a Inglaterra(16),
posteriormente se llevaron a cabo estudios sobre muestreo, metodologia analitica y
delimitacién de zonas geograficas de acuerdo con la temperatura media anual y las
precipitaciones pluviales, para establecer un cuadro comparativo con otras zonas del
mundo donde se conocia la incidencia de estas toxinas.-

Se realizaron estudios en varias provincias, encontrandose una gran
contaminacién en Cérdoba y Santa Fe con Aspergillus y aflatoxibas en girasol y maiz(8).-

La toxicidad de las aflatoxinas dependen de la edad, sexo, especie, via de
administracién y dosis, siendo los patitos de un dia los animales mas susceptibles, por €]
las ratas de sexo macho son mas sensibles, asi como los anifmales de menor edad. Cuando
la dosis es minima pero se prolonga en el tiempo se producen alteraciones de
coagulopatias, hipoproteinemia, inmunosupresion o bien neoplasia hepética (adenomas o
adenocarcinoma).-

En varios casos de patologias bovinas que llegaron como consulta a la Catedra de
Patologia General de la Fac. de Cs. Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa,
se encontraron lesiones que indicaban una intoxicaciéon con aflatoxinas. En general los
bovinos provenian de la zona norte de esta provincia y consumian cereales como parte de
su dieta, los hallazgos histopatolégicos fueron los mas significativos y coincidentes y
consistian en necrosis centrolobulillar y proliferacion incipiente de conductillos biliares,
algunos presentaron enterorragia leve, especialmente de intestino grueso. Debido a que el
lugar donde con mas frecuencia se producen las toxinas es durante la conservacion en los
silos, fue donde se comenzd la busqueda.-

Hasta ese momento no se habian realizado estudios sobre la presencia de
micotoxinas en esta provincia.-
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Se muestrearon silos que contenian trigo y luego maiz, de la zona norte de la
provincia de La Pampa. Esta zona se eligié debido al origen de los animales enfermos y
también porque posee la caracteriastica de que alli se encuentra la mayor concentracion
de las plantas cerealeras, concomitante con la mas alta produccion agricola, como asi
también las condiciones climaticas favorables en cuanto a humedad y temperatura.-

Debido al mecanismo por el cual las aflatoxinas se unen a las macromoléculas,
especialmente 4cidos nucleicos y nucleoproteinas, produciendo carcinogéneseis,
teratogénesis, inhibicién mitdtica e inmunosupresién (10), fue de interés medir el ritmo
circadiano en células epiteliales de duodeno de ratones para establecer si ocurrian
variaciones. Para ello se los aliment6 con balanceado intoxicado con las concentraciones
halladas en los silos estudiados de Aflatoxina B, (7) (5) (17).-

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO EN SILOS:

Se recolectaron 50 muestras de plantas almacenadoras de cereales que estaban
activas en el momento del muestreo, en silos cerrados, distribuidas en la zona delimitada
al norte, oeste y este: los limites politicos de la Provincia de La Pampa; al sur: ruta
nacional 143 hasta General Pico, ruta provincial 1 hasta el cruce con ruta provincial 4 y
por esta hasta el limite politico de la provincia de La Pampa.-

Estos muestreos se realizaron durante el segundo semestre de 1995 obteniéndose
muestras de maiz y en el primer semestre de 1996 muestras de trigo.-

En las plantas donde el cereal es ciclado o removido periédicamente se tomaron
las muestras después de la remocion.-

En los establecimientos donde no se realizaban movimientos el cereal se
obtuvieron en los camiones en el momento de descarga del silo, utilizando en todos los
casos calador de profundidad en 5 partes de cada lugar de extraccién (submuestras), de
acuerdo con las Normas COPANT (12).-

TAMANO DE LA MUESTRA: 10 KG por planta.-

MANEJO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO:

. Molienda con molino con malla de 14 mesh.

Reduccion de la muestra hasta 2 Kg utilizando cuarteador.
Segunda molienda con malla de 20 mesh.

Segunda reduccién hasta tamarfio de 250 gr utilizando el cuartedor.
Embolsado y conservacion en freezer hasta su analisis.

CUANTIFICACION DE MICOTOXINAS:

Se utiliz6 el método de la AOAC Official Method 993.17 (18) cuyo principio se basa en:
extraer las aflatoxinas de las muestras con metanol-agua y diluirlas en solucién de cloruro de
sodio, extraer la parte oleosa con hexano, separar las micotoxinas por evaporacion en rotavapor, y
cuantificada por thin layer chromatography (TLC) (cromatografia en capa delgada) en placas de
silicagel 60 con estimacion visual.-

EVALUACION DE LA INCIDENCIA DE LAS AFLATOXINAS. EN EL RITMO DE
CRECIMIENTO CELULAR (CIRCADIANO):

Los ensayos fueron realizados con ratones de la cepa C3H-S, con un alto grado de
consanguinidad.-

Se efectud un disefio experimental donde se formaron tres grupos, cada uno con
doce ratones de la cepa C3HS, con individuos escogidos al azar del sexo hembra y 34
dias de edad. Al grupo intoxicado (GI), se le dié alimento balanceado comercial (sin
niveles dosables de Aflatoxinas), al que se contamin6 con Aflatoxina B, (4 gr /Kgr de
alimento), esto se realizé humedeciendo los pellets con una solucién de las toxinas en
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cloroformo: acetona: agua (88:12:1,5), solvente recomendado por la AOAC, conteniendo
la cantidad necesaria de toxina para lograr la concentracion descripta. Luego se evaporo
el solvente.-

Al grupo testigo de solvente (GTS), se lo aliment6 con el mismo balanceado, pero
remojado en la cantidad de solvente empleado para el GI, y también previa evaporacion.-

Al grupo testigo (GT) se lo aliment6é con balanceado sin ningun agregado. La
ingestién de agua y alimento fu¢ ad-libitum.-

Desde su nacimiento se los colocd en condiciones estandarizadas para el analisis
de periodicidad (3) (4), en cuartos con temperatura estable (22 mas menos 1°C) y
sometidos a un régimen de iluminacién artificial de 12 horas alternados con 12 horas de
oscuridad.-

Se sacrificaron por descerebrado previa inoculacién de colchicina 4 horas antes
(Colcemid: Imgr/gr de peso), 4 animales de cada grupo, los dias 10, 20 y 30 de iniciada
de la intoxicacion. Cada dia se sacrificaron dos ratones de cada grupo a las horas 08:00
12:00.(5).-

Se tomaron muestras de la region del duodeno (0,5 cm), colocandolas en formol
bufferado al 10%, la tincidn usada fué Hematoxilina-Eosina y se observaron por
mmersion.-

Se contaron las metafases colchicinicas de 140 campos, controlando el numero de
nucleos en 15 campos, para calcular el indice mitdtico que serd expresado en metafases
colchicinicas por mil nicleos.-

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados nos han servido para demostrar la presencia de aflatoxinas en las
condiciones de almacenamiento, asi como para formular nuevas hipoétesis.-

Los niveles de contaminacion en los silos de la zona norte de la provincia de La

Pampa figuran en el cuadro N° 1. En un 10% de las muestras se detecté Aflatoxina B1,
cuyos valores oscilaban entre 2 y 4 pgr/Kg de muestra.-

Cuadro N° 1.- SILOS CONTAMINADOS CON MICOTOXINAS

N° de muestra Aflatoxinas (ug/kg) Zearalenona (ug/Kg)

2 3,4 0
5 4,0 0
6 2,4 0
10 23 0
13 2,5 0

Las concentraciones de micotoxinas halladas no fuerpn de la magnitud que
representara un peligro inmediato desde el punto de vista de la salud humana como
animal, asi como en vista a las exigencias de los organismos internacionales y paises
compradores. No obstante se debera seguir investigando para comprobar los efectos
subclinicos de estas concentraciones.-

Esto lleva a pensar que los casos de intoxicaciones ocurridos previamente,
durante y luego del periodo de analisis de este trabajo, pueden corresponder a condiciones
de almacenamiento, traslado e industrializacion de los granos. Estudios que sera necesario
realizar ante la sospecha de futuras intoxicaciones.-
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En el ritmo circadiano no hubo variaciones significativas con respecto a lo
descripto en la bibliografia.Se empleé para su anélisis el método de comparacion de
medias utilizando los desvios standard de las medias. Los resultados obtenidos figuran en
el cuadro N° 2.-

Cuadro N° 2.- Efecto de la intoxicacion con alflatoxina B, en ratones hembra de
34 dias de edad. (cepa C3H-S)

X MC/1000 N +/- s (n)

Dia 10 post in. Intox. Dia 20 post. In. Int. Dia 30 post in. Int.

X +/-s(n) %V X +/-s(n) %V X +/-s (n) %V
GT 193,7 +/- 12,9 (4) 190,7 +/- 15.1(4) 168,6 +/- 11,4(4)
GS 189,5 +/- 11,3(4) 168,5 +/713,4(4) 197,7 +/- 14,8(4)
GI 178,9 +/- 13,5(4) 163,3 +/- 12,5(4) 189,7 +/- 13,3(4)

X' MC/1000 N: Media de las metafases colchicinicas cada 1000 nucleos

Post. In. Int.: post iniciacién de la intoxicacion

GT: Grupo testigo

GS: Grupo alimentado con balanceado mas solvente

GI: Grupo alimentado con balanceado contaminado con 4 ug/Kg de aflatoxina B,

Los valores arriba expuestos corresponden a la media de los recuentos efectuados en dos
grupos de 2 individuos cada uno, sacrificados a las horas 08:00 y 12:00 del dia
enunciado.-

El analisis estadistico para comparacion de medias utiliza el siguiente criterio:

Si[X;—Xs]es>(sm + Sm2)

Entonces la diferencia de las medias es significativa

S1[ Xy —Xz] es <(sm + 8m2)

Entonces la diferencia de las medias no es significativa

Comparamos todas las medias con respecto al GT (grupo testigo), no hallando
diferencias significativas.-

Los valores obtenidos indican que en las concentraciones halladas en los silos
cerrados, la aflatoxina B, no modifica el ritmo circadiano en los enterocitos de la regiéon
duodenal, de lo que podemos deducir que son cantidades detoxificadas suficientemente
por el higado, sin llegar a producir cambios celulares.-
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