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RESUMEN.

Los productos agricolas, durante su produccion, cosecha y almacenamiento, pueden
ser invadidos por hongos. Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por
hongos bajo condiciones subdptimas y de estrés, estos metabolitos toxicos pueden
enfermar o matar a los animales que los consumen. Las ocratoxinas constituyen el segundo
grupo de micotoxinas caracterizadas después de las aflatoxinas. La ocratoxina A (OTA), es
capaz de causar efectos adversos en la salud animal y la poblacién humana, recibiendo una
especial atencion debido a su marcado efecto nefrotoxico. La tendencia mundial es limitar
la presencia de estas toxinas estableciéndose Limites Maximos Residuales en alimentos de

origen vegetal y animal de consumo humano.

En este trabajo, se planted realizar un estudio de deplecion de OTA en tejidos
comestibles de aves broiler. Para esto se utilizaron 42 pollos broiler de 36 dias de edad con
un peso vivo promedio de 2 kg, definiéndose en una primera etapa una dosis de ingesta que
permitiera realizar su cuantificacion en tejidos posterior a su exposicién. Para esto se
estimaron 3 dosis orales (125, 166 y 250 pg/kg de peso vivo), administradas mediante una
sonda directamente al buche. Cada grupo estuvo formado por 3 pollos a los cuales se les
administrd la OTA cada 24 horas por 3 dias, ademas, se contd con un grupo control de 3
animales. Los animales fueron sacrificados 24 horas después a la Gltima exposicion y se
obtuvieron muestras de musculos pectorales, higado, corazon, estomago muscular y rifién.
Las muestras fueron analizadas mediante la técnica de HPLC con detector de
fluorescencia. Debido a que con estas dosis no se lograron concentraciones en el tejido
muscular mayores al Limite de Cuantificacion de la técnica, se decidié aumentar el nivel
de exposicién a 750 ug/kg, pero en dosis Unica; ésta se administré a un grupo de 18 pollos
y se obtuvieron muestras a partir de 3 pollos en cada uno de los siguientes tiempos 12, 24,
48, 72, 96 y 120 horas post inoculacion, detectandose concentraciones de ocratoxina A
hasta 4 dias posteriores a la exposicion. Ademas, se consideré con un grupo control de 12
animales, desde los que se obtuvieron muestras de los mismos tejidos en cada uno de los

tiempos de muestreo.



SUMMARY.

Agriculturalists products, during its production, harvest and storage, can be invaded
by fungi. Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi under subideal
conditions and stress. These toxic metabolites can fall ill or kill animals who consume
them. The ochratoxins are the second group of mycotoxins characterized after the
aflatoxins. The ochratoxin A (OTA) can cause adverse effects in the animal and human
health, receiving a special attention due to its marked nefrotoxic effect. The world trend is
to limit the presence of these toxins being established a Maximum Residual Limit in food

of vegetable and animal origin, of human consumption.

In this experience, was proposed to carry out a study of depletion of OTA in eatable
tissues of broiler chicks. For this study, was used 42 broiler chicks of 36 days old and their
average live-weight was 2 kg, being defined in the first stage a dose of ingestion that
allowed to do this quantification in tissues after its exposition. For this, 3 oral doses were
estimated (125, 166 y 250 pg/kg of live weight), administered by a probe directly to the
maw. Every group was consist of 3 chicks which were gave the OTA every 24 hours for 3
days. In addition, was considered with a control group of 3 animals. The animals were
sacrificed 24 hours after the last exposition and samples of muscle, liver, heart, muscular
stomach and kidney were obtained. The samples were analyzed by means of the technique
of HPLC with fluorescence detector. Due to the fact that with these doses concentrations in
the muscular tissue were not greater than Quantification Limit of technique, was decided to
increase the level of exposition to 750 pg/kg in a unique dose. It was administered to a
group of 18 chicks and were obtained samples from 3 chicks in each of the following times
12, 24, 48, 72, 96 y 120 hours post inoculation, detecting concentrations of ochratoxin A
up to 4 days after the exposition. In addition, was considered with a control group of 12

animals who were obtained samples of the same tissues in each time of sampling.



INTRODUCCION.

Los hongos son capaces de colonizar los mas variados sustratos, influyendo y
afectando la vida de animales y humanos. Ellos son capaces de expresar su potencial
bioldgico en productos de origen vegetal, que constituyen la base de la alimentacion en la
produccion animal. La colonizacion de los alimentos por hongos, muchas veces son
consecuencia del mal manejo durante la cosecha de granos y sobre todo en el
almacenamiento, generan pérdidas econdémicas, debido, entre otras cosas, a la disminucién

en la calidad nutritiva de éste y cambios en las condiciones organolépticas.

Algunos hongos, bajo ciertas condiciones ambientales, producen metabolitos
secundarios denominados micotoxinas, las cuales al ser consumidas por los animales a
través del alimento contaminado, afectan sus pardmetros productivos, producen dafios en

sistemas y 6rganos e incluso pueden llevar a la muerte del animal.

Los efectos de las micotoxinas dependen del tipo de toxina, especie animal
involucrada, edad y nivel de contaminacion de los alimentos, produciendo cuadros toxicos
crénicos y agudos. Por otro lado, debido a la cinética de distribucion de estas micotoxinas,
ellas pueden acumularse en los tejidos y 6rganos de los animales expuestos, constituyendo,

a través de la cadena alimenticia, un problema de Salud Publica.

Las micotoxinas pueden producir en el hombre alteraciones en diversos sistemas y
organos y hasta la fecha existe evidencia para tres de ellas de ser potencialmente

cancerigenas (aflatoxina B1, fumonisinas y ocratoxina A).

Respecto a la ocratoxina A (OTA), ésta es producida principalmente por hongos
del género Aspergillus y Penicillium y se describe ademas, como una potente nefrotoxina.

Entre las especies mas susceptibles a esta micotoxina se encuentran los cerdos y las aves.

Por lo anterior, la tendencia en las reglamentaciones internacionales respecto a la

presencia de OTA, es regular la aparicion de sus residuos en alimentos de origen animal
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gue van a consumo humano. En Chile, las regulaciones sobre residuos de micotoxinas en

diferentes especies productivas, no tienen considerado el control de la OTA.

Este estudio pretende determinar el tiempo de eliminacion de la OTA en tejidos de
pollos broiler de 36 dias de edad expuestos experimentalmente a esta micotoxina. Para
esto, previa y experimentalmente, se determin6 una dosis que no produjera
manifestaciones clinicas ni muerte en el animal y que ademas, generara una acumulacion
en los tejidos suficiente para realizar un seguimiento de las concentraciones por un periodo

superior a 24 horas.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

Hongos y los alimentos.

Los productos agricolas, durante su produccidn, cosecha y almacenamiento, pueden
ser invadidos por diversos organismos, siendo los hongos filamentosos uno de los
principales responsables de los problemas inherentes a la produccion de cereales (ICMSF,
2001).

Estos hongos pueden ser divididos, dependiendo de la etapa en que afectan al
producto vegetal, en dos grandes grupos: hongos de campo y hongos de almacenamiento.
Los hongos de campo, estan presentes en los granos antes de su recoleccion y pueden ser
patdgenos o comensales. Para su crecimiento requieren niveles de actividad de agua (aw)
superiores a 0,90, lo que equivale al 20-25% de humedad en el peso total del grano. Entre
los principales dafios provocados se incluyen manchas, excoriaciones, decoloraciones,
pérdidas en la capacidad de germinacion de semillas y la produccién de toxinas. Estas
toxinas se denominan micotoxinas y constituyen uno de los principales problemas
causados por hongos (ICSMF, 2001).

Entre los principales hongos de campo con capacidad toxigénica, es decir, que
poseen la potencialidad de producir toxinas en los sustratos vegetales, son las especies

pertenecientes a los géneros Fusarium, Alternaria, y Cladosporidium (Carrillo, 2003).

Con respecto a los hongos de almacenamiento, se caracterizan por no presentar una
invasion importante antes de la recoleccion del grano y tienen su origen en los
contenedores de transporte, cintas transportadoras, los sacos y los depdsitos de
almacenamiento. La actividad del agua es el parametro mas importante para su
crecimiento, requiriendo valores entre 0.68 y 0,90 o, un contenido de humedad minima en
el grano de 13-13,5%. Los principales hongos de almacenamiento son especies de los
géneros Aspergillus, Penicillium y algunos xeréfilos (Carrillo, 2003). Los principales

efectos que provocan son decolaraciones, olores anormales, pérdida de materia seca,
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cambios quimicos y nutritivos, calentamiento, apelmazamiento y produccion de toxinas
(ICSMF, 2001).

Otro factor que determina la presencia de hongos es la temperatura. Los hongos
pueden proliferar en un amplio intervalo de temperaturas y por lo general, la tasa de
crecimiento sera mayor mientras mayor sea la temperatura. A mayor temperatura, mayor es
la actividad de agua, siendo mayor la propension a la proliferacion de éstos (FAO, 2003).
Es por esto, que la mayoria de los hongos crecen mejor a temperatura ambiente en los
climas templados y tropicales, en el margen de 10 a 35°C. El género Aspergillus tiene su
margen Optimo a 30-40°C, mientras que el margen es menor para Penicillium (20-30°C)
(CAST, 2003).

Por otra parte, los insectos y artropodos también contribuyen al deterioro bioldgico
de los cereales e influyen en la proliferacion de hongos. La actividad metabdlica de
insectos y acaros generan un aumento del contenido de humedad y temperatura, en los
sustratos infestados. Ademas, actian como portadores de esporas y los hongos pueden
utilizar los residuos fecales de los artropodos como fuente de nutrientes. La proliferacion
de mohos, esta también determinada por las proporciones de oxigeno, nitrégeno y didxido
de carbono de la atmdsfera intergranular. Muchos hongos son capaces de crecer a
concentraciones de oxigeno muy bajas, mientras que en ambientes anaerobios se detiene el

desarrollo de estos organismos (FAO, 2003).

Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos
bajo condiciones suboOptimas y de estrés, a partir de unos pocos intermediarios del
metabolismo primario. Estas toxinas son moléeculas relativamente pequefias y suelen ser
especificas para un grupo de especies de un mismo género de hongo (Abarca et al., 2000).
Se ha determinado que cuanto mas compleja es la ruta biosintética de estos metabolitos,

mas restringido es el nimero de especies de hongos productores (Carrillo, 2003).



El término micotoxina nace en 1962 luego de una crisis veterinaria en Londres, en
que murieron aproximadamente 100.000 pavos. Cuando esta misteriosa enfermedad fue
relacionada con harina de mani contaminada con aflatoxinas producidas por Aspergillus
flavus, se sensibilizé el mundo cientifico a la posibilidad de que estos metabolitos podian

ser mortales (Bennett y Klich, 2003).

Las micotoxinas son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades
quimicas, bioldgicas y toxicologicas. Actualmente, entre 300 a 400 compuestos son
reconocidos como micotoxinas, dependiendo de la definicion usada y reconociendo que la
mayoria se agrupan en familias relacionadas quimicamente. De éstas, aproximadamente
una docena reciben atencion como posible amenaza para la salud animal y humana, debido
a que estos metabolitos toxicos pueden enfermar o matar a los animales que los consumen.

La afeccion que causan se denomina micotoxicosis (Bennet y Klich, 2003).

Un punto importante, es que la presencia de una micotoxina y el peligro asociado a
ella, solamente puede ser determinado después de la extracciéon e identificacion de la
misma, debido a que la sola presencia del hongo, no asegura que exista una micotoxina, asi

como también, la ausencia de hongos no asegura la ausencia de toxinas (Carrillo, 2003).

En el cuadro N° 1 se presentan las principales micotoxinas, junto a las principales

especies de hongos responsables de su produccién.



Cuadro N° 1. Micotoxinas y especies de hongos productores.

Micotoxina Especie

Aspergillus flavus Link
Aflatoxinas Aspergillus nomius kurtzman et al.

Aspergillus parasiticus Speare

Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense
Zearalenona Fusarium equiseti
Fusarium graminearum

Fusarium heterosporum

Fusarium culmorum

. Fusarium graminearum
Desoxinivalenol _
Fusarium poae

Fusarium sporotrichioides

Alternaria alternate
Fusarium fujikuroi
Fumonisinas Fusarium nygamai
Fusarium proliferatum

Fusarium verticilloides

Aspergillus alutaceus
Aspergillus alliaceus
Aspergillus carbonarius
) Aspergillus melleus
Ocratoxina ) )
Aspergillus niger
Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus sulphureus

Penicillium verrucosum

(Carrillo, 2003).




Micotoxicosis.

Son variadas las patologias producidas por consumo de alimentos contaminados
con metabolitos secundarios toxicos de caracter fungico. A estas alteraciones se les ha
denominado micotoxicosis, termino que fue definido como “intoxicacion del huésped
como consecuencia de la entrada al cuerpo de una sustancia téxica de origen fungico”
(Lépez, 1988). Las micotoxinas se encuentran ampliamente distribuidas en alimentos de
consumo humano y animal y se han relacionado con diversas enfermedades. Los efectos
clinicos pueden ser clasificados como hepatotdxicos, nefrotoxicos, neurotoxicos,
inmunotoxicos, segun el 6rgano o sistema que afectan en mayor proporcion (Bennet y
Klich, 2003).

La toxicidad esta influenciada por una serie de factores, entre ellos esta el tipo de
micotoxina, la concentracion que alcancen en el alimento, la biodisponibilidad, los
sinergismos entre las micotoxinas presentes, la cantidad de alimento consumido y la
continuidad o intermitencia en la ingestion. También esta influenciada por la edad, peso y

estado fisiologico del individuo que las consume (ELIKA, 2003).

Una micotoxicosis puede ser clasificada como primaria o secundaria. La primaria
se produce al consumir vegetales contaminados y la secundaria, se produce al ingerir carne

0 leche de animales alimentados con forrajes o granos contaminados (Carrillo, 2003).

La exposicion a micotoxinas puede producir toxicidad tanto aguda como cronica,
dependiendo de la cantidad y el tiempo de ingestion, con efectos nocivos a nivel de sistema
nervioso central, cardiovascular, respiratorio y digestivo, llegando incluso a causar la
muerte del individuo (FAO, 2003).

Los sintomas clinicos son en la mayoria de los casos poco especificos y dificiles de
identificar, como pérdida de peso, alteracion de la fertilidad, disminucion de la produccién
de leche, baja en la postura de huevos, entre otros (Lopez, 1988). También pueden actuar
como agentes cancerigenos, mutagenos, teratdgenos e inmunodepresores (CAST, 2003).



En el cuadro N° 2 se presentan los principales efectos que provocan las

micotoxinas.

Cuadro N° 2. Efectos tdxicos de las principales micotoxinas.

Micotoxina

Efectos toxicos

Aflatoxina

Hepatotoxicidad
Mutagenicidad
Teratogénesis
Carcinogénesis

Inmunosupresion

Ocratoxina

Nefrotoxicidad (necrosis tubulos renales)
Hepatotoxicidad

Carcinogénesis (adenoma y carcinoma renal)
Teratogénesis

Inmunosupresion

Tricotecenenos

Irritacion de piel y mucosas
Vomitos
Anorexia

Inmunosupresion

Zearalenona

Fallas reproductivas

Anorexia

Fumonisina

Edema pulmonar
Carcinogénesis

Anorexia

(ELIKA, 2003).
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Micotoxinas y sus reglamentaciones.

Segun un estudio de la FAO realizado el afio 2003, al menos 99 paises, que
representan el 87% de los habitantes del mundo, tienen reglamentos para las micotoxinas
en los alimentos y/o en las raciones (Figura N° 1). Todos los paises con reglamentaciones
tienen al menos limites reglamentados para la aflatoxina B; o para el total de las
aflatoxinas B, B,, G;, G,. Para otras micotoxinas también existen reglamentos especificos,
asi por ejemplo para la aflatoxina My, los tricotecenos deoxinivalenol y diacetoxiscirpenol,
las toxinas T-2 y HT-2; las fumonisinas B;, By, y Bs; el acido agarico; los alcaloides del
ergot; la ocratoxina A; la patulina; las fomopsinas; la esterigmatocistina y la zearalenona.
A esto se suman varios reglamentos desarrollados entre paises integrantes de comunidades
econdmicas (Australia/Nueva Zelandia, UE, MERCOSUR) (FAO, 2004)

Por otro parte, el Comité del Codex para Aditivos Alimentarios y Contaminantes de
los Alimentos (CCFAC), establecid en el afio 2003 normas para las aflatoxinas en los
manies sin procesar, para la aflatoxina My en la leche y para la patulina en el jugo de
manzana. Se ha elaborado una propuesta de norma para la ocratoxina A en el trigo, en la
cebada, en el arroz y en sus productos derivados y actualmente estan en discusion las

normas propuestas para el deoxinivalenol (DON) (FAO, 2004).

Clave del mapa
Reglamentos vigentes

No hay reglamentos vigentes

No existe informacién disponible
N M

\/"’/———- ==
Figura N° 1. Representacion mundial de paises con y sin reglamentos vigentes (FAO,
2004).
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Con respecto a Chile, para los productos destinados al consumo humano, existen
limites establecidos en el Reglamento Sanitario de los Alimentos, parrafo 3, articulo 169.
En este se fijan Limites Maximos Residuales (LMR) para zearalenona, aflatoxina M1 y
aflatoxinas totales (cuadro N° 3) (MINSAL, 1997). Ademas la Resolucion Exenta N°
707/1991 del SAG establecio LMR de aflatoxina para alimentos e ingredientes de consumo

animal (cuadro N° 4).

Cuadro N° 3. Limite Maximos Residuales fijados en Chile, para productos alimenticios
destinados a consumo humano en el Reglamento Sanitario de los Alimentos para

aflatoxinas y zearalenona.

Micotoxina LMR (ug/kg)
Aflatoxinas totales (B1+ B, + G; + Gy) 5
Aflatoxina M1 0,05
Zearalenona 200

(MINSAL, 1997).

Cuadro N° 4. Limites Maximos Residuales fijados en Chile para aflatoxinas (ug/kg) en
alimentos e ingredientes de uso animal.

Producto Bl B1+B2+G1+G2
Alimentos 5 po/kg 20 ug/kg
Ingredientes | 20 pg/kg 50 ug/kg

(SAG, 1991).

Micotoxinas y micotoxicosis en aves.

Los factores antinutricionales disminuyen la calidad de los alimentos y por lo tanto
afectan la salud y performance de las aves. Las micotoxinas son consideradas como un
factor antinutricional presente en ingredientes y raciones de los animales. Los géneros de
hongos méas importantes que afectan a la industria avicola incluyen a los generos
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Aspergillus, Fusarium y Penicillium y las toxinas con mayor significancia son las
Aflatoxinas, citrina, toxina T-2, deoxynivalenol, fumonisinas, zearalenona y ocratoxinas
(Swamy, 2005).

Entre los efectos generales que tienen las micotoxinas en las aves, se puede
nombrar la disminucion del consumo de alimento, disminucion de la ganancia de peso,
incremento de la susceptibilidad de enfermar, disminucion de produccion de huevos, falla
hepatica y renal y en casos de altos niveles de consumo de micotoxinas se suma la alta
mortalidad y la consecuente perdida y dafio economico generado para los productores. En
la década del 90, se estimaron pérdidas por mas US $ 2.5 billones en USA y mas de US $
1 billén en Canadéa a causa de las micotoxinas que afectan a la industria ganadera, mientras
que en la regién Asia-Pacifico, estimaciones conservadoras indican que las pérdidas

ascenderian a los US $ 10 billones por afio (Swamy, 2005).

Ocratoxinas.

Las ocratoxinas constituyen el segundo mayor grupo de micotoxinas caracterizadas
después de las aflatoxinas. La ocratoxina A (OTA) fue descubierta en 1965 en Sudéfrica,
aislada desde maiz y reconocida como una potente nefrotoxina (Bennett y Klich, 2003).
Fue aislada desde Aspergillus ochraceus (ahora llamado A. alutaceus), pero es producida
por muchas otras especies de este género, entre ellas estan Aspergillus alliaceus, A.
carbonarius, A. glaucus A. melleus y A. niger. Aungque en un comienzo se penso que eran
muchas las especies de Penicillium implicadas en la produccion de micotoxinas, ahora se
sabe que Penicillium verrucosum, un contaminante comin de la cebada, es el Unico
productor de ocratoxinas de este géenero. Su estructura molecular, consiste en un nacleo de
isocumarina unido a una molécula de L-fenilalanina mediante un enlace amida (L6pez de
Cerain et al., 2000) (Figura N°2). Son 7 los metabolitos incluidos en el grupo de
ocratoxinas, solo la ocratoxina A (OTA) es encontrada como un contaminante natural
(Leeson et al., 1995). Esta toxina es termoestable y labil en condiciones de elevado pH
(ELIKA, 2003).
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COOR OH a

T Hg CHy CH—MH—CO o]
CH,
Rz R3
R R2 Rs
Ocratoxina A H Cl H

Figura N° 2. Estructura quimica Ocratoxina. (Leeson et al., 1995).

La OTA ha sido encontrada en cebada, avena, centeno, trigo, granos de café y otros
productos vegetales (Benett y Klich, 2003), de modo particular en cereales y legumbres de
regiones geogréaficas tanto templadas, como frias y himedas; puede considerarse como una
de las micotoxinas mas frecuentes en la contaminacion de granos de cereales (Lépez de
Cerain et al., 2000). P. verrucosum es el mayor productor de OTA en zonas climaticas
frias, como Canad4, mientras que A. alutaceus es el principal productor de OTA en climas

mas calurosos como Yugoslavia y Australia (Marquardt y Frohlich, 1992).

Un estudio “in vitro” determind las concentraciones de OTA producidas por dos
especies de hongos (A. alutaceus y P. verrucosum) en un periodo de 30 dias en diferentes
sustratos (maiz, trigo, soya y mani). En este ensayo se otorgaron las condiciones dptimas a
ambas especies de hongos, quedando demostrado el potencial toxigénico de estos hongos
en sustratos que son utilizados tanto en alimentacién humana como animal (Marquardt y

Frohlich, 1992). Los resultados se detallan en el cuadro N° 5.
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Cuadro N° 5. Produccion de ocratoxina A de dos especies de hongos en diferentes

sustratos bajo condiciones optimas

Especie y sutrato OTA ug/g
Aspergillus alutaceus
-Maiz 74
-Trigo 72
-Soya 243
-Mani 342
Penicillium verrucosum

-Maiz 21
-Trigo 98
-Soya 7

-Mani 18

(Marquardt y Frohlich, 1992).

Por otra parte, en una revision realizada por la International Union of Pure and
Applied Chemistry (Pohland et al., 1992), se recopil6 informacion de contaminacion de
OTA en raciones e insumos destinados a la alimentacién animal. En el cuadro N° 6, se

detalla esta revision:
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Cuadro N° 6. Contaminacion con ocratoxina A de raciones a base de productos agricolas

(granos) e ingredientes de uso en la alimentacion animal en distintos paises.

Maximo nivel detectado
Pais Materia Prima Incidencia % Ma/g
Australia Raciones <1 70
Austria Raciones 5-10 1
Canada Raciones <1 6
Dinamarca Raciones 50-60 27.5
Finlandia Raciones 30-40 0.1
Francia Maiz 1-5 0.2
Indonesia Raciones Sin informacion 0,5
Polonia Raciones 1-5 0,2
Raciones 1-5 0,25
Yugoslavia Maiz 25-30 5,125

(Pohland et al., 1992).

Ademas, la OTA es capaz de causar efectos adversos en la salud animal y la
poblaciébn humana, recibiendo una especial atencion debido a su marcado efecto
nefrotdxico (Abarca et al., 2000). Es hepatotdxica, inmunosupresora, potente teratdgena y
carcinogenogeénica (CAST, 2003). Induce lesiones macro y microscopicas en el rifion e
higado de animales y se ha descrito como un potente carcindgeno renal en ratas (Leeson et
al., 1995). En cerdos, causa una enfermedad conocida como Nefropatia Micotoxica
Porcina. En humanos existen evidencias que sugieren que es el agente causal de la
Nefropatia Endémica de los Balcanes, una enfermedad renal degenerativa, irreversible y
con una alta mortalidad, que se presenta en ciertas areas del este de Europa (Bennett and
Klich, 2003). Se ha determinado su presencia en sangre humana en concentraciones por
sobre los 35 pg/kg y también en leche en similares concentraciones (Pitt, 2000).
Actualmente es ademas considerada por la Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC), como posible cancerigena para el hombre, situandola el afio 1993, en el

grupo 2B (IARC, 1993).
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Debido a estos antecedentes de toxicidad, se han establecido LMR en alimentos de
origen vegetal y animal de consumo humano. La mayoria de estos reglamentos estan
dirigidos a alimentos de origen vegetal (cereales, café, vino) y a productos derivados del
cerdo y éstas varian entre concentraciones que van desde 3 a 50 pg/kg (Figura N° 3).
Paises como Dinamarca han establecido LMR para cerdos de 10 pg/kg en rifion, mientras
que paises como Republica Checa y Rumania han establecido limites residuales para todos
los alimentos, en concentraciones de 20 y 5 pg/kg (FAO, 2004). Ademas se han
establecido sistemas de toma de muestra y métodos de analisis para el control del
contenido de OTA en determinados productos alimenticios (Directiva 2005/5/CE, 2005).

En América del Sur, sélo Uruguay y Brasil han reglamentado y establecido limites
para arroz, cebada, porotos, café y maiz. Por otro parte, en Chile los programas de control
de residuos de farmacos y contaminantes incorporan a la aflatoxina y zearalenona, pero no
consideran a la OTA y tampoco se ha establecido un LMR. La tendencia mundial, es
limitar cada vez mas la presencia de ésta y otras micotoxinas para asegurar la obtencién de

productos alimentarios inocuos.

50 pg/ky N 3
30 pog'kg I 1
20 g Ky W 1
15 pog/kg I 1
10 po/'ko I 1

5 po/kg I © O

3 po/kog 1 = Niamero de paises I

Figura N° 3. Limites Maximos Residuales a nivel mundial para la ocratoxina A en los

cereales y en productos base de cereales (FAO, 2004).

17



Toxicocinética de la ocratoxina A.

Absorcion.

En la mayoria de las especies, la OTA es absorbida en estomago y yeyuno; esta
absorcion se lleva a cabo en forma pasiva, con la molécula en su forma no ionizada y como
mono-anion. La absorcion en estdmago es rapida y se ve facilitada por las propiedades
acidas de la OTA. Los niveles de absorcion difieren entre una especie y otra. En general
para los mamiferos supera el 50%. Los cerdos son los que poseen el mas alto nivel de
absorcion con valores cercanos al 66%, mientras que en ratas y conejos es de alrededor de
un 56%. La excepcion entre los mamiferos la constituyen los rumiantes en que los niveles
de absorcion son muy bajos; esto se explica porque la OTA es hidrolizada por la
microflora presente en el rumen. Estudios en aves han indicado que el nivel de absorcion
es cercano al 40 % cuando se administra via oral 2 mg de OTA por kilo de peso vivo. Una
vez absorbida, ésta pasa a circulacion sanguinea via vena porta y es distribuida a los

diferentes érganos y tejidos (Ringot et al., 2006).

Una de las caracteristica de la OTA es su alta afinidad con proteinas plasmaticas,
especialmente con albimina, lo que explica la larga vida media que tiene en el organismo,
su distribucién y el prolongado tiempo de excrecién que posee (ELIKA, 2003). La fraccion
libre que se distribuye via sanguinea es muy baja, con niveles menores al 0,2% (L6pez de
Cerain et al., 2000). Ademas la OTA una vez que es eliminada via biliar, puede ser

reabsorbida desde intestino, recirculando (Marquardt y Frohlich, 1992).

Distribucion.

Con respecto al depdsito en drganos y tejidos, en cerdos, ratas, aves y cabras
seguiria el siguiente orden: rifion > higado > musculo > grasa. En la mayoria de los
mamiferos, la acumulacion se da primero en rifion y luego en higado. Un estudio demostré

el potencial de union y especificidad de la OTA a proteinas del citosol y organelos, una de
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ellas es una de 62kDa presente en células del tabulo proximal del rifion. Aunque esta
proteina sea encuentra en bajas concentraciones, la alta afinidad que se presenta,
contribuiria a la acumulacién de OTA en el rifion, contribuyendo a su marcado efecto

nefrotéxico (Ringot et al., 2006)

También se han realizado analisis en huevos de gallinas que recibieron dietas
contaminadas con OTA, observandose una mayor concentracion en la yema que en clara.
Se ha determinado que esta micotoxina se deposita en forma de capas de anillos
concéntricas, estando presente sélo en algunas capas. Lo anterior sugeriria que el depdsito
no es un fendmeno continuo y que involucra otros mecanismos mas que una simple
difusion. Una posibilidad planteada es que la OTA se une y almacena en las proteinas de la
yema, que han sido sintetizadas en higado y transportadas e incorporadas durante el

crecimiento folicular (Ringot et al., 2006).

Metabolismo.

Los principales metabolitos generados a partir de la OTA son: OTa, derivados
hidroxilados 4-OH-OTA y 10-OH-OTA y productos de conjugacion. Todos estos son
menos tdxicos que la OTA y son eliminados en forma réapida (Lépez de Cerain et al.,
2000).

La principal biotransformacion de la OTA, es la reaccion en que es hidrolizada al
metabolito OTa y L-fenilalanina en diferentes lugares del organismo. La hidrolisis que
ocurre en intestino delgado es responsabilidad de las enzimas carboxipeptidasa A, tripsina
y quimotripsina. En este caso la hidrélisis puede ocurrir antes de ser absorbida o
posteriormente, cuando es eliminada via biliar, evitando asi su reabsorcion. En ratas
ademés la detoxificacion por hidrolisis a OTa es llevada a cabo por la microflora
bacteriana del ciego. En rumiantes la hidrdlisis es llevada a cabo en rumen por la
microflora ruminal, por lo tanto, la toxina no alcanza a ser absorbida como tal, lo que

explica la gran resistencia que poseen estos animales a la OTA (Leeson et al., 1995).
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Por otro parte, el principal metabolito hepatico que se genera en animales y
humanos es el 4-OH-OTA (epimeros 4R y 4S), fundamentalmente por la accion de las
enzimas pertenecientes al complejo citocromo P450. Estos epimeros, son considerados
menos toxicos que la OTA. El epimero 4R, es formado en sistema microsomal hepatico de
ratas y humanos, mientras que el 4S es mas prevalente en microsomas hepéticos de cerdo.
Existe otro metabolito hidroxilado, el 10-OH-OTA que solamente se ha descrito “in vitro”
luego de la incubacién de OTA con microsomas hepaticos del conejo (Lopez de Cerain et
al., 2000.).

Otro mecanismo de detoxificacion es el realizado por la enzima fenilalanina
hidroxilasa, enzima encargada de transformar la fenilalanina (aminoéacido esencial) en
tirosina (aminoéacido no esencial). Esta enzima puede utilizar la OTA como sustrato,
generando la Tyr-OTA, que se encuentra presente en el higado de animales intoxicados.
Este metabolito puede ser transformado a 4(R/S)-hidroxitirosin-ocratoxina A y otros
metabolitos; todos ellos menos toxicos y con una tasa de eliminacion mayor que la OTA
(Lépez de Cerain et al., 2000).

Eliminacion.

La OTA es una toxina de rapida absorcion y lenta eliminacion. La excrecion fecal y
urinaria juega un importante rol en todas las especies. En mamiferos se suma la excrecion a

través de la leche (Ringot et al., 2006).

La excrecion renal esta determinada por la alta afinidad de unién que tiene con las
proteinas plasmaticas, esto limita la filtracion glomerular. En un estudio en que se comparé
la eliminacién de OTA entre ratas normales y otras carentes de albumina, se determiné que
las concentraciones de OTA en orina y bilis es 20-70 veces mayor en las ratas carentes de
albumina. La OTA ademas es reabsorbida en todos los segmentos del nefron (Marquardt y
Frohlich, 1992).
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La OTA y el metabolito OTa son excretados por via fecal, por medio de la bilis. En
estudios realizados en ratas que recibieron una dosis de 15 mg/kg, se determin6 que la
excrecion acumulada después de 120 horas, fue de 11% para OTA y de 23% para OTa en
heces; 11% para OTA y 12% para OTa en orina y 33% para OTA en bilis (Ringot et al.,
2005). Por otra parte, las aves la eliminarian mas rapido que los mamiferos; en pollos que
recibieron una dosis oral Unica de OTA, ésta fue eliminada a las 48 horas, mientras que en
cerdos, alimentados con raciones con 1 mg/kg de OTA por un mes, los niveles

desaparecieron a los 4-5 dias (Leeson et al., 1995).

Toxicidad.

Entre las micotoxinas, la OTA es considerada la de mayor toxicidad para las aves
de corral. En términos de letalidad, es mas toxica que la aflatoxina y comparable en
toxicidad a los tricotecenos. La LDsy ha sido evaluada en pollos broiler de diferentes
edades, para pollos de 1 dia de edad es de 2,1mg/kg (Leeson et al., 1995), mientras que
para pollos de 21 dias es de 3,6mg/kg (Pitt, 2000).

Entre los principales signos clinicos a causa de intoxicacion con OTA, en las aves
se presenta decaimiento, emaciacion, deshidratacion, diarrea y aumento de la mortalidad
debido fundamentalmente a alteraciones renales y hepaticas. Otros signos de micotoxicosis
son la reduccién del consumo de alimento y ganancia de peso, alteracion de la conversion
de alimento, en ponedoras se ha observado disminucion de la produccion de huevos,

reduccion de la calidad de la cascara y nefropatias (Swamy, 2005).

La ingesta crénica de OTA ha sido asociada con la Nefropatia Aviar Espontanea.
En casos agudos, seria el tubulo colector del nefron el méas afectado, con una alteracion en
la excrecion de electrolitos; probablemente el mecanismo en este caso sea el bloqueo de la
conductividad de aniones a través de la membrana plasmatica. La exposicidon cronica,
afectaria tanto la hemodinamica del sistema renal como la funcion secretora del tabulo

proximal, con un mecanismo en el cual parece jugar un importante papel la angiotensina II.

21



Tanto por exposicion aguda como cronica, la OTA aumenta el pH de la orina, debido a que
la toxina inhibe la reabsorcion de HCOg en los tubulos (Lépez de Cerain et al., 2000).

Ademas la administracion de OTA causa deplecion celular y regresion de 6rganos
linfoides, afectando la inmunidad celular, pero no la inmunidad humoral (Leeson et al.,
1995). También se ha descrito su presencia en el encéfalo; el mecanismo por el cual causa
la neurotoxicidad se desconoce, descartandose la inhibicidon de la sintesis proteica y la

peroxidacion lipidica (Lopez de Cerain et al., 2000).

Experimentos realizados en ratas y ratones han demostrado que la administracion
cronica produce cancer renal y hepéatico. Ademas su mutagenicidad, podria ser causada
indirectamente por medio de alguna transformacion metabolica (Ringot et al., 2006). Tanto
“in vitro” como “in vivo”, incrementa la formacion de aductos en el DNA de manera dosis-
dependiente. Ademaés, es capaz de inducir micronucleos debido principalmente, a una
accion clastogénica e interfiriendo en la distribucion normal de los cromosomas durante la
division celular (Lépez de Cerain et al., 2000). También ha resultado ser teratogénica en
gallinas, siendo una de las principales dianas el sistema nervioso central donde se ha
observado malformaciones craneales en los fetos (Leeson et al., 1995).

Ocratoxinay aves broiler.

Respecto a la relacion entre la contaminacion natural en alimentos y el
consumo de éstos por las aves comerciales, existen pocos estudios. Hamilton et al., (1982),
midio niveles de contaminacion en alimentos, los cuales fueron causantes de ocratoxicosis
natural en pavos, gallinas de postura y pollos broiler, encontrando un amplio rango de
concentraciones que fluctuaron entre 0,2 y 16 mg/kg, de alimento. En otro trabajo en el que
se realizaron analisis para determinar presencia de micotoxinas, de 15 muestras de
alimentos causantes de afecciones hepaticas en pollos broiler y gansos, se detectd OTA en
6 de ellas en concentraciones que fluctuaron entre 110 y 930 pg/kg (Shlosberg, et al.,
1997).
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En un estudio del afio 1976 desarrollado por Krogh et al, en que se midieron niveles
de OTA en rifidn, higado y musculo de aves que recibieron dietas con 0,3 y 1 mg/kg por
341 dias, se detectaron residuos de OTA de hasta 50 mg/kg. Cabe sefialar, que los animales
no evidenciaron lesiones renales y sus tejidos podrian haber sido aceptados para consumo
humano en la inspeccion Médico Veterinaria realizada en la planta de faenamiento.
Actualmente a nivel internacional, niveles de contaminacion de tal magnitud, estarian muy
por sobre los LMR establecidos para la OTA en productos de consumo humano (Leeson et
al., 1995).

Asi también, Prior et al., (1980), suministraron OTA por medio de las raciones de
alimentos en diferentes niveles: 0.5, 1 y 2 mg/kg a 3 grupos de broiler durante 8 semanas,
encontrando que solo las aves alimentadas con dietas de 2 mg/kg en el alimento,
presentaron concentraciones en higado y rifion de 24 y 41 pg/kg, respectivamente. No se
detectaron residuos en musculo ni grasa. A las 24 horas de retirado el alimento con OTA,
solo se detecto residuos en rifion, mientras que a las 48 horas no se encontrd residuo en

ningun tejido.

El aflo 1983 Golinski et al., realizaron un ensayo por ocho semanas en el que se
alimentd a pollos broiler con raciones contaminadas con diferentes niveles de OTA (0,5;
1,0; 1,5; 2,0 mg de OTA por kg de alimento). Los pollos fueron sexados y luego se
determinaron las concentraciones residuales en higado y muasculo. En ambos sexos se
detectd la micotoxina en las aves alimentadas con 1,0; 1,5 y 2,0 mg de OTA por kg de
alimento, no habiendo diferencias entre sexos para higado, pero si en musculo,
determinandose en este tejido concentraciones de 0,8; 3,0 y 4,5 pg/kg en el grupo de

machos y concentraciones de 2,8; 5,0 y 8,5 pug/kg en el grupo de hembras.

Por otro parte, Micco et al., (1987), administraron a pollos broiler de 14 dias de
edad, una dosis de OTA de 50 ug/kg en el alimento por 36 y 64 dias. Los niveles
residuales fueron de 5 pg/kg en higado y solo trazas en rifion y musculo para el grupo
alimentado por 36 dias; mientras que para el grupo alimentado por 64 dias se detectd 11

pg/kg en higado, 0,8 pg/kg en rifion y solo trazas en musculo. En este Gltimo grupo
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ademas se detectaron 2,0 pug/kg en piel. A partir de uno de los grupos que ingirié alimento
contaminado durante 36 dias, se generaron dos subgrupos que fueron mantenidos uno por
14 y el otro por 28 dias adicionales con alimento libre de OTA. En el primer grupo se
detectaron niveles trazas en higado y de 1 pg/kg en piel; mientras que en el segundo grupo
no se detectd OTA en ningun tejido. En este estudio se concluyo, que frente a la
confirmacion de la presencia de la OTA en tejidos, seria necesario establecer programas de
monitoreo en las plantas de proceso y que, para el caso de pollos broiler, el 6rgano de

eleccion seria el higado.

En un estudio mas reciente, Bird et al., (2002), midieron los niveles plasmaticos y
residuales en tejidos de aves broiler de 28 dias de edad, expuestos a 0,5 mg/semana de
OTA durante 4 semanas. La administracion de la toxina se realizé por via oral, mediante
una sonda nasogastrica y las mediciones en plasma y tejidos se realizaron por medio de
ELISA y HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion). Con la informacion
recolectada, se determiné la curva de concentracion de OTA en plasma en funcion del
tiempo, obteniéndose las més altas el dia 14 (1,16 ng/ml para HPLC y 2,12 ng/ml para
ELISA). Una considerable disminucién en los niveles plasmaticos se registré la tercera
semana (dia 21) y una fuerte disminucion para los Ultimos 7 dias (dia 28), con
concentraciones de 0,3 ng/ml y 0,64 ng/ml para HPLC y ELISA, respectivamente.
También se midieron los niveles de residuos en higado, rifidbn y musculo. Las mayores
concentraciones en higado se detectaron el dia 7, excediendo los 4 ng/g por ELISA 'y 1,4
ng/g por HPLC. El dia 28 se detectaron concentraciones en higado por ambos métodos. En
riidn, el dia 7 se detectaron menores concentraciones que en higado, 2,84 ng/g y 1,25 ng/g,
por ELISA y HPLC, respectivamente. El dia 28 solo se establecid niveles de la toxina por
el método ELISA. En musculo, concentraciones de OTA solo fueron detectables a partir
del dia 14 por el método ELISA y desde el dia 21 por HPLC. Finalmente, en este trabajo se
indica como conclusion que la dosis aplicada genera residuos medibles en el plasma y los
tejidos. La diferencia de concentraciones obtenidas comparando los métodos analiticos se
atribuye a las diferentes técnicas de preparacion realizadas (extraccién y purificacion de la

molécula).
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Frente a la escasa informacion existente sobre la presencia y concentracion de
residuos de OTA en tejidos de aves destinadas para consumo humano y fundamentalmente,
de los tiempos necesarios para la eliminacion de la toxina por el organismo del animal
hasta alcanzar niveles que sean inocuos para el ser humano, es que en este trabajo, se
planted realizar un estudio de deplecion de OTA en tejidos de aves broiler y definir el

tiempo necesario para que su consumo no represente un peligro para la salud humana.
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HIPOTESIS.

En tejidos comestibles de aves broiler inoculados experimentalmente, se detectan
niveles residuales de ocratoxina A sobre los declarados reglamentariamente como inocuos
para la poblacion humana, por tiempos mayores a 24 horas posteriores a la exposicion a

esta micotoxina.

OBJETIVO GENERAL.

1.- Realizar un estudio de deplecién de ocratoxina A en aves broiler, con el
proposito de definir los tiempos necesarios para que en los diferentes tejidos se encuentren

niveles internacionalmente aceptables de este contaminante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Ajustar la dosis minima de exposicion de ocratoxina A en pollos broiler, hasta
definir la concentracién necesaria para que esta toxina sea detectable y cuantificable en

tejidos comestibles.

2.- Determinar las concentraciones de ocratoxina A en diferentes tejidos
comestibles de aves broiler, en distintos tiempos de muestreo, posterior a la dosis de

exposicion.
3.- Definir el tiempo que se mantiene la ocratoxina A en los distintos tejidos

comestibles, tomando como referencia los Limites Maximos Residuales existentes

internacionalmente.
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MATERIALES Y METODOS.
I.- Materiales.
Laboratorio.
Instalaciones:
-Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile.
-Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile.

Estandar Utilizado:

Se utilizo el estandar de ocratoxina A (Sigma®) con pureza conocida y certificada

para la inoculacion de los animales y los andlisis cromatogréaficos.

Equipos Cromatograficos:

-Cromatografo Liquido de Alta Resolucién acoplado a un detector de fluorescencia
(HPLC-FL), (Waters®).

Otros Equipos:

Balanza de precision (Precisa®, modelo 1252).

Centrifuga (Ependorf®, modelo centrifuge 5416).

Agitador de tubos.

pHmetro electronico Hanna Instrument®.

Equipos menores.
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Reactivos y soluciones:

- HySO,

- H,SO,18% V/V.

- NaOH.

- Acetonitrilo.

- Metanol.

- Hexano.

- Acetonitrilo/H3PO,4 0,02 M (60/40) (Fase mavil).

Material Fungible:

Corresponde a todo aquel material de uso habitual en el Laboratorio de
Farmacologia y laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y

Pecuarias de la Universidad de Chile.
Animales de experimentacion:

Se utilizaron 42 pollos Broiler comerciales, linea genética Ross, obtenidos al dia de
edad desde la Planta de Incubacién de la Sociedad Agricola Chorombo S.A. y mantenidos

hasta los 35 dias de edad con un peso vivo promedio de 2 kg, tiempo en el cual se dio

inicio al ensayo experimental.

Il.- METODOS.

Mantencion de los animales:

Los pollos broiler fueron mantenidos desde 1 dia de edad en baterias de cria y
recria ubicadas en instalaciones pertenecientes al Laboratorio de Patologia Aviar de la
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Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La sala que aloj6
a estas baterias estuvo sometida a desinfeccion y estricto aislamiento sanitario. Estos
animales fueron alimentados ad libitum con dietas comerciales (iniciacién y engorda)
durante el periodo experimental, las cuales se mantuvieron en condiciones de temperatura
adecuadas, con el fin de evitar que durante su almacenamiento ocurriera desarrollo
fangico. Ademaés los animales contaron con agua a disposicion durante todo el periodo

experimental.

Las condiciones de manejo de las aves, las inoculaciones experimentales y el
sacrificio de las aves se efectuaron de acuerdo a los preceptos de bienestar animal,
sancionados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile.

Determinacion de la dosis de exposicion:

Se realiz6 un ensayo piloto, el cual se inicio a los 36 dias de edad, con el fin de
determinar una dosis de ingesta de OTA que generara residuos cuantificables y permitiera
realizar un posterior seguimiento en los siguientes tejidos: musculos pectorales, higado,
estdmago muscular, corazon y rifién. Para esto se estimaron 3 dosis orales (125, 166 y 250
ug/kg de peso vivo); éstas fueron administradas mediante una sonda directamente al buche.
Cada uno de los grupo estuvo compuesto por 3 pollos a los cuales se les administrd la
correspondiente dosis de OTA cada 24 horas por 3 dias. A las 24 horas de la Gltima
exposicion se obtuvieron las muestras de los tejidos y los érganos anteriormente descritos.
Ademas, se tuvo un grupo control (3 pollos), a los que se les inoculd agua destilada y que

fueron sacrificados junto con los grupos expuestos a la micotoxina.

Exposicion de pollos broiler a ocratoxina A:
A partir de los resultados obtenidos en la etapa de la determinacion de dosis de
exposicion, se decidio aumentar el nivel de exposicion a 750 pg/kg, pero en dosis Unica,

administrada via sonda directamente al buche. Esta nueva dosis se administré a un grupo
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de 18 pollos y se obtuvieron muestras de musculos pectorales, higado, estbmago muscular,
corazon y rifion, a partir de 3 pollos en cada uno de los siguientes tiempos: 12, 24, 48, 72,
96 y 120 horas post inoculacion. Ademas, para cada tiempo de muestreo, se dispuso de un
grupo control compuesto por 2 pollos a los que se les inocul6 agua destilada y que fueron

sacrificados en los mismos tiempos de muestreo que los grupos expuestos a la micotoxina.

Sacrificio de los animales y obtencion de las muestras:

Las aves fueron sacrificadas por dislocacion cervical (de acuerdo a la normativa de
bienestar vigente). Posteriormente se realizd la necropsia y diseccion de los pollos
obteniéndose las muestras de los tejidos y 6rganos correspondientes. Estas se colocaron en
bolsas de plastico identificando el grupo y el dia de muestreo y se mantuvieron congeladas

a -20°C+5°C, hasta el dia en que se realizaron los analisis.

Determinacién de Ocratoxina A.

Extraccion de la Ocratoxina A desde los tejidos y condiciones cromatogréficas.

Extraccion:

Con el fin de realizar el procedimiento de extraccion y purificacion de la muestra,
se utiliz6 como referencia lo descrito por Valenta, (1998). EI método se encuentra
previamente validado por el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Pecuarias de la Universidad de Chile, de acuerdo a la normativa
2002/657/CE de la Union Europea. Este se describe a continuacién: se pesaron 10+0,5 gr
de muestra, a la que se le adiciond 5 ml de agua HPLC, 200 ul de H,SO,4 18% V/V; se
agito y se agrego 16 ml de acetonitrilo mas 300 pl de H,SO,4 concentrado; se agito, se dejo
reposar por 10 min, se sonicd y se agitod por 5 min. Se transfirié el sobrenadante, se agregd
10 ml de hexano, se agitd y centrifugé por 3 minutos. Se descarté el hexano, se secé a
60°C bajo flujo suave de nitrogeno, se agregaron 5 ml de agua y se ajusto a pH 8,5 £ 0,3
con NaOH 20%. Se acondicionaron en columna Oasis HLB con Metanol y agua. Se paso
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la muestra por la columna y se eluy6 con 4 ml de Metanol; se secd a 60°C. Se reconstituyo
con 300 pl de fase mavil y se trasvasijo a un vial de inyeccion.

Condiciones cromatograficas:

Los anélisis se realizaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)
acoplado a un detector de fluorescencia. La longitud de onda de emisién fue de 333 nm y

la de excitacién de 460 nm.

La fase mdvil estuvo compuesta por una solucion de acido acético y acetonitrilo,
con un pH de 3,2 £ 0,3. El flujo de esta fase fue de 1,5 ml por min. La columna analitica
utilizada fue una C-18 W® de 4,6 por 250 mm.

El limite de cuantificacion fue de 0,5 pg/kg y limite de deteccion de 0,1 pg/kg.

Anadlisis de los datos.

Para realizar la cuantificacion previamente se realizaron curvas de calibracion con
muestras de tejido libre de OTA con distintos niveles de fortificacion, que fueron de 0,5; 1;
2; 4y 5 ng/g. Con estas concentraciones se realizé un analisis de regresion lineal utilizando
como variable dependiente el &rea cromatografica y como variable independiente las
concentraciones. Estas curvas se realizaron en cada set de muestras y sélo fue aceptada
cuando tuvo una correlacion (r?) mayor a 0,9. En el cuadro N° 7 y grafico N° 1 se muestra

una curva de calibracién obtenida en el analisis de un set de muestras.
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Cuadro N° 7. Concentraciones de fortificacion a muestras de tejido muscular libre de
ocratoxina A y &reas cromatograficas obtenidas mediante el método de Cromatografia

Liquida de Alta Resolucién acoplado a un detector de fluorescencia.

Concentracion de p .
) - Area cromatografica.
enriquecimiento (ng/g).
0,5 320
1 641
2 1358
4 2677
5 3522

Gréafico N° 1. Curva de calibracién resultante al graficar las concentraciones de
fortificacion a muestras de tejido muscular libre de ocratoxina A y las areas
cromatograficas obtenidas mediante el método de Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion acoplado a un detector de fluorescencia.

y =698,06x - 41,554

R?=0,9999
4000

3500 A
3000 -
2500 A
2000 A
1500 -
1000 A
500 -

AREA

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
ng/g
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A partir de la ecuacion de las curvas de calibracion se cuantificaron las muestras

problemas. La ecuacidn utilizada para este calculo fue la siguiente:

Donde:
y. area.
m: pendiente.
n: Intercepto.

X: concentracion.

Para determinar la tendencia de eliminacion de la OTA en los diferentes érganos y
tejidos, se graficd el Logaritmo natural (Ln) de las concentraciones obtenidas en funcion de

los tiempos de muestreo.
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RESULTADOS.

Determinacion de la dosis de exposicion:

Una vez analizadas las muestras obtenidas a partir de cada grupo experimental

(125, 166 y 250 pg de OTA administrada por kg de peso vivo) y cuantificadas las

concentraciones de OTA, se pudo constatar mayores concentraciones en higado que en el

tejido muscular, detectandose en este Ultimo, concentraciones iguales al Limite de

Cuantificacion de la técnica (0,5 pg/kg) solamente en aquellas muestras obtenidas de los

animales a los que se les administré la dosis méas alta. En el cuadro N° 8 se sefiala el

promedio y desviacion estandar de las concentraciones determinadas en tejido muscular y

hepético para cada grupo en relacion a la dosis administrada.

Cuadro N° 8. Valores promedio de las concentraciones de ocratoxina A cuantificadas en

muestras de tejido muscular y hepatico de pollos broiler expuestos experimentalmente a la

micotoxina®.
Dosis de exposicion (ug/kg) Tejido Promedio (ug/kg) d.s.?
Muscular ND® -
125
Hepético 3,5 0,44
Muscular ND® -
166 i
Hepatico 4,3 1,04
Muscular 0,5 0,29
250 i
Hepéatico 4,6 2,5

1. N= 3 pollos broiler de 36 dias de edad por grupo de exposicion, inoculados via oral por
3 dias y sacrificados 24 horas posteriores a la Gltima inoculacién. 2. d.s.: Desviacion

estandar. 3. ND=no detectada.
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Debido a la necesidad de contar con una cierta cantidad gramos de muestra para
realizar el método analitico, es que se tuvo que realizar un composito de corazon, estbmago
muscular y rifion con los 3 animales de cada grupo. En el cuadro N° 9 se describen las

concentraciones calculadas en los compdsitos de los tejidos anteriormente descritos.

Cuadro N° 9. Concentraciones de ocratoxina A cuantificadas en muestras compositos de

corazén, estdbmago muscular y rifion de pollos broiler expuestos experimentalmente a la

micotoxinal.
Dosis de exposicion ] Estomago .
Corazon Rif6Nn
(1g/KQ) muscular
125 ND? 0,5 2,5
166 ND? 1,9 3,2
250 0,6 2,6 6,8

1. N= 3 pollos broiler de 36 dias de edad por grupo de exposicidn, inoculados via oral por
3 dias y sacrificados 24 horas posteriores a la Gltima inoculacién. 2. ND=no detectada.

Dado que sélo con la dosis més alta de OTA (250 pg/kg peso vivo por 3 dias) se
lograron niveles cuantificables en las muestras de musculos pectorales (0,5 pg/kg), se
decidié aumentar la dosis de exposicion a 750 pg/kg peso vivo administrandose en dosis
unica. Con este nivel de exposicion se esperd lograr niveles cuantificables en los tejidos
(musculos pectorales, higado, rifion, corazon y estomago muscular) que permitieran,
ademas, realizar un seguimiento durante los distintos tiempos de muestreos (12, 24, 48 72,
96 y 120 horas) para determinar la deplecién de la OTA. Las concentraciones cuantificadas

en musculos pectorales se sefialan en el cuadro N° 10.
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Cuadro N° 10. Concentracion de ocratoxina A (ug/kg) cuantificadas en muestras de tejido
de musculos pectorales de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en
dosis Gnica de 750 pg/kg de peso vivol, en diferentes tiempos de muestreo

postadministracion.

Horas Concentracion | Promedio

Postadministracion (ng/kg) (ng/kg)

12 55

12 8 6,2

12 5

24 3

24 45 3,7

24 3,5

48 2,2

48 3 2,7

48 3

12 0,5

72 2,6 1,2

12 0,5

96 ND’

96 0,5 0,5

96 0.5

120 ND”

120 ND’ -

120 ND”

1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,
a los 36 dias de edad. 2. ND=no detectada.

Respecto a la tendencia de eliminacion de la toxina desde tejido muscular, se
observd que a la hora 96 postadministracion, la concentracion en 2 de las 3 muestras
fueron iguales al limite de cuantificacion de la técnica. A las 120 horas no se detectd la
presencia de esta toxina. En el grafico N°2 se muestra la tendencia de eliminacion de la

OTA en tejido muscular en una escala semilogaritmica.
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Gréfico N° 2. Tendencia de eliminacién de ocratoxina A (ug/kg) en muestras de tejido de
musculos pectorales de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en

dosis Gnica de 750 pg/kg de peso vivo™.

2,5
2,0 o
15 —

10 Wg\ o
0,5

0,0 T T T T T T T ~ T
12 2 3 48 60 72 N\ 9% 108

-0,5

Ln Concentracion (ug/kg)

-1,0
Tiempo (horas)

y = -0,0274x + 2,0767
R?=0,7897

© CONCENTRACION OTA (LN)

—— Linea de tendencia OTA

1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis unica,
a los 36 dias de edad.

En relacion al higado las concentraciones de OTA fueron mayores que en musculos
pectorales durante los 4 dias posteriores a la exposicion, observandose también su ausencia
a las 120 horas. En el cuadro N° 11 se describen las concentraciones y en el grafico N° 3 la

tendencia de la eliminacion en este tejido.
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Cuadro N° 11. Concentracion de ocratoxina A (ug/kg) cuantificadas en muestras de tejido

hepatico de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en dosis Unica de

750 pg/kg de peso vivo', en diferentes tiempos de muestreo postadministracion.

Horas Concentracién Promedio

Postadministracion (Hg/kg) (Hg/kg)

12 90

12 91 90,0

12 89

24 36,4

24 51,2 449

24 47,2

48 8,2

48 15,6 13,0

48 15,2

72 3,9

72 8,1 45

72 1,5

96 0,5

96 0,6 0,5

96 0,5

120 ND*

120 ND* -

120 ND”

1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,

a los 36 dias de edad. 2. ND=no detectada.
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Graéfico N° 3. Tendencia de eliminacién de ocratoxina A (ug/kg) en muestras de tejido

hepatico de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en dosis Unica de

750 pg/kg de peso vivo®.
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1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,
a los 36 dias de edad.

En cuanto al resto de los érganos analizados (corazén, estmago muscular y rifion),
debido a que se tuvo que juntar los 6rganos de los 3 animales, los resultados obtenidos

desde estos tejidos solo se expresan descriptivamente en el cuadro N°12.
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Cuadro N° 12. Concentracion de ocratoxina A (pg/kg) cuantificadas en muestras
compdsitos de tejido de estbmago muscular, corazon y rifién de pollos broiler expuestos
experimentalmente a la micotoxina en dosis Gnica de 750 pg/kg de peso vivo', en

diferentes tiempos de muestreo postadministracion.

Horas Concentracion pg/kg
Postadministracion | Estémago muscular Corazon Rifion

12 157 11 27,6
24 35 4,2 26,8
48 4.8 0,7 12
72 1,6 0,5 6,1
96 ND ND 1

120 ND ND 0,8

1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,
a los 36 dias de edad. 2. ND=no detectada.

El estbmago muscular, es el érgano que alcanzé la mayor concentracion de OTA en
el primer tiempo de muestreo (12 horas), sin embargo, en el segundo tiempo de muestreo
se observa una dréastica disminucion y en la hora 96 se deja de cuantificar. En el grafico

N°4 se muestra la tendencia de eliminacion de la OTA desde estdmago muscular.

En corazon, la mayor concentracion obtenida fue de 11 pg/kg, disminuyendo
rapidamente hasta niveles de 0,7 ug/kg a las 48 horas y a 0,5 a las 72 horas. A la hora 96 se

deja de cuantificar (cuadro N° 12).

El rifién, pese a que no es un tejido destinado a consumo humano, también fue
incluido en el analisis, fundamentalmente para observar el comportamiento en cuanto a
niveles de acumulacion y tendencia de eliminacion en comparacion al resto de los tejidos,
debido a que toxicologicamente es éste el érgano blanco de esta micotoxina. Asi se pudo
determinar que, la concentracion registrada en el primer tiempo de muestreo es menor a la
de higado, sin embargo, la OTA tendria un mayor tiempo de permanencia, debido a que en

el ultimo tiempo de muestreo (120 horas) aln se pudo cuantificar.
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Los gréaficos 4, 5 y 6 muestran la tendencia de la eliminacion de la OTA desde

estomago muscular, corazén y rifion, respectivamente, en una escala semilogaritmica.

Gréfico N° 4. Tendencia de eliminacién de ocratoxina A (ug/kg) en muestra composito de

tejido de estdbmago muscular de pollos broiler expuestos experimentalmente a la

micotoxina en dosis tnica de 750 pg/kg de peso vivo®.

4 \

\

Ln Concentracion (ug/kg)
w

\?

12 24 48
Tiempo (Horas)

¢ Concentracién OTA (LN) Linea de tendencia OTA

72

y = -1,5606x + 6,571
R?=0,9944

1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,

a los 36 dias de edad.
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Grafico N°5. Tendencia de eliminacion de ocratoxina A (ug/kg) en muestra compdsito de

tejido de corazon de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en dosis

(nica de 750 pg/kg de peso vivo'.
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1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis Unica,

a los 36 dias de edad.
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Grafico N° 6. Tendencia de eliminacién de ocratoxina A (ug/kg) en muestra compdsito de
tejido de rifion de pollos broiler expuestos experimentalmente a la micotoxina en dosis

(nica de 750 pg/kg de peso vivo'.
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1. N= 3 pollos broiler por grupo de tiempo de muestreo, inoculados via oral en dosis unica,
a los 36 dias de edad.

Cabe sefialar que ninguno de los pollos expuestos manifestd sintomas de
intoxicacién ni se presentd mortalidad. Sin embargo, durante la necropsia realizada 24, 48
y 72 horas postinoculacion, se identificaron lesiones en el buche caracterizadas por una
hiperplasia de las células de la mucosa y un edema que rodea a esta zona, que correspondia
a la lesion causada por la administracion de la OTA, puesto que estas alteraciones no se
evidenciaron en los pollos controles, a los que se les realizé el mismo procedimiento, pero

con agua destilada. Las siguientes imagenes grafican lo anteriormente expuesto.
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Figura N° 4. Buches de pollos broiler expuestos experimentalmente a ocratoxina A en una
dosis Unica de 750 pg/kg de peso vivo, donde se observa una hiperplasia celular de la

mucosa, a las 24 horas post inoculacion.

2006/ 117085 1F1Ea 317

1. Buche normal extraido de pollos broiler controles. 2. Buche alterado presentando una

hiperplasia en la mucosa.
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Figura N° 5. Zona pectoral de pollo broiler expuesto experimentalmente a ocratoxina A en
una dosis Unica de 750 pg/kg de peso vivo, donde se observa una edema rodeando el

esofago y buche, a las 24 horas post inoculacion.

/ﬂ 3
2006%‘.«1/08 09:06

1. Edema subcutaneo en la zona que rodea el es6fago y el buche.
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DISCUSION.

La tendencia internacional, respecto a las micotoxinas, es establecer
reglamentaciones para determinar LMR para los alimentos destinados al consumo humano.
Para OTA se han establecido LMR en diversos paises, pero fundamentalmente para
alimentos de origen vegetal; la FAO realiz6 una revision de los LMR los cuales van desde
los 3 a los 50 pg/kg, fijando la mayoria de los paises un LMR de 5 pg/kg. Sin embargo,
aun no se ha establecido un LMR especifico para alimentos derivados de pollos broiler.
Dinamarca es uno de los paises que ha fijado LMR para alimentos derivados de animales,
pero sélo para cerdos, cuyos tejidos pueden consumirse si el contenido del riidn no supera
los 10 pg/kg (FAO, 2004).

En la primera etapa del ensayo, cuyo objetivo fue establecer una dosis de
exposicion que generara residuos de OTA cuantificables 24 horas post inoculacion,
solamente se alcanzé el limite de cuantificacion en el tejido muscular con el nivel de
exposicion mas alta (250 pg/kg de peso vivo). No obstante, en el tejido hepatico se
alcanzaron mayores concentraciones (4,6 pg/kg), las que fueron cercanas al LMR mas
frecuentemente establecido a nivel mundial. Respecto al resto de los tejidos, se alcanzaron
niveles cuantificables en corazén, en estbmago muscular y en rifion. Sélo éste ultimo
presentd residuos por sobre los 5 pg/kg, sin embargo, este tejido no es destinado al

consumo humano.

Ante los resultados anteriormente descritos, para la segunda etapa, se decidio
realizar una exposicion Unica de 750 pg/kg de peso vivo, cantidad equivalente a la dosis
mas alta del primer ensayo, que fue de 250 ug/kg de peso vivo por dia durante 3 dias,
esperando que con esta administracién aguda se saturaran los mecanismos detoxificadores
y, en consecuencia, los residuos detectados en los tejidos fueran mayores y permanecieran
por un tiempo mayor a 24 horas.

En el tejido muscular, durante el primer tiempo de muestreo (12 horas post
inoculacion), se cuantific6 una concentracion promedio de 6,2 pg/kg, midiéndose

concentraciones hasta el muestreo realizado a las 96 horas post inoculacion. Detecciones
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por debajo del LMR de referencia fueron cuantificadas en el tercer tiempo de muestreo (48
horas post inoculacion). Por otra parte, en el higado, en el primer tiempo de muestreo (12
horas post inoculacion) se alcanzaron niveles muy por sobre de lo cuantificado en
musculos pectorales, llegando a los 90 pg/kg. Detecciones por debajo del LMR de
referencia fueron cuantificadas en el cuarto tiempo de muestreo (72 horas post
inoculacién). Sin embargo, al igual que en musculos pectorales, se obtuvieron niveles
cuantificables hasta el muestreo realizado a las 96 horas post inoculacion, lo cual indica
que proporcionalmente la deplecion se realiza mas rapidamente en higado que en masculos

pectorales.

Considerando los resultados anteriormente descritos, es posible sefialar que pollos
broiler expuestos a OTA en niveles como los realizados en este ensayo, genera
concentraciones residuales cuantificables en los tejidos comestibles, siendo menores en

musculos pectorales que en higado.

El estdmago muscular fue el que presentd los mayores niveles de residuos (157
Hg/kg) en el primer tiempo de muestreo (12 horas post inoculacién), debido a que la
administracion se realizd por via oral. En este tejido, concentraciones por debajo del LMR
de referencia, se presentaron en el tercer tiempo de muestreo (48 horas), dejandose de

cuantificar ya en el muestreo realizado a las 72 horas post inoculacion.

Experiencias recopiladas por Ringor et al., indican que la distribucion en aves
seguirfa el siguiente orden: rifién > higado > musculo > grasa o bien rifion > misculo >
higado > grasa. A partir de los resultados conseguidos en este trabajo, es posible sefialar
que la distribucion en tejidos de pollos broiler que reciben 750 pg/kg de peso vivo
oralmente via sonda directamente al buche, a las 12 horas post inoculacion, seguiria el

siguiente orden: estomago muscular > higado > rifion > corazon > masculos pectorales.

En el estudio de Bir6 et al., (2002), se administrd un total de 2 mg de OTA durante

4 semanas y las mediciones en plasma, higado, rifion y masculos pectorales se realizaron
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por medio de ELISA y HPLC. Las mayores concentraciones, al igual que en este estudio,
se obtuvieron en higado, seguido por rifién y musculos pectorales.

Debido a que es el higado el érgano donde se acumula la mayor parte de la toxina 'y
ademas, donde se mantiene por mas tiempo, es este el tejido que debiera muestrearse en
caso que se sospechara de consumo de OTA, lo que confirma lo propuesto en el estudio
realizado por Micco et al., (1987), respecto a considerar a este érgano como el tejido
blanco a la hora de implementar un sistema de control de residuos para OTA en pollos

broiler.

Ademaés, con lo descrito anteriormente, queda de manifiesto que con la dosis de
OTA administrada a los pollos, el consumo de sus tejidos constituiria un riesgo por
encontrarse por sobre el LMR considerado como de referencia. Frente a lo expuesto cabe
preguntarse si es posible, en condiciones de campo, niveles de contaminacion de las

raciones para pollos que provoquen una exposicion similar a la realizada en este estudio.

En nuestro pais, existen poca informacion cientifica para determinar la real
incidencia y nivel de contaminacion de OTA en los productos vegetales. S6lo a nivel
privado, en los planteles de cerdos y aves, se realizan mediciones de ésta y otras
micotoxinas en las raciones utilizadas para alimentar a los animales, pero principalmente
en casos en que se sospecha de una micotoxicosis. Estos resultados no son conocidos ni
publicados. Debido a las condiciones ambientales para el desarrollo fngico descritos
(FAO, 2003), el principal riesgo lo constituirian aquellos productos alimenticios
importados desde paises con condiciones de temperatura y humedad mas favorables para el

desarrollo fangico.

Estudios han descrito niveles de contaminacion en raciones de animales por debajo
de los 200 pg/kg, sin embargo, en alimentos asociados a cuadros de nefropatias en aves se
han reportado niveles de contaminacion por sobre los 27,5 mg/kg (Leeson et al., 2005).
Asimismo, Hamilton et al., (1982), midid niveles de contaminacién en alimentos causantes
de ocratoxicosis natural en aves, encontrandose un amplio rango de concentraciones, las
que fluctuaron entre 0,2 y 16 mg/kg. Una revision realizada en el afio 1992, a partir de
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distintos estudios en diferentes paises, llevada a cabo por la International Union of Pure
and Applied Chemistry (Pohland et al., 1992), se describen niveles de contaminacion en
raciones de pollos broiler de 50 a 2000 pg/kg. En otro estudio mas reciente se analizaron
muestras de alimento contaminado en forma natural, en que se detectaron valores entre 110
y 930 pg/kg (Shlosberg et al., 1997).

A los pollos broiler de este ensayo, de 36 dias de edad y 2 kg de peso vivo
promedio, se les administrd6 OTA en una concentracion de 750 pg/kg de peso vivo, que
correspondid a una dosis de exposicion total de 1,5 mg. Considerando los datos de las
revisiones anteriormente descritas, se puede sefialar que en condiciones de naturales seria
posible un grado de contaminacion tal, que genere una exposicion similar a la realizada en
este trabajo. Sin embargo, para confirmar esta hipotesis seria necesario obtener datos de
contaminacion bajo las condiciones actuales de manejo y almacenamiento de los

alimentos.

Ademas, resultaron interesantes las lesiones encontradas en el buche al realizar la
necropsia de las aves. Cabe sefialar, que es la primera vez que se describe esta lesion a
nivel nacional y no se encontrd una descripcion similar a nivel internacional. La
importancia de este hallazgo, radica en que a nivel de planteles avicolas existe la
posibilidad de identificar esta lesion anatomopatoldgica al hacer la necropsia, que puede
asociarse al consumo de OTA, constituyendo una herramienta diagndstica, previa al
analisis de laboratorio.

En resumen, los resultados obtenidos permiten sefialar que en tejidos de pollos
broiler con un nivel de ingestion de OTA de 750 ug/kg de peso vivo genera residuos
cuantificables, los cuales permanecen hasta por 4 dias. Las principales conclusiones de este

trabajo se expresan a continuacion.
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CONCLUSIONES

1.- En tejidos de pollos broiler expuestos a 250 pg de ocratoxina A por kg de peso
vivo durante 3 dias mediante inoculacion via oral, registran concentraciones residuales

cuantificables en tejido hepatico y de musculos pectorales.

2.- En tejidos de pollos broiler expuestos a una dosis unica de 750 g de ocratoxina
A por kg de peso vivo via oral, se registran concentraciones residuales cuantificables en

higado y musculos pectorales hasta por 4 dias post inoculacion.

3.- Las concentraciones residuales cuantificadas en tejidos de pollos broiler
expuestos a una dosis Unica de 750 g de ocratoxina A por kg de peso vivo inoculados via
oral, son superiores a los declarados reglamentariamente como inocuos para la poblacién

humana, por tiempos mayores a 24 horas.

4.- El higado, fue el 6rgano en que se cuantificaron mayores concentraciones de
ocratoxina Ay su eliminacién llevé mas tiempo, constituyéndose como el érgano blanco al

querer identificar la presencia de esta micotoxina.
5.- Las lesiones anatomopatoldgicas identificadas en el buche, permitirian a nivel

de planteles avicolas realizar un diagndstico rapido a través de una necropsia, ante

sospecha de exposicion a esta micotoxina.
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