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RESUMEN

Las fumonisinas (FBs) son un grupo de micotoxinas producidas por diversas
especies de Fusarium spp. Provocan efectos neurologicos adversos en los caballos
conocidos como leucoencefalomalacia. El propésito de este estudio fue determimar la
ocurrencia de FBs en el forraje henificado utilizado como alimento para equino. Para esto,
se tomaron muestras en 6 centros ecuestres de la zona metropolitana de Monterrey, N.L.,
Meéxico. Se abarcaron cuatro periodos estacionales (verano 2016 — primavera 2017).
Las FBs totales se analizaron por medio de fluiorometria, utilizando columnas de
inmunoafinidad FumoniTest™ para su purificacion. Posteriormente, se traté de determinar
la concentracion de FB; por medio de UPLC, utilizando columna en fase reversa y
derivatizando con NDA. Las condiciones de almacenaje se evaluaron utilizando un
cuestionario, clasificindolas de acuerdo al puntaje obtenido (0 a 37 puntos totales).
Los datos obtenidos se analizaron por medio de un estudio de correlacion de Pearson,
andlisis no paramétricos de un solo factor One-way ANOVA y un andlisis de frecuencia,
utilizando el paquete estadistico SAS® Software University Edition. Se encontré que
diferentes pastos se utilizan para la alimentacién del equino, siendo los mis comunes
diversas especies de Cynodon spp. Adicionalmente, se encontraron las mayores
concentraciones de FBs durante los periodos de verano e invierno en todos los establos, a
diferencia de otofio y primavera (P > X? 0.0002). Esto se puede deber a variaciones
climaticas entre estaciones y diversos factores involucrados en la produccion de forraje.
No se encontr6 una correlacion entre la concentracion de FBs y diferentes factores de
almacenamiento (r’>= -0.054). La frecuencia de niveles de FBs por encima del limite
maximo recomendado (5 pg/g) por la FDA y la EFSA fue de 26.7% en verano, mientras
que en otono solo se detectaron FBs en una muestra y por debajo de este limite. Los
resultados de este estudio demuestran la presencia de niveles altos de FBs en el forraje
henificado y sugieren que diversos factores afectan la presencia de FBs en el forraje, lo

cual puede tener un efecto potencialmente perjudicial en la salud del equino.

Palabras clave: fumonisinas, forraje henificado, alimento para equinos

XV
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ABSTRACT

Fumonisins (FBs) are a group of mycotoxins produced by several species
of Fusarium. These toxins induce neurologic adverse effects in horses known as equine
leukoencephalomalacia. The aim of this study was to measure the occurrence of total FBs
concentrations in hay forage used as horse feed. For this purpose we sampled hay forage
in 6 equine stables from Monterrey metropolitan area, Nuevo Le6n, México. Samples were
taken over a year period (summer 2016 —spring 2017). Total FBs were measured according
to FumoniTest™ Fluorometer fluorometric tests for FBs, followed by detection of FBi using
reverse phase column in UPLC with NDA derivatization. Storage conditions were assessed
using a questionnaire with a score sheet (ranging from 0 to 37 total points) in order to find
a correlation between the score and storage conditions. Le results were analyzed with a
Pearson correlation test, non-parametric One-way ANOVA and a frequency analysis, using
statistical software SAS® Software University Edition. Our investigation showed that
different types of forages are used in equine feed, being Cynodon spp. grass the most
commonly used. Additionally, we found the highest FBs concentrations during summer
and winter in all stables, unlike autumn and spring (P > X? 0.0002). This could be due to
weather variation between seasons and other factors involved in the forage production.
No correlation was found between the degree of FBs concentration and different storage
factors (r>=-0.054). The frequency of FBs levels above the FDA and EFSA permitted level
(5 pg/g) was 26.7% in summer, while in autumn none of the samples showed levels above
the allowed limit. The results of this study show the presence of high FBs concentrations
in hay forage used as horse feed and suggest that there could be other factors affecting the

FBs content in forage. This can potentially have a detrimental effect on horse health.

Key words: fumonisins; hay forage; equine feed

XVi
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las micotoxinas son subproductos del metabolismo de hongos, las cuales provocan
una variedad de alteraciones patoldgicas en el organismo animal, causando pérdidas
econdmicas considerables. Las fumonisinas (FBs) son un grupo de metabolitos toxicos
producidos por diversas especies de hongos del género Fusarium spp., generalmente
Fusarium verticillioides 'y proliferatum (Wang et al. 2016). Dentro de las FBs, las que se
producen principalmente son FB1, FB2 y FB3 (Eugenia de la Torre-Herndndez et al. 2014),
siendo FBj la de mayor importancia debido a su patogenicidad y a que es la FB que mas
cominmente se encuentra, ya que puede llegar a abarcar hasta el 75% de total de contenido
de FBs en los alimentos (Karimi & Mehri 2015). Estas micotoxinas pueden formarse en los
cultivos, durante la cosecha, procesamiento, almacenamiento, durante la alimentacién y se
pueden encontrar en una amplia variedad de alimentos incluyendo maiz, arroz, nueces,
cacahuates (Smith et al 2016) y diversos forrajes (Buckley et al 2007
Skladanka et al. 2011). Las formulaciones alimenticias en los equinos tienen como base la
utilizacién de forraje, abarcando hasta mas del 50% de su dieta (Saastamoinen & Hellimik 1
2012) y se sabe que puede haber presencia de FBs en los cultivos (Mirocha et al. 1992) y
en el forraje henificado debido a un mal almacenamiento (Raymond et al. 2000; Hoffman
et al. 2009). Los equinos son la especie mas afectada por las FBs, las cuales producen
diversas alteraciones patologicas en esta especie. Se han descrito dos sindromes por
consumo de FBs (FBi1, FB2 y FB3) (Riley et al. 1997), la forma hepatotxica y la forma
neurotoxica (leucoencefalomalacia equina, ELEM) (Voss et al. 2007), siendo esta ultima
la que mas dafios adversos casusa en los equinos. ELEM se caracteriza por la aparicion

repentina de signos neurologicos como: incoordinacidn, paresia, ataxia y ceguera (Ross et

al. 1993; Caloni & Cortinovis 2010).



ANTECEDENTES

1.1. Mecanismo de accion

Se sabe que el mecanismo de accion de FBj es a través de la inhibicion de la enzima
ceramida sintasa (CerS) (Eugenia de la Torre-Herndndez et al. 2014), debido a su similitud
estructural con los sustratos de esta enzima, ya que la estructura quimica de las FBs al igual
que la de diversos esfingolipidos se compone de un esqueleto lineal de carbonos como
estructura principal. En el caso de las FBs se compone de 20 carbonos con un grupo amino

en C-2 y dos 4cidos tricarboxilicos en C-14 y C-15 (Figura 1).

0 OH
O 0
OH R 0 OH
NH2 Rz = OH
0 0]
O OH

Ri R>
Fumonisina B OH OH
Fumonisina B2 OH H
Fumonisina B3 H OH

Figura 1. Estructura quimica de las principales FBs



FBi mhibe a las CerS por medio de la interaccion con los sitios de unién de la
enzima, donde normalmente se unirian la esfinganina (Sa), esfingosina (So) y acil-CoA.
Estimulos extracelulares como citoquinas, hormonas y estrés celular (Rayos X y
radiacion UV) alteran el metabolismo de los esfingolipidos, ya sea degraddndolos o
impidiendo la formacién de ceramida via de novo sintesis (en el caso de FBs), esto resulta
en un incremento en la produccién de esfingosina 1-fosfato (S1P) a partir de esfingosina
(Voss et al. 2007). Los esfingolipidos complejos como la ceramida, son criticos para la
estructura de membrana plasmitica y como sitio de unién para proteinas extracelulares,
también funcionan como precursores de segundos mensajeros, los cuales son mediadores
de respuestas celulares como factores de crecimiento, citoquinas y factores de
diferenciacion (Merrill et al. 2001). Se ha demostrado que la inhibicién de la generacion
de novo de la ceramida resulta en una menor respuesta celular a agentes citotoxicos. Esta
es una de las razones por la cual es posible que FB1 promueva la generacion de céncer, al
mhibir la produccién de ceramidas, las cuales han sido probadas que inducen la muerte

celular en células cancerigenas (Ryland et al. 2011).

Los efectos mads conocidos de SIP son en los sistemas inmunitario y vascular.
En el sistema vascular la activacion de los receptores de SIP regulan el tono,
permeabilidad, angiogénesis e hiperplasia vascular después de una lesion. En sistema
mmunitario el gradiente de S1P es critico para la movilizacion de células inmunes de
organos linfoides secundarios hacia el torrente sanguineo (Hla & Dannenberg 2012). Por
otro lado, también se han identificado efectos adversos de la So, ya que se ha demostrado
que altas concentraciones de esta inhiben los canales de Ca?* de tipo-L en el miocardio
(McDonough et al. 1994), esta inhibicién resulta en la disminucién del flujo de iones de
Ca?* del reticulo sacrcopldsmico del cardiocito, lo cual provoca una disminucién en la
contractilidad cardiaca. Esta accion de las FBs probablemente también provoque
perturbaciones en la regulacion de los esfinteres de arteriolas precapilares, lo que conlleve

a una alteracion en el flyjo sanguineo de varios tejidos.



Para entender las diversas patologias que exhiben los animales ante la exposicion a
FB1 y su presentacion caracteristica en las diferentes especies, hay que tener en cuenta que
los tejidos exhiben un patron de isoformas de CerS especifico. Debido a esto, FBi tiene
una afinidad hacia los tejidos dependiendo de la isoforma de CerS expresada
predominantemente en estos, teniendo efectos duales y opuestos en la sintesis de las
diferentes especies esfingoides (Loiseau et al. 2015), ya sea inhibiendo o estimulando su
produccion, dependiendo de la concentracion de FBi y la isoforma de CerS a la que esta
toxina afecta (CerS4, CerS2 y CerS1 principalmente). Esto posiblemente determine su
variable especificidad de 6rganos diana entre especies, ya que FBi tiene mds afinidad a
cierto tipo de CerS y al haber diferente expresion de CerS en los 6rganos de las especies
afectadas, se puede encontrar mayor acumulacién de FB1 en cierto 6rgano dependiendo de

la CerS que tenga mayor expresion en este (Loiseau et al. 2015).

La mhibicién de la funcién de CerS se ha asociado con la induccidon de apoptosis
en diferentes sistemas celulares que incluyen al rifién, cardiomiocito, células intestinales,
esofagicas y epiteliales. Una vez unido el grupo amino en el C-2de las FBs a las CerS, se
inhibe la produccion de ceramida por competencia (Voss et al. 2007), asi también inhibe
su funcién debido ala presencia de las cadenas laterales de dcidos tricarboxilicos, las cuales
le impiden a la CerS utlizar a las FBs como sustrato, quedando inhabilitada
funcionalmente. Esta inhibicion en la CerS resulta en bloqueo de la sintesis de novo de
ceramida, lo cual en consecuencia provoca la acumulacién de los substratos para su

sintesis, Say So (Voss et al. 2007).

En cerdos estos cambios se manifiestan como edema pulmonar (Edema Pulmonar
Porcino) y en equmnos como edema cerebral, lo cual eventualmente produce necrosis
licuefactiva de la materia blanca subcortical del cerebro, conocido como
Leucoencefalomalacia Equmna (ELEM) (Foreman et al. 2004). De esta manera, se ha
hipotetizado que las FBs a nivel de SNC inhibe la adecuada funcién de los canales de Ca®*
en arteriolas cerebrales (McDonough et al. 1994; Michelakis et al. 1994), ya que se ha
demostrado que estas arteriolas son mas dependientes del Ca?* extracelular y debido a esto

son més sensibles al bloqueo de los canales de Ca* (Michelakis et al. 1994).
4



1.2. Alteraciones en sistema nervioso

En Sistema Nervioso Central (SNC), FB1 induce una necrosis licuefactiva de la
materia blanca (Voss et al. 2007), asi como cambios en liquido cerebro-espinal de manera
dosis-dependiente (Foreman et al. 2004). Se ha mostrado que la administracién de FB; en
células gliales modifica su proliferacion y diferenciacién, sin embargo en estudios
realizados por Kwon et al. (2000) se demostré que FB1 no inhibe el crecimiento y desarrollo
celular, ya que no alteré el contenido proteico ni el de ADN, de hecho el tratamiento con
FBiincrement6 la actividad de la enzima 2,3-nucleotido ciclico 3-fosfohidrolasa (CNP) la
cual es un componente esencial en los procesos de mielinizacién en oligodendrocitos, de
igual manera incrementd la cantidad de procesos celulares en astrocitos, lo cual sugiere

que FB1 puede ser mitogénica en células como oligodendrocitos y astrocitos.

Se sabe que los cambios en el metabolismo mitocondrial, producciéon de ROS
(especies reactivas de oxigeno) y la alteracion de los niveles de Ca?*, estdn implicados en
procesos neurodegenerativos. FBi induce la produccion de ROS a nivel mitocondrial, pero
de misma manera estimula la produccion de glutation (GSH) (Domijan & Abramov 2011).
Se ha demostrado que FBi provoca una acumulacién de Ca”* a nivel mitocondrial, asi como
una inhibicién del complejo I de la cadena transportadora de electrones, lo cual produce
una despolarizacién mitocondrial, induciendo asi diversos mecanismos de neurotoxicidad

(Domjjan & Abramov 2011).

Al afectarse la sintesis de ceramida, se provoca una alteracion en la concentracién
y relaciéon de Sa/So, los cuales son importantes componentes de la membrana celular. Estos
niveles se ven alterados en suero y tejidos hepdtico, cardiaco, renal y minimamente en
nervioso (Voss et al. 2007), lo cual concuerda con hallazgos en otros estudios que sugieren
que las lesiones neurolégicas no son un efecto directo de la alteracion de las
concentraciones de esfingolipidos en el cerebro (Domijan & Abramov 2011), sino que
probablemente se deban a un edema cerebral vasogénico, causado por un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefilica (Foreman et al. 2004) al verse afectados los

canales de Ca?* de las arteriolas cerebrales (Michelakis et al. 1994).
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1.3. Fumeotoxicosis en equinos

En general, las FBs se absorben poco pero rdpidamente por el intestino delgado
(Fodor et al. 2008), una vez absorbida, se deposita en diversos Organos como higado,
rifones y en cerebro en los equinos (Voss et al. 2007), la poca cantidad de FBi que se
absorbe es trasportada via sistema porta al higado donde ejerce una de sus acciones
patégenas, causando una vacuolizacién severa en hepatocitos, degradacién y necrosis,
lo que provoca elevacion en los niveles de bilirrubina, asi como incremento en la fosfatasa
alcalina (Ross et al. 1993). La micotoxicosis por FBs puede producir efectos adversos
crénicos 'y agudos, siendo los equinos la especie mds afectada (Caloni & Cortinovis 2010),
en los cuales se han descrito dos sindromes por consumo de FBs (FBi, FB2 y FB3) (Riley
et al. 1997), la forma neurotéxica (leucoencefalomalacia equina, ELEM) y la forma
hepatotoxica, pudiéndose  presentar de manera simultdinea o independiente
(Voss et al. 2007). Aunque FBj es hepatotdxica en todas las especies (Voss et al. 2007), en
los equinos es conocida por provocar necrosis licuefactiva de la materia blanca del cerebro
(Figura 2), desarrollando el sindrome neuroldgico ELEM (Foreman et al. 2004). ELEM se
caracteriza por la aparicion repentina de signos como: incoordinacidon, paresia, ataxia,
ceguera, depresion e hiperexitabilidad, asi como alteraciones en el comportamiento, como
andar en circulos y presion de la cabeza contra los muros (Ross et al. 1993; Caloni &
Cortinovis 2010). Este sindrome se cree que es ocasionado por la alteraciéon en los niveles
de So, ya que al verse aumentada se sabe que inhibe los canales de Ca?* de tipo-L en el
miocardio (McDonough et al. 1994), culminando en una disminucién de la contractilidad
cardiaca. Esta accion de las FBs probablemente también provoque perturbaciones en la
regulacion de los esfinteres de arteriolas precapilares en cerebro (Michelakis et al. 1994),
lo cual conlleva a una alteracién en el flujo sanguineo, seguido de edema y necrosis. Hay
dos tipos principales de edema cerebral adquirido: vasogénico y citotoxico, por lo cual
debido a la naturaleza patoldgica delas FBs se piensa que el edema causado en los equinos
es de origen vasogénico. Esto puede explicar por qué los caballos debido a su estatura, su
cuello largo y su tendencia a comer del suelo, desarrollan edema cerebral después de una

fumotoxicosis (Foreman et al. 2004).



La presentacion hepatotoxica ocurre menos frecuente, provocando signologia como
pérdida del apetito, depresion, edema en la cabeza e ictericia (Caloni & Cortinovis 2010).
Esta forma ocurre de manera menos frecuente, tomando usualmente de 5 a 10 dias de la
aparicion de los signos clinicos a la muerte, mostrando como hallazgo principal niveles

altos de bilirrubina sérica.

Ademis de ELEM, hay diversos factores patologicos relacionados con una
fumotoxicosis en equinos a los que no se enfocan muchos trabajos investigacion y que son
de gran importancia en el conocimiento de las patologias relacionadas con FBs, siendo los
principales la relacion de las FBs con la presentacion de cdlico y las manifestaciones

subclinicas que se pueden relacionar con problemas de aparato locomotor.

Figura 2. Corte cerebral de equino con ELEM, mostrando una necrosis licuefactiva
(circulo) en la materia blanca, con miiltiples hemorragias (flechas) localizadas
(Imagen obtenida de la base de datos de patologia veterinaria de Cornell University

©copyright Cornell College of Veterinary Medicine).



Aunque los cambios neurolégicos y en fluido cerebroespinal son dosis dependiente
a la exposicion de FBi, también puede haber manifestaciones subclinicas de una
fumotoxicosis, apareciendo signos tales como: incapacidad motriz de la lengua, disfagia,
deficiencia en la propiocepcion de miembros anteriores y ataxia de los miembros
posteriores, la cual se manifiesta como la circunduccién del miembro exterior cuando el
caballo es desplazado en circulos (Foreman et al. 2004; Caloni & Cortinovis 2010). Debido
a la ubicacion de las neuronas que controlan los movimientos de la lengua en la corteza
motora, en las cuales al alimentarse el caballo es el drea donde se ejerce una mayor presion,
pueden ser las primeras neuronas en las cuales la FB; tenga un efecto negativo, por lo cual
concordaria con la presentacion primaria de signos como pardlisis de la lengua, seguido
por la degeneracion de sectores mds cercanos a la corteza parietal, los cuales controlan los

movimientos de las extremidades (Foreman et al. 2004).

Por otra parte, la relacion entre micotoxicosis y colico atn no ha sido esclarecida,
pero hay que tomarla en cuenta como posibilidad, especialmente cuando una serie de casos
de coOlico se presentan en un mismo lugar (Caloni & Cortinovis 2010). Sumado a lo
anterior, actualmente se desconoce la prevalencia de ELEM, ya que es dificil de
diagnosticar y su presentacion puede ser confundida con otras patologias del SN. En un
estudio realizado por Sequetin Cunha et al. (2016) en el que se analizaron las principales
causas de encefalitis y encefalopatias en los equinos, se observd que de los casos asociados
a problemas neurolégicos el 20% fue positivo a leucoencefalomalacia. En México, solo se
encuentra reportado un brote de ELEM en burros del estado de Oaxaca por consumo de
maiz contaminado en el afio 1997 (Rosiles & Bautista 1998). Esto es de gran importancia,
ya que se demuestra la falta de conocimiento sobre la interaccion de las FBs con los

organismos animales, en este caso la especie mds afectada, el equino.



1.4. FBs en forraje

Se ha estimado que el 25% de la produccion de cultivos mundiales estd
contaminado con micotoxinas (Buckley et al. 2007), habiendo una elevada incidencia de
FBi enestos (Liesener et al. 2010). A pesar de que se sabe poco sobre el impacto que tiene
la presencia de FBs en el alimento de los equinos, agencias como la Administracién de
Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) sugiere que el nivel total de
FBs (FB1, FB2 y FB3) no sobrepase los 5 ug/g en formulas alimenticias para equinos que
contengan maiz, asi como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus
siglas en inglés) recomienda que en el alimento destinado al consumo equino no se

sobrepasen los 5 pg/g (FB1 + FB2) (Voss et al. 2007).

Diferentes forrajes producidos en México, incluyen alfalfa (Medicago sativa),
sorgo forrajero (Sorghum sudanensey S. sudanense x S. bicolor), raigrds (Lolium
multiflorum), avena forrajera (Avena sativa), pasto Bermuda (Cynodon dactylon), cebada
(Hordeum vulgare), trigo (Triticum aestivum) y maiz forrajero, entre otros
(Améndola et al. 2005). Estos se utilizan normalmente en la dieta animal en diversas
presentaciones (fresco, henificado, ensilado, etc.), aunque esto depende en gran medida de

la disponibilidad del forraje y la especie animal a la que se le proporciona.

En los equinos, la presentacion de estos forrajes que normalmente se utilza es el
henificado, ya que tiene mayor tiempo de anaquel y facilita su almacenamiento cuando se
manejan grandes cantidades de forraje (Hoffman et al. 2009). Se ha reportado que este tipo
de pastos pueden llegar a albergar diversas poblaciones de hongos, entre las cuales se
encuentra Fusarium spp., el cual puede llegar a ser el mds predominante en forrajes como
Cynodon spp. (Taffarel et al. 2013), presentandose principalmente en las etapas previas al

almacenaje.
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Las formulaciones alimenticias en los equinos cuentan con una amplia gama de
ingredientes que se pueden utilizar, siendo el forraje el principal, abarcando hasta mas del
50% de su dieta (Saastamoinen & Hellimiki 2012). Esto es de gran relevancia, debido a
que la mayoria delos estudios que estd enfocado a la deteccion de FBs, lo hace en matrices
como maiz o alimentos que contengan maiz. Estos estudios también se enfocan en
diferentes consumidores u otras especies animales diferentes al equino, aun cuando esta
especie es la mis afectada por esta toxina y el riesgo de exposicion por medio del forraje a

este xenobiotico es practicamente desconocido (Gallo et al. 2015).

Por otra parte, se puede encontrar presencia de FBs no solo en los cultivos (Mirocha
et al. 1992), si no que debido a un almacenamiento inadecuado, puede haber presencia de
estas en pacas de heno (Raymond et al. 2000; Hoffman et al. 2009), en grano almacenado
o en ensilado con alto contenido de humedad (Buckley et al. 2007). Por esta razdén es
importante considerar la presencia de FBs en el forraje henificado, debido a que en la dieta
equina esta presentacion de forraje suele llegar a ser la mds utilizada, y atn que en México
se sabe que es una prictica comtn, hay limitada informacion cientifica sobre las tendencias
de su utilizaciéon. En otros paises como Irdn se ha detectado presencia de FBs de hasta un
68.2 % de las muestras de trigo, encontrando concentraciones de hasta 155 pgkg
(Chehri et al. 2010). En otros estudios donde se abordé la presencia de FBs en el alimento
para equinos solo se encontré presencia de FBs en una muestra, sin embargo, solo se tomo
en cuenta el alimento procesado con medidas de calidad HACCP, el cual cominmente es

concentrado que consiste en una mezcla de granos pero no forraje (Martins et al. 2012).

En la situacion actual de México, no se cuenta con un adecuado sistema de
monitoreo toxicolégico que pueda estimar de manera precisa la presencia de FBs en el
forraje henificado, invariablemente de la especie que lo consuma. Esto debe ser tomado en
cuenta ya que recientemente se ha confrmado la presentacion de ELEM por consumo de
forraje henificado (Vendruscolo et al. 2016) en otros paises, por lo cual es necesaria una
adecuada legislacion que aborde la contaminacién por diversos xenobidticos en el forraje

y que sea basada en estudios cientificos.
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1.5. Medicion de FBs

En la actualidad, hay mdltiples formas de medir la concentracion de FBsen diversas
matrices, estds generalmente incluyen diversos métodos cromatograficos y métodos que
involucran la utilizaciéon de anticuerpos (AC). Dentro de los métodos que utilizan AC como
anclaje de FBs se encuentran ELISA y fluorometria (FLR), la cual utiliza columnas de
inmunoafinidad (CIA) para la purificacién de FBs, seguido de la utilizacién de un agente
derivatizante para su posterior lectura en fluiordmetro. En cuanto a los métodos
cromatograficos, estos generalmente se emplean para la confirmacion de la presencia de
FBs, dentro de los cuales se encuentran la cromatografia liquida de alto desempeiio y ultra
desempeno (HPLC y UPLC), cromatografia de gases (GC), cromatografia de capa fina
(TLC) y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
(Shephard 2008).

Para un andlisis del contenido de FBs en el alimento, es necesario realizar una
extraccion de estas a partir de la matriz en la que se encuentren contenidas, para
posteriormente medir su concentracion. Existen varios solventes que se utilizan
cominmente para este objetivo, dentro de los cuales se encuentran el acetonitrilo, agua,
metanol, 4cido acético y las combinaciones de estos en diversas proporciones
(Petrarca et al. 2014; Jaksi¢ et al. 2015). Alternativamente se ha mencionado la utilizacién
de otros solventes como EDTA (Kim et al. 2002) en matrices complejas. Estas soluciones
se mezclan con el alimento con el objetivo de separar la mayor cantidad de FBs, para lo
cual se utilizan diversos equipos como agitadores orbitales, centrifugas o licuadoras, para

obtener una homogeneidad de la mezcla (Petrarca et al. 2014; Jaksi¢ et al. 2015).

Los extractos de la matriz contienen diversos componentes a parte del compuesto
de interés, por lo cual una vez realizada la extraccion es necesaria una purificacion de la
molécula de interés para poder determinar su concentracion en los alimentos. En los
métodos originales para el andlisis de micotoxinas generalmente se utilizan columnas
abiertas empacadas con materiales como gel de silice o tierra de diatomeas, en las cuales

se eluye con diferentes mezclas de solventes (Shephard 2008).
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Actualmente se siguen utilizando estos métodos de purificacion (Petrarca et al. 2014), asi
también otros donde se emplean columnas de 18 carbonos (Cis) en fase reversa, SAX
(Columnas de intercambio i6nico) y CIA (Columnas de Inmunoafinidad) (Ndube et al
2011; Ma et al. 2013; Jaksi¢ et al. 2015; Turner et al. 2015), las cuales proveen una
purificacién adecuada de las FBs.

Las FBs naturalmente carecen de un compuesto fluorescente, por lo cual su
deteccion utilizando métodos fluorométricos requiere un proceso de derivatizacidn, el cual
permite afiadir una molécula fluorescente a la estructura de las FBs. El método de
derivatizacion desarrollado por Bennett & Richard (1994) ha sido ampliamente utilizado
(Ndube et al. 2011; Brown et al. 2014), debido a que en comparacién con otros métodos
donde se utiliza orto-ftaldehido (OPA) como compuesto derivatizante, la utilizacion de 2,3-
naftalendicarboxaldehido (NDA) en combinacién con cianuro de sodio (NaCN) genera un
compuesto altamente fluorescente y estable (Figura 3). Otros métodos de deteccion no

involucran una derivatizacién de las FBs, tales como espectrometria de masas (Han et al.

2010; Ren et al. 2011).

CHO
- 15 min -
+ ANH, + ON ™ =
o1 B0C ‘

CHO
Naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde 1-Cyanobenzisoindole
(NDA) (CBI}

Figura 3. Reaccion del complejo NDA-NaCN con el grupo NH: primario de las FBs,
formando un compuesto derivatizado estable y fluorescente.
(Publicado en: Bennett & Richard 1994 J. of AOAC Vol. 77: 501-507)
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1.6. Influencia de factores medioambientales y de almacenamiento sobre el

contenido de FBs

Las caracteristicas de almacenamiento que son influenciadas por factores
climatologicos llegan a ser una determinante en la contaminacién por FBs en el alimento.
Se sabe que puede haber contaminacién con hongos y micotoxinas por un inadecuado
almacenamiento (Hoffman etal. 2009; Chavez Vésquez 2010), sin embargo se ha visto que
la predominancia de contaminacién por FBs se da mayoritariamente anivel de campo antes

del almacenaje (Pitt et al. 2013; Cao et al. 2014; Santiago et al. 2015).

En la actualidad, las préicticas de cultivo y almacenamiento en México son diversas,
por lo cual esdificil asociar la presencia de FBs alas diversas pricticas en estas actividades.
Se han mencionado cuales pueden ser pricticas adecuadas para reducir el riesgo de
contaminacién por hongos y micotoxinas (Chdvez Viasquez 2010; Coblentz et al. 2013),
sin embargo, las pricticas en almacenamiento son muy diversas inclusive dentro del mismo
territorio  geografico. Sumado a esto, la variabilidad en la manera de producir forraje
henificado, puede favorecer la contammacién con FBs de diversas maneras

(Cao et al. 2014; Santiago et al. 2015).
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JUSTIFICACION

Debido a que el forraje llega a abarcar hasta el 50% en la dieta equina, a que hay pocos
estudios acerca de la ocurrencia de FBs en el forraje y a que los equinos son la especie mas
afectada por esta micotoxina, se decidi® estudiar la ocurrencia de FBs en el forraje

henificado destinado al consumo equino.
HIPOTESIS

* El forraje henificado es una fuente de exposicion a FBs para los equinos.

* Hay una elevada frecuencia de altas concentraciones de FBs en este alimento.

OBJETIVOS

General
Conocer la concentracion de FBs a la que se encuentran expuestos los equinos que

consumen forraje henificado.

Especificos
1. Cuantificar FBs totales en forrajes para equinos.
2. Evaluar la relacion entre la presencia FBs y las practicas de manejo en forraje
henificado.
3. Cuantificar FB; usando cromatografia liquida de ultra desempefio UPLC.

14
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos quimicos y seguridad

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, los solventes fueron grado
HPLC o UPLC. Fumonisina Bi se obtuvo de Romer Labs Inc. (Union, MO, USA).
2,3-naftalendicarboxaldehido (NDA), tetraborato sédico decahidrato (Na2B4O7 «10H20)y
el 4cido acético (CH3CO2H) se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).
El cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato de sodio dibdsico anhidro
(Na2HPQa.), fosfato de potasio dibdsico anhidro (K2HPOs4) y el acetonitrilo grado UPLC,
se obtuvieron de Fisher Scientific Co. (Waltham, MA, USA). Las columnas de
inmunoafinidad FumoniTest™, Tween® 20 y el revelador A y B se obtuvieron de
Vicam® (Waters Co., Milford, MA, USA). El metanol grado HPLC se obtuvo de Tedia
Co. (Farfield, OH, USA). El agua grado UPLC se obtuvo en el laboratorio de acuerdo a
las especificaciones de fabricante, utilizando un filtro LC-Pak ™ Cartridge y un equipo
Simplicity (Merck Millipore Co., Billerica, MA, USA). La solucion de PBS se prepar6
disolviendo 8.0 g de cloruro de sodio, 1.2 g de fosfato de sodio dibdsico anhidro, 0.2 g de
fosfato de potasio dibdsico anhidro y 0.2 g de cloruro de potasio en un litro de agua
destilada (volumen total), ajustando el pH a7 utilizando &cido clorhidrico (HCI). El cianuro
de sodio (NaCN) fue una donaciéon de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leén (Monterrey, Nuevo Ledn, México). Todos los experimentos

fueron realizados bajo lineamientos de seguridad de laboratorio nivel 2.
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2.2. Lugar de estudio

Las muestras se tomaron de 6 centros ecuestres en la zona metropolitana de
Monterrey, donde se abarcé un periodo de 4 trimestres que corresponden a las temporadas
de verano, otofo, invierno (2016) y primavera (2017). Estos centros ecuestres alojan a
equinos con diversas funciones zootécnicas y la alimentacién estd a cargo del centro
ecuestre. Por proteccion a la confidencialidad, se omiten la ubicacion y nombres de estos
centros. Las muestras fueron tomadas a principios de cada estacion. Los andlisis de
contenido de FBs se realizaron en el laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (General Escobedo,

Nuevo Ledén, México).

2.3. Parametros de almacenamiento

Para evaluar la influencia de las diversas condiciones de almacenamiento en el
grado de acumulacion de FBs, se elabor6 y aplicé una hoja de evaluacion (Anexo 1) al
lugar donde se almacena el alimento. Esta evaluaciéon const6 de 13 preguntas, tomando en
cuenta pardmetros de almacenamiento de estudios previos sobre la adecuada disposicion
de las pacas en el lugar de almacenaje (Chivez Vasquez 2010; Coblentz et al. 2013).
A cada pregunta se le asign0 un valor numérico que va de 0 a 1 para preguntas con
respuestas dicotomicas (S7No) y de 0 a 4 cuyas respuestas fueron policotomicas (Muy
malo/ Malo/ Regular/ Bueno/ Muy bueno), sumando un total de puntos que va de 0 a 37,
representando mejores condiciones de almacenamiento entre mas elevado resulte en el
puntaje. Esta evaluacion se sometid al escrutinio de 3 profesionales en el drea para

cerciorarse de la consistencia y aplicabilidad de las diversas preguntas en el cuestionario.
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2.4. Obtencion y preparacion de las muestras

2.4.1. Obtencion de muestras

Las muestras de forraje se obtuvieron mediante la técnica de extraccion de nicleos
de paca de forraje, de acuerdo al protocolo establecido por Asociacion
Nacional de Pruebas en Forraje (NFTA) (Putnam 2007). Brevemente, utilizando una sonda
de acero (sacabocado dentado de 35 cm largo x 1.90 cm didmetro) acoplada a un taladro
KR 750 (Stanley Black & Decker, New Britain, CT, USA) de 720 watts, se realizaron
perforaciones en un dngulo de 90° hasta una profundidad de entre 30 a 45 cm en la cara
superior e inferior (por donde cruzan las sujeciones de la paca), asi también en las caras
laterales, realizado no mds de 3 perforaciones distribuidas equitativamente por cara
(Figura 4). La eleccion de pacas fue aleatoria, procurando obtener muestras de los flancos
de la pila de pacas asi como del centro de esta misma. Las muestras tomadas (400 g
aproximadamente) se almacenaron en bolsas de papel y posteriormente en bolsas de
plastico para su transporte. Si habia diversos lotes de pacas las muestras se almacenaron
por separado y se identificaron con un cddigo de acuerdo al lote, trimestre y lugar de

muestreo. Las muestras se mantuvieron en un ambiente seco, utilizando absorbentes de

humedad para evitar su acumulacién y no favorecer el crecimiento de microorganismos.

Figura 4. Toma de muestras en los diversos hipicos (izquierda), utilizando un taladro con
sacabocado (derecha) para la perforacion en angulo de 90° de las pacas de forraje

henificado.
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2.4.2. Medicion de temperatura y humedad
La temperatura y el porcentaje de humedad de las pacas se midi6 utilizando una
sonda de medicion de humedad para alimentos Beneteche GM640 (Shenzhen Jumaoyuan
Science and Technology Co., Nanshan District, Shenzhen city, Guangdong province,
China) utiizando el modo de medicién para pasto. Esta sonda se introdujo en un dngulo
de 90° dirigiéndola hacia el centro, realizando una medicién por paca. Se realizaron estas
mediciones en las pacas muestreadas y de igual manera en todo el lote, abarcando los

diferentes lados de este y eligiendo de manera aleatoria.

La medicion de temperatura también se realizd en el lugar de almacenamiento del
alimento, midiendo la temperatura de superficie utlizando un termémetro infrarrojo
BAFXe (BAFXe Products, Franksville, WI, USA). Se realizaron multiples mediciones en
las diferentes paredes del lugar de almacenamiento, techo y suelo, procurando realizar la

medicion en diversos puntos.

2.4.3. Procesamiento de la muestra
Las muestras obtenidas de las pacas forraje (Figura 5) se distribuyeron
uniformemente en bolsas de papel, posteriormente se secaron por 48 hrs a 30 °C en un
horno de secado para eliminar humedad. Una vez secas, la muestras se procesaron en un

molino hasta alcanzar un tamafio de particula <lmm (Putnam 2007; Liesener et al. 2010).

2.5. Medicion de FBs totales

Esta se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el protocolo de extraccion y recoleccion
de FBs para maiz y sorgo del manual FumoniTest™ Fluorometer Vicam® (Waters Co.)
(Waters Co., Milford, MA, USA) con ligeras modificaciones, utilizando un fluoréme tro
VICAM SERIES-4ex (Waters Co.).
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Figura 5. Muestra de forraje obtenida durante el estudio antes de ser procesada para la

extraccion de FBs.

2.5.1. Extraccion de FBs
Se mezclaron 100 g de muestra de forraje molido con 250 mL de metanol/agua

(80:20 v/v) y 5.0 g de cloruro de sodio. Se licu6 a maxima velocidad por 1 min. utilizando
una licuadora Waring® laboratory blender (Waring® Commercial Inc, Torrington, CT,
USA). La mezcla se filtr6 en un frasco limpio utilizando filtros acanalados Vicame de

24 cm (No. Cat. 31240) (Figura 6).
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Figura 6. Extraccion y filtracion de FBs en las muestras una vez procesadas y

homogenizadas con el solvente, utilizando filtros acanalados Vicame.
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2.5.2. Recoleccion de FBs utilizando columnas de inmunoafinidad
Se tomaron 10 mL del extracto obtenido anteriormente y se mezclé con 40 mL de
solucién Tween® 20/PBS (1:1000 v/v). Se filtr6 en un frasco limpio utilizando filtros de
microfibra de 1.0 um, 9.0 cm Vicame. Se tomaron 10 mL y se pasaron por columnas de
inmunoafinidad FumoniTest™, la columna se lavd con 10 mL de solucién Tween® 20/PBS
seguido de 10 mL de PBS (Figura 7). Las fumonisinas se eluyeron con 1.0 mL de metanol
grado HPLC en una cubeta de vidrio. Se afiadi6 1.0 mL de revelador para fumonisinas

FumoniTest™ previamente preparado y se colocé en el fluorémetro.

Figura 7. Utilizacion de CIA FumoniTest™ Vicam® (Waters Co.) para la purificacion de

FBs de las muestras de forraje.
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2.6. Medicion de FB; en UPLC

Se realizd a partir de las muestras en las que se detectaron altas concentraciones de
FBs (>5 pg/g) para poder establecer la concentracion de FBi en el forraje henificado.
La extraccion de FBs se realizo mediante el método de FumoniTest™ Fluorometer
(Waters Co.) descrito en la seccion 1.5.1. Para la recoleccién de FBs totales se utilizd lo
descrito en el protocolo extraccidn y recoleccion de FBs para mafz y sorgo del manual

FumoniTest"" and FumoniTest WB™ (Vicam® Waters Co. 2004).

Figura 8. Sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Co.) utilizado para la deteccion de

FBs por medio de fluorescencia.
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2.6.1. Condiciones cromatograficas

La separacion cromatogrifica se realizd por fase reversa en UPLC utilizando una
columna analitica Acquity UPLC® BEH C18 (Waters Co.) con tamafio de particula de
1.7 ym (2.1 x 100 mm) mantenida a 35 °C (Ren et al. 2011) en el sistema ACQUITY
UPLC H-Class (Waters Co.) compuesto de un administrador de solventes (Quaternary
Solvent Manager H-Class), administrador de muestras (Sample Manager FNT), detector
de fluorescencia (ACQUITY UPLC FLR Detector) y un detector UV (ACQUITY UPLC
TUV Detector) (Figura 8). Las muestras se mantuvieron a una temperatura de 35 °C. Los
valores de excitacion y emision para el detector de fluorescencia se establecieron a longitud
de onda de 420 y 500 nm (Brown et al. 2014) respectivamente. El tiempo de corrida se

estableci6 a 4 min, con un volumen de inyeccién de 3 pL.

2.6.1. Preparacion de muestras
Una vez recolectadas las FBs totales de la columna de immunoafinidad, se evaporo
bajo corriente de nitrogeno a 60 °C (Bennett & Richard 1994) y se reconstituyd en
1 mL de agua/acetonitrilo (60:40 v/v), se traslad6 el contenido a viales dmbar de 2 mL y

se almacenaron a 4 °C para su posterior andlisis en UPLC.

2.6.2. Derivatizaciéon
Esta se realizd de acuerdo al protocolo establecido por Bennett & Richard (1994)

con modificaciones.

2.6.2.1. Estdndares de calibracion

Los estdndares se prepararon utilizando 250 pL del estindar de trabajo, anadiendo
de manera secuencial 250 pL. de buffer de borato de sodio (0.05 M, pH 9.5), 125uL de
cianuro de sodio (0.13 mg/mL de agua destilada) y 125 yL de NDA (0.25 mg/mL de
metanol), esta solucion se mezcld en vortex y se calenté por 20 min. a 60 °C en bafio maria.
Se enfri6 a 4 °C por 4 min. (Brown et al. 2014) y se adicionaron 1.75 mL de buffer de
fosfato dibésico de potasio (0.05 M, pH 7)/acetonitrilo (40:60 v/v). Después, se tomd 1 mL
y se pasé a través de filtros de jeringa de 0.2 um Acrodisc® (Pall Co., Port Washington,
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NY, USA) directamente aviales ambar de 2 mL. Los viales se almacenaron a -70 °C hasta

su utilizacidn.

2.6.2.2. Muestras

Se tomaron 250 uL de la solucién preparada en la seccion 2.6.1, se afiadieron de
manera secuencial 250 pL. de buffer de borato de sédio (0.05 M, pH 9.5), 125uL de cianuro
de sodio (0.13 mg/mL de agua destilada) y 125 yL. de NDA (0.25 mg/mL de metanol).
Esta soluciéon se mezcld en vortex y se calentdé por 20 min. a 60 °C en bafo maria.
La mezcla se enfri6 a 4 °C por 4 min. (Brown et al. 2014) y se adicionaron 1.75 mL de
buffer de fosfato dibdsico de potasio (0.05 M, pH 7)/acetonitrilo (40:60 v/v) para después
tomar 1 mL y pasarlo a través de filtros de jeringa de 0.2 um Acrodisc® (Pall Co., Port
Washington, NY, USA) directamente a viales dmbar de 2 mL. Los viales se almacenaron

a-70 °C hasta su utilizacién 24 horas después.

2.6.3. Curva de calibracion
La curva de calibracion se preparé a partir de FB; obtenida de Romer Labs (Union,
MO, USA), aconcentracion de 50.0 uyg/mL, suspendida en acetonitrilo/agua (1:1 v/v). Este
estandar se disolvi en agua/acetonitrilo (60:40 v/v) para obtener concentraciones de 0.1,

2.5,5,75, 10,125, 15y 17.5 pg/mL.

Para determinar la ecuacion lineal que mejor represente a la curva se realizd un
andlisis de regresion lineal en el paquete estadistico SAS® Software University Edition
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) los intervalos de confianza (p < 0.05) y la
determinacién de las concentraciones de la muestra se obtuvieron de acuerdo a lo descrito

Prichard & Barwick (2003) utilizando las siguientes formulas:
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2.6.3.1. Intervalos de confianza

_s(r) 11 Vo — ¥)?
Sxy= - jN+n+m2 ' —

(1)

s(r) desviacion estdndar residual

n ntimero de puntos de calibracion pareados

m gradiente calculado que mejor representa la curva

N numero de mediciones que se hicieron en la muestra

Yo es la media de los valores de y de N repeticiones de la muestra
y es la media de los valores de y de los estdndares de calibracion
X; valores del eje x

X media de los valores de x;
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Para el célculo del valor de s(r) se utilizé la siguiente férmula:

zﬂ: v — 9)?
s = |— n—2
2)
Donde:
Vi valor observado de y dado un valor de x;
Vi valor de y predicha por la ecuacion de calibracion lineal dado un valor de x;
n ntimero de puntos de calibracion

2.6.3.2. Concentracion de muestra
Una vez obtenida la ecuacién lineal que mejor representa la curva (y = mx + b) esta se

utiliz para determinar las concentraciones de las muestras mediante el despeje de esta:

y=mx+c
y—Cc=mx
x = y—¢
m
3)

Donde:
y valor observado en el eje y
m gradiente de la linea de minimos cuadrados
x valor observado en el eje x
c intercepto de la linea de minimos cuadrados
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2.6.4. Fase movil
La fase mévil se prepard utilizando acetonitrilo/agua/dcido acético (57:42:1 viv/v),
esta mezcla se filtr6 con membrana de nailon de 0.2 um Nylaflo® (Pall Co.) utilizando una
bomba de vacio, repitiendo este proceso 2 veces. Posteriormente de degasificé por 10 min.
utilizando bafio ultrasénico Ultrasonic Cleaning Bath CPXH 3800 (Fisher Scientific Co.).
El fluyjo se mantuvo a 0.3 mlL/min. La elucién de FBs se obtuvo mediante un flujo

isocratico.

2.7. Analisis estadistico

Para determinar la influencia de la temperatura ambiental, temperatura del forraje
henificado, humedad y condiciones de almacenamiento en el grado de presencia de FBs en
los diferentes forrajes, se realizd un andlisis de correlacion de Pearson en el paquete
estadistico SAS® Software University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
También se realizO un andlisis de frecuencia para establecer el riesgo de exposicion a
niveles por encima de lo sugerido. Los resultados obtenidos de la concentracion de FBs a
lo largo de las diferentes estaciones fueron analizados mediante pruebas no paramétricas
de un solo factor One-way ANOVA, comparando concentracion de FBs x centro ecuestre
con una prueba de Kruskal-Wallis utilizando la suma de rangos de Wilcoxon.
Adicionalmente, para determinar las estaciones con mds frecuencia de aparicion de FBs,
la concentracién de FBs x estacion de aifio se analiz6 por medio de una prueba de medianas
de un solo factor. Estas pruebas se compararon con una prueba de Chi-Cuadrada. La
influencia de la temperatura en UPLC sobre la intensidad de emision se analiz6 con un

andlisis de varianza ANOVA. Los resultados se consideraron significativos a p < 0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Condiciones medioambientales y de almacenamiento

3.1.1. Variaciéon climaitica el dia de la toma de muestras
Durante el periodo de estudio que comprendi® un afio (verano 2016 a
primavera 2017) se tomaron medidas de temperatura ambiental en el lugar de almacenaje

(Figura 9) en los dias especificos en que se tomaron las muestras.

Temperatura °C

ABCDETFABCDETFAERBRCDETFABTCDEF
Verano Otofio [nvierno Primavera

Estacion del afio

Figura 9. Temperatura media por centro ecuestre (A — F) en cada estacion, tomada el dia de

muestreo.
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Se puede observar que hay una gran variabilidad de temperaturas en los diferentes
lugares muestreados incluso en la misma temporada del afio, sin embargo, se sigue un
patrén estacional normal como lo indica la linea de tendencia. Las mayores temperaturas
se presentaron en verano (2016) y primavera (2017) con temperaturas promedio de
30.4 y 32.4 °C respectivamente. Por otra parte en otono (2016) e invierno (2016) se
presentaron las temperaturas menores con promedios de 29.6 y 18.9 °C respectivame nte.
Es importante mencionar que la temperatura obtenida el dia de la toma de muestra no
refleja la temperatura ambiental directamente, ya que otros factores propios de Ia
infraestructura del lugar de almacenamiento influyen sobre las condiciones
medioambientales dentro de este mismo. Aun asi, estas temperaturas representan la
temperatura ambiental influenciada por la infraestructura del almacén, lo cual es un factor

influyente en el contexto de las condiciones de almacenamiento.

3.1.2. Condiciones de almacenamiento

Los resultados obtenidos por las hojas de evaluacion (Seccion 2.3) muestran que en
todos los lugares hubo condiciones de almacenamiento deficientes (Figura 10) sin importar
la calidad de los materiales utilizados ni el disefio del lugar. En la mayoria de las ocasiones
(93.33%), las muestras se tomaron de pacas chicas (80 x 40 x 40 cm) mientras que el resto
(6.67%) se tomaron de pacas grandes (90 x 100 x 210 cm). En la mayoria de los lugares
se utilizaban elevaciones para poder separar las pacas del suelo, sin embargo, en ningiin
lugar se utilizaba un espaciado entre pacas para favorecer el paso de aire y evitar la
acumulaciéon de humedad en el centro de la pila de pacas. De igual manera, en pocos lugares
se controlaba la ventilacion o temperatura del lugar de almacenaje y solo en dos establos

se utilizaba suelo de concreto.
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Figura 10. Puntaje obtenido (escala de 0-37) en condiciones de almacenamiento, donde un

mayor puntaje representa mejores condiciones de almacenaje del alimento.

3.2. Medicion de FBs totales en fluorometro

Las muestras se procesaron mediante el método establecido en el manual
FumoniTest® Vicam® (Waters Co.) recolectando las FBs por CIA. Se contaminaron con
FB; diversas matrices para analizar la efectividad del método de obtener una recuperacion
de FBs en el forraje molido, sin embargo, no se obtuvieron recuperaciones de FBs al
contaminarse la matriz, debido a esto se contamind con 5 pg/ml al extracto de la matriz
(Kim et al. 2002), recolectando las FBs por CIA, obteniendo de esta manera recuperaciones
de ~ 85%. Del andlisis en el forraje muestreado en los centros ecuestres, se midi6 el
contenido de FBs totales en 44 muestras alo largo del estudio (Figura 11), estas presentaron

una gran variabilidad en el grado de concentracion de FBs totales.
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Figura 11. Distribucién de las concentraciones de FBs en las muestras obtenidas a lo largo

del estudio.

La concentracion de FBs mds alta encontrada fue de 16.75 pg/g. Esta muestra se
obtuvo en el periodo de verano (2016), sin embargo, como se muestra en la figura 11, se
puede observar que la mayoria de las muestras presentan concentraciones de

~2 ug/g o menores.
3.3. Medicion de FB; en UPLC

Para la deteccion de FBi, se monté bajo las condiciones de este laboratorio el
método de derivatizaciéon establecido por Bennett & Richard (1994), realizando ciertas

modificaciones para su optimizacion.

3.3.1. Columna
Inicialmente se utilizO una columna analitica mBondapak™ C18 (Waters Co.) con
tamafio de particula de 10um (3.9 x 150 mm). El tiempo de corrida se establecié a 8 min.

con un volumen de inyeccion de 10 uL. El pico de FBi se observé en el minuto ~4.5.
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Posteriormente se decidié utilizar una columna analitica Acquity UPLC® BEH C18
(Waters Co.) con tamafio de particula de 1.7 um (2.1 x 100 mm), un tiempo de corrida de
4 min. y un volumen de inyeccion de 3 pL. Utillizando esta columna, el pico de FBi se
detect6 en el minuto ~2.8. En la figura 12 se muestra la diferencia cromatografica obtenida

con los dos tipos de columna.
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Figura 12. Comparacion del tiempo de retencion y separacion cromatografica de FB
(flecha negra) utilizando diferentes columnas:
(A) Waters mBondapak™ C18, 10 um
(B) Waters Acquity UPLC® BEH C18, 1.7 um.
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3.3.2. Temperatura
Se probaron diferentes temperaturas tanto en la columna como en el administrador

de muestras del UPLC para observar la respuesta de la intensidad de emision.

3.3.2.1. Columna
Las temperaturas que se probaron fueron de 35 y 40 °C. Se observa una diferencia
estadistica en la intensidad de emision a 40 °C comparado con los valores observados a

temperatura de 35 °C.

Tabla 1. Comparacion de temperaturas de columna en UPLC, utilizando diferentes

concentraciones (ug/ml) de FB,.

pg/ml Temperatura Unidades de Emision Valor-P*
35°C 11896 + 694
0.1 <.0001
40 °C 25128 £ 1032
35°C 491297 + 64360
2.5 0.2026
40 °C 563399 + 50889
35°C 848962 + 40396
5 0.0217
40 °C 1116190 + 120066
35°C 1427800 + 113636
7.5 0.0712
40 °C 1735206 + 186265
35°C 1916220 + 144562
10 0.0428
40 °C 2420288 +260493
35°C 2407796 + 140457
12.5 0.1124
40 °C 2936389 + 428912
35°C 2476043 + 185906
15 0.0992
40 °C 3040050 £ 417073
35°C 2725781 + 98641
17.5 0.0145
40 °C 3596292 + 351248

*Analisis de varianza ANOVA.
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Como se puede apreciar en la tabla 1, hay una tendencia de caracter directamente
proporcional entre la intensidad de emision y la temperatura utilizada en la columna, por
lo cual, atn que aparentemente la temperatura con mejores valores de emision fue 40 °C,
se decidié utilizar 35° C como temperatura de columna, ya que como se muestra en la
tabla 1, a temperaturas mads altas se tiende a presentar mds variabilidad en la respuesta de
emision del complejo FB1-NDA-NaCN (Samapundo et al. 2006; Khayoon et al. 2010).
De esta manera, se obtiene una buena resolucion sin aumentar la variabilidad en la

mtensidad de emision.

3.3.2.2. Muestra
Las temperaturas que se evaluaron en el administrador de muestras fueron:
temperatura ambiente, 35 y 40 °C, de igual manera se observaron las caracteristicas de

estabilidad de la derivatizacion.

La relacion temperatura-intensidad de emision, mostré una tendencia de caricter
directamente proporcional, de la misma manera que se muestra en la tabla 1. Sin embargo,
también se muestra un incremento en la variabilidad de respuesta a medida que se
incrementa la temperatura, lo cual es indicativo de una menor estabilidad del complejo
FB1-NDA-NaCN. Debido a esto y al igual que en la temperatura de la columna, se decidid
establecer 35 °C como temperatura en el administrador de muestras para optimizar el

método de deteccion.

3.3.3. Derivatizacion
La temperatura que se decidi6 utilizar para la reaccion de derivatizacion fue de
60 °C, como se menciona en el método de Bennett & Richard (1994), sin embargo, a
diferencia del tiempo de 15 min. establecido por ese método, el tiempo de reaccion en baiio

marfa en el que se observaron mejores resultados de emision fue a 20 mn (Brown et al

2014).
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3.3.3.1. Estabilidad de almacenamiento
Como se menciona en la seccion (Seccidon 2.6.2.1) los estandares una vez
derivatizados se almacenaron a -70 °C, por lo cual se evalué la estabilidad del complejo
FB1-NDA-NaCN bajo estas condiciones. Se observé que al descongelar 10 dias después el
compuesto derivatizado, este exhibifa una intensidad de emision mayor (~13%), comparada

con los valores de emision inicial, obtenidos inmediatamente después de la derivatizacién

(Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma comparativo de la emision obtenida con el mismo vial antes de

congelar (asterisco) y después de 10 dias de almacenamiento a -70 °C (flecha).

Una vez que se utilizo el vial con FB; derivatizada, se volvid a almacenar a
temperatura de -70 °C para reanalizarlo al dia siguiente, con la intencién de evaluar Ila
estabilidad del compuesto al volverlo a descongelar, ya que es importante tener
disponibilidad de reanalizar un compuesto derivatizado, sobre todo cuando pertenece a una
muestra dificil de conseguir o perteneciente a un muestreo periddico. Al descongelar por
segunda ocasion, se observd que la intensidad de emision decreci6 en un 12 %.
Este procedimiento de almacenaje a temperatura de -70 °C, para mantener la estabilidad
del complejo FBi-NDA-NaCN por periodos consecutivos de hasta 10 dias, demuestra que
es apropiado para su utilizacidn, sin embargo, no se establecio la cantidad de tiempo que
podian permanecer las muestras almacenadas bajo estas condiciones.

35



36

3.3.4. Deteccion en el forraje

Una vez establecidas las condiciones que mejor se desempefiaron para optimizar la
estandarizacion del método, se procedi6 a analizar el contenido de FBi en las muestras
donde se encontraron concentraciones de FBs totales superiores a 5 pg/g. Estas se
procesaron de acuerdo con lo antes mencionado en la seccion 2.6. En todas las muestras
analizadas, la concentracion de FBi se encontré por debajo del limite de deteccion,
inclusive aquellas muestras con concentraciones altas de hasta 16.75 yg/g. Para tratar de
determinar si este fue un efecto relacionado con la matriz (forraje molido), muestras en las
que no se detectaron FBs por FLR se contaminaron con FBide la misma manera que en lo
descrito en la seccion 3.2, derivatizando como se menciona en la seccién 2.6.2, y asi evaluar
la recuperacion de FBi. De esta manera se obtuvieron recuperaciones de ~58%, por lo cual,
debido a que no hubo deteccion de FB1 en las muestras analizadas, se puede argumentar
que la discrepancia en la concentracion de FB; también se puede deber a otros factores no
relacionados con el método extraccion, purificacion o derivatizacion para UPLC. Posibles

explicaciones a esto se discuten mdas adelante en la seccién 4.3 y 4.4.

3.4. Concentracion de FBs totales

En todas las muestras de forraje de cada una de las estaciones del periodo de estudio
se detectaron concentraciones variables de FBs, al igual que en todos los centros ecuestres,
donde dependiendo de la estacion muestreada se presentaron niveles detectables de FBs.

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos por FLR.

Como lo indica la linea de tendencia, hay cierto patrén estacional en la ocurrencia
de FBs en forraje henificado, aumentando y disminuyendo conforme hay cambio de
estacion y por ende, de factores climiticos. La medicion de FBs totales indica que en las
muestras de verano (2016) hubo presencia de FBs en concentraciones variables en todos
los lugares muestreados. De un total de muestras en verano (15), el 86.66% (13) se
encontraron niveles detectables de FBs, siendo la menor de 0.28 pg/g y la mayor de
16.75 pg/g con un promedio de 3.43 pg/g. En otofio (2016) solo en una muestra (11.11%)

se encontr6 presencia de FBs con una concentracion de 3 pg/g, con una media de 0.33
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ug/g, mientras que el 88.88% de las muestras resultd negativo a la presencia de FBs. En
invierno (2016) al igual que en verano (2016), hubo presencia de FBs en concentraciones
variables en todos los centros ecuestres, habiendo niveles detectables en todas las muestras,
siendo el menor de 1.08 pg/g y la mayor de 6.5 pg/g. Finalmente en la dltima toma de
muestras correspondiente al periodo de primavera (2017), se encontraron concentraciones
detectables solo en el 50% de las muestras (5), siendo la menor de 0.12 pg/g y la mayor
de 2.40 pg/g.
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Figura 14. Concentracion media (ug/g) de FBs totales por centro ecuestre (A — F) en las

diferentes estaciones muestreadas, datos obtenidos por FLR. En las lineas verticales en cada

barra se representa la DE.
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3.4.1. Por centro ecuestre
Aun que pertenecen a la misma zona geografica, cada centro ecuestre estd ubicado
en distintas partes de la zona metropolitana de Monterrey, aparte de contar con diferente
infraestructura en su almacén asi como diversas practicas de manejo del alimento. Al haber
una alta variabilidad entre estos factores, no se encontr0 una diferencia estadistica
significativa (p = 0.8409) entre las concentraciones de FBs en cada centro ecuestre a lo
largo del estudio (Figura 15), indicativo de que las diversas condiciones propias del centro

ecuestre, aparentemente no juegan un papel primordial en la acumulacion de FBs.
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Figura 15. Concentracionesde FBs por centro ecuestre alo largo del estudio. Prueba de
Kruskal-Wallis utilizando la suma de rangos de Wilcoxon y comparado con Chi-Cuadrada

(P > X2 0.8409). En las lineas verticales en cada barra se representa la DE.
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3.4.2. Por zona
Al agrupar los centros ecuestres por zona, se puede representar mas adecuadamente
las pequefias variaciones climatoldégicas anuales en las diversas porciones de la zona
metropolitana de Monterrey. En la figura 16 se muestran las zonas alas que pertenecen los
diversos centros ecuestres. Aunque hay una variacion en cuanto a la cantidad de lugares
muestreados por zona y las concentraciones totales de FBs por centro ecuestre, se puede
apreciar que en la zona M hay una tendencia a presentar niveles de concentracion de FBs

mds altos que en la zona L.
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Figura 16. Promedio de la concentracion de FBs por centro e cuestre (A-E) agrupado en
zonas (L — Centro/sur; M — Oeste; N — Este; S — Sur). Se muestra aparentemente una
mayor tendencia de aparicion en zona M. En las lineas verticales en cada barra se

representa la DE.
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3.4.3. Frecuencia de deteccion

Durante las diversas estaciones del afo en las que se realizaron muestreos, se
mostr6 una gran variabilidad en la frecuencia de ocurrencia de diversos niveles de
concentracion de FBs en el forraje. Los resultados del andlisis de medianas de un solo
factor (Figura 17) muestran que hay una diferencia significativa en la presencia de
concentraciones detectables de FBs, siendo invierno la temporada con mayor presentacion
de FBs, obteniendo una frecuencia por arriba de la mediana de 11/11 y en donde todas las
muestras se encontraron niveles detectables, seguido en frecuencia por verano con un
puntaje de 8/14. En las estaciones de otofio y primavera la frecuencia por encima de la
mediana de FBs fue estadisticamente menor a las otras estaciones, presentindose solo 1/9

en otofio y 2/10 en primavera.
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Figura 17. Frecuencia por encima (rojo) y debajo (azul) de la mediana total para FBs
totales, agrupada por estaciones de afio y representada con la cantidad de muestras por

encima de la mediana, comparando con Chi-Cuadrada (P > X2 0.0002).
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3.5. Influencia de factores medioambientales y de almacenamiento sobre el contenido

de FBs

Las caracteristicas climatolégicas llegan a ser un factor determinante en la
contaminacién por FBs en el alimento, debido a esto se evalud la temperatura y la
precipitacion pluvial. Se contemplaron los meses anteriores a la fecha de la toma de
muestras, debido a que las etapas de cultivo y proceso de henificacién son factores de riesgo

para la contaminacién con FBs.

Tabla 2. Medias de temperatura y precipitacion pluvial en el estado de Nuevo Leon,
contemplando un mes anterior al mes de la toma de muestra (datos obtenidos del Sistema

Meteorolégico Nacional).

Estacion Precipitacién (mm) Temperatura (°C)
Verano 62.5 28.3
Otofio 78.6 254
Invierno 24.7 16.7
Primavera 222 22.9

Como se muestra en la tabla 2 la mayor temperatura encontrada fue de 28.3 °C que
corresponde a la temporada de verano, seguida de otofio, primavera e mvierno. En cuanto
a la precipitacion pluvial, la estacion del afio con mis cantidad de Iluvia fue otofio con 78.6
mm, seguida de verano, invierno y primavera. No se encontré una correlacion significativa
entre la temperatura ambiental, temperatura en pacas y humedad en pacas, con el contenido
de FBs en las diversas estaciones, siendo la temperatura ambiental en invierno donde se

obtuvo un mayor coeficiente de determinacién (r’>= 0.202).
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3.5.1. Efecto del almacenamiento

De igual manera que con los factores medioambientales, se obtuvieron bajos
coeficientes de determinacion entre las condiciones de almacenaje y el contenido de FBs
totales (r>= -0.054). En cuanto al tiempo de almacenaje del alimento, este no es un factor
determinante en la presencia de FBs como se muestra en la figura 18, pero si es un punto
de referencia donde se puede observar una tendencia (linea de tendencia) de cardcter
mversamente proporcional, entre menos tiempo de permanencia en el almacén mds
concentracion de FBs se encuentra presente. LLa mayoria de las muestras donde se
encontraron niveles por encima de 5 pg/g tenfan 1 mes o menos en almacenamiento,
mientras que a medida que aumenta el tiempo de almacén, se observa que la concentracion
de FBs tiende a disminuir. Contemplando las etapas del procesamiento del forraje, desde
su cultivo hasta su almacenaje, el patron de presencia y concentracion de FBs encontrado,

sugiere que la contaminacidn con estas toxinas se da preferente en etapas anteriores al

almacenamiento.
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Figura 18. Concentraciones de FBs totales encontradas en todas las muestras, organizadas

por tiempo de permanencia en almacenamiento.
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CAPITULO 4

DISCUSION

En el presente estudio se observd que la ocurrencia de FBs en el forraje henificado
tiene una gran variabilidad, con una tendencia a ser influenciada por diversos factores
como: tiempo de almacenaje, caracteristicas propias del medio ambiente local en el que se
encuentra almacenado el forraje y estaciones del afio con sus caracteristicas climatologicas.
Posiblemente otros factores no medidos en este estudio como: cepa de Fusarium spp.
afectando el cultivo, plagas, resistencia de la planta ante la presencia de estos factores,
variables climatolégicas por factores dificiles de predecir (fenémenos climatolégicos) y
factores antropoldgicos, también pueden afectar enla ocurrencia y concentraciones de FBs

que se presentan en el forraje.

4.1. FBs en el forraje

La frecuencia en ocurrencia de FBs en el forraje henificado encontrada en este
estudio fue de 65.9%, lo cual se aproxima a lo encontrado por otros estudios similares
realizados en la misma zona (Huerta-Trevifio et al. 2016), donde encontr6 un 54%, asi
como en otros lugares de Estados Unidos (Yu et al. 1999) donde se llegd a presentar un
52%, sin embargo, difiere con otros estudios en los que encontraron bajas concentracio nes
de FBs o no se logré determinar la presencia (Mirocha et al. 1992; Buckley et al. 2007;
Skladanka et al. 2011). Por otra parte, Vieira Queiroz et al. (2012) en un estudio realizado
en muestras de maiz almacenado, encontr6 la presencia de FBs en todas las muestras
analizadas, sin embargo, en este caso la matriz fue diferente. Esto marca una clara
variabilidad en la presencia de FBs en diversas matrices, lo cual concuerda con lo
encontrado en el presente estudio, donde se muestra una variacidon en ocurrencia de FBs

que se puede presentar a lo largo de las diversas estaciones climiticas anuales y en los
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diversos microclimas de la zona metropolitana de Monterrey. En estudios realizados en
diversos forrajes enfocados a la cuantificacion de FBs, se han encontrado frecuencias
variables en la incidencia de FBs. Gallo et al. (2015), en una recopilacion de datos
provenientes de diversos estudios enfocados a este propdsito, menciona que se han
encontrado porcentajes de incidencia de FBs en forrajes que van de 1 a 97% (51% en
promedio), con un numero de muestras de entre 3 y 140 en diversas matrices,
predominando aquellas muestras que contienen maiz como ingrediente. Hay que tomar en
cuenta que la frecuencia de deteccion de FBs es multifactorial, por lo que porcentajes bajos
de presentacion no indican que ese alimento estard libre de otras fusariotixinas y en general

de otras micotoxinas.

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) y la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomiendan que en el alimento destinado al consumo
equino no sobrepase los 5 ug/g (Voss etal 2007) en contenido de FBs, sin embargo se ha
reportado que niveles de hasta 2 ug/g pueden causar ELEM (Rosiles & Bautista 1998).
La concentracion de FBs en las muestras analizadas fue variable (Figura 11), dependiendo
de la estacién climitica en la que fue cosechado y procesado el forraje. La mayor
concentracion encontrada corresponde al periodo de verano, encontrado hasta 16.75 pg/g
de FBs totales, lo cual representa una concentracion no reportada antes en forraje
henificado. Mirocha et al. (1992) reporta por primera vez la presencia de FBs en forraje de
pastoreo, encontrando concentraciones de hasta 9 ug/g. Otras concentraciones encontradas
en diferentes tipos de forraje varian entre 0.016 pg/g hasta 26.2 pg/g (Gallo et al. 2015),
sin embargo, en gran parte de los estudios disponibles las concentraciones han sido
menores, como en lo mencionado por Yu et al. (1999), donde reportaron concentraciones
de 0.12 pg/g en forraje henificado. En un brote de ELEM en el estado de Oaxaca, México
(Rosiles & Bautista 1998), se reportaron concentraciones de FBs que variaban de 0.16 a
13.3 pg/g, lo cual se relaciona mas con lo reportado en este estudio, sin embargo la
muestras analizadas fueron de maiz. Por otro lado, en estudios precedentes de la misma
zona que el presente (Huerta-Trevifio et al. 2016), se encontraron niveles de entre 0.09 a

0.29 ug/g en diversos tipos de forraje, incluyendo alfalfa (Medicago sativa L.),
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sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] y pasto buffel (Cenchrus ciliaris L.), aun que este

estudio se realizd mediante ELISA.

Tomando en cuenta que la presencia de FBs se debe a una contaminacién previa
con hongos del género Fusarium spp., es importante contemplar una contaminacidn
simultdnea con otro tipo de fusariotoxinas debido a que su presencia puede ser un indicador
de la posible contaminacién (presente o futura) por FBs, ya que se ha observado que una
misma especie de hongo tiene Ila capacidad de producir diversas micotoxinas
(Buckley et al. 2007; Skladanka et al. 2011; Pitt et al. 2013; Nichea et al. 2015). En un
estudio realizado por Raymond et al. (2000) se encontraron niveles importantes de ZEA,
DON y T2 en muestras de forraje alfalfa-timothy después de un almacenamiento de 11
meses. En otros estudios donde midieron diversas micotoxinas en forraje (Skladanka et al.
2011, 2013), se han enfocado principalmente a fusariotoxinas como las anteriormente

mencionadas, asi como en otras micotoxinas de interés como aflatoxinas (AFL).

Las micotoxinas son sintetizadas en condiciones de estrés, influenciadas por
factores como temperatura, humedad, contenido de materia seca, almacenamiento y
competencia con otros microorganismos. La mayoria de estos factores se ve mayormente
influenciado por las cambiantes condiciones climatolégicas presentadas en diversos afios
o incluso durante cada estacion a lo largo del mismo afio, por lo cual se ha tratado de ligar
la presencia de FBs y otras micotoxinas a estas variables (Cao et al 2014;
Santiago et al. 2015) para poder de esta manera tratar de comprender el patrén de
contaminacién. En el presente estudio se observd un patrén estacional en la ocurrencia de
FBs, lo que indica que factores medioambientales juegan un papel primordial en la
presencia de estas. La temporada con mayor ocurrencia fue verano, seguida por invierno,
primavera y otofio, mostrando una fluctuacién estacional (Figura 14) invariablemente de
otros factores que pudieran influir como tiempo de almacenamiento, infraestructura del

lugar de almacenamiento y zona geografica del lugar muestreado.
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En cada una de las estaciones se presentaron diversas condiciones de precipitacidén
pluvial y temperatura (Tabla 2), sin embargo, atin que se encontré una diferencia estadistica
significativa en la ocurrencia de FBs a lo largo de las diferentes estaciones abarcadas en el
presente estudio (Figura 17), no se encontré una asociacion directa estadistica entre las
diversas caracteristicas climatolégicas y la presencia de estas. En otras investigaciones
(Skladanka et al. 2013) se observd que bajas temperaturas reducen el riesgo de
contaminacién por micotoxinas, lo cual contrasta con otros estudios donde se encontraron
cantidades mas altas de micotoxinas en temporadas mds frias (Golinski et al. 2006), sin
embargo, en estos estudios no se midieron concentraciones de FBs o simplemente no se

encontraron, enfocdndose en otras fusariotoxinas como DON y ZEA.

Se ha tratado de asociar la presencia de Fusarium spp.y el grado de contaminacidn
por FBs, sin embargo, la presencia del hongo no es indicativo de la presencia de FBs, aun
asi, en estudios previos se ha reportado que las altas concentraciones de ZEA sugieren que
Fusarium spp. se encontraba presente antes de la cosecha y fue remplazado por otros
hongos como Aspergillus spp. (Raymond et al. 2000; Buckley et al. 2007) o Penicillium
spp .(Taffarel et al. 2013) durante el almacenamiento, ya que el 50 % del forraje muestreado
contenia hongos patogénicos, pero en ninguna muestra se encontrd la presencia de
Fusarium spp. De igual manera, se menciona que el clima hiimedo en el afloramiento de
la planta propicia la infeccion por Fusarium spp en pastos y granos, haciendo mencion
importante a que un clima seco es necesario para la cosecha, ya que un lento secado del
pasto favorece el desarrollo y presencia de FBs (Pitt et al. 2013), por lo cual se puede
argumentar que la contaminacién por FBs tiene una mayor probabilidad de presentarse
antes del almacenaje del forraje henificado. Esto tiene cierta relacion con lo antes expuesto
por Rohweder et al. (2011) donde encontraron que a medida que aumenta el tiempo en el
almacenamiento la concentracion de fusariotoxinas (en este caso DON) decrece,
especialmente en el alimento que fue almacenado bajo techo. Este efecto hallazgo puede
ser una posible explicacion de nuestros hallazgos en el estudio actual. También en el
estudio de Rohweder et al. (2011) se menciona que puede haber ausencia de una cepa de
hongo en presencia de otra, lo cual se observé al contaminar el trigo con F. culmorum el

cual clasificaron como alto productor de DON, consiguientemente encontrando altas
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cantidades de esta micotoxina en comparacion con otras, lo cual sugiere una selectividad
de producir cierto tipo de fusariotoxina dependiendo de la cepa de Fusarium spp. Esto
también es mencionado por otros autores (Skladanka et al. 2011; Eugenia de la Torre-
Herndndez et al. 2014; Santiago et al. 2015) donde proponen que las diversas cepas de

Fusarium spp. son factor a considerar en la ocurrencia y acumulacién de FBs en el
alimento.

Al no encontrar una diferencia significativa en la concentracion de FBs por centro
ecuestre a lo largo del estudio se puede asumir que las condiciones propias de cada lugar
como: pricticas de manejo del alimento e infraestructura del lugar, no juegan un papel muy
determinante en las diferentes concentraciones encontradas, lo cual se puede vincular con
el hecho no haber encontrado una relacion entre las diversas practicas de manejo
(Figura 10)y el contenido de FBs en el alimento, sin embargo, se tiene que considerar lo
antes mencionado por otros autores sobre el contenido de fusariotoxinas y el tiempo de
almacenaje (Rohweder et al. 2011), por lo cual, se puede argumentar que las caracteristicas
propias del lugar de almacenaje en los diversos centros ecuestres si pueden influir en el
grado de contaminacion por FBs. En un esfuerzo por tratar de asociar las concentraciones
de FBs con otros factores que determinen su presencia, se agruparon alos centros ecuestres
por zonas, lo cual puede representar mejor las pequefas variaciones climatolégicas a lo
largo de la zona metropolitana de Monterrey. Se observd una tendencia a presentarse mas
concentracion de FBs en lugares con mas altitud (zona M), ain que esta tendencia puede

ser multifactorial y haber sido ocasional.

En este estudio se analizaron diversos tipos de forraje henificado, entre los cuales
los mds predominantes fueron las variedades de pasto Bermuda (Cynodon spp.), por lo
cual, al tenerse una predisposicion a utilizar este tipo de forraje, no se pudo establecer una
asociacion entre el contenido-presentacion de FBs y cierto tipo de pasto en especifico, sin
embargo, anteriormente se ha hecho referencia a que las diversas especies de pasto no
influyen significativamente en el contenido de micotoxinas (Buckley et al 2007;

Skladanka et al. 2011, 2013; Huerta-Trevifio et al. 2016).
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4.2. Resolucion cromatografica

Al utilizar la columna analitica mBondapak™ C18, el pico de FB; se observé al
minuto ~4.5, lo cual estd en parcial acuerdo con lo mencionado previamente por
Brown et al. (2014), quienes observaron que el tiempo de aparicion del pico de FB1 bajo
sus condiciones de laboratorio y utilizando el mismo tipo de columna se mostré al minuto
~4.7, atin que en ese estudio se menciona que ese tiempo de retencion se observéd solo en
concentraciones altas de FBs, mientras que en concentraciones bajas el tiempo de retencidn
rondaba el minuto ~5.8. En el presente estudio, el tiempo de retencion siguié siendo
practicamente el mismo invariablemente de la concentracion de FBs. Al cambiar de
columna (ACQUITY UPLC® BEH C18, 1.7 um, 2.1 x 100 mm) el tiempo de retencién fue
menor, observandose al minuto ~2.8 (Figura 12). La elecciéon de columna para obtener una
Optima separacion de los compuestos ha sido previamente evaluada por otros estudios
(Han et al. 2010; Ren et al. 2011). En parcial acuerdo con Ren et al. (2011), pudimos
observar una disminucién en el tiempo de retencidon asi como una separacion
cromatografica mds adecuada al utilizar una columna con un tamafio de particula menor,
sin embargo, se difiere en cuanto al tiempo de retencion de FB1 donde el autor menciona
que fue al minuto ~1.6 mientras que en el presente estudio se observd al minuto ~2.8,
aun asi, se debe tomar en cuenta que las caracteristicas cromatograficas fueron diferentes

lo que podria explicar la diferencia encontrada en el tiempo de retencion.

Un factor importante que considerar teniendo la disponibilidad de poder utilizar un
equipo de UPLC, es la temperatura de columna, ya que como se observd en el presente
estudio (Tabla 1) la temperatura puede incrementar la resolucidn cromatografica, lo cual
representa un aporte en el proceso de optimizar la metodologia de deteccion. En el presente
estudio se decidi6 utilizar 35 °C (Ren et al. 2011) como temperatura de columna, ya que al
comparar los resultados obtenidos a temperaturas de 35 y 40 °C, se observd que la
mtensidad de emision, aun que aparentemente mejor a temperaturas mayores, mostraba un
incremento en la variabilidad de la respuesta. A pesar de esto, en otros estudios donde se
ha utilizado una temperatura de 40 °C en columna (Han et al. 2010; Muscarella et al. 2011)
no se reportd este incremento. De manera similar, la temperatura utilizada en el

administrador de muestras mostr6 un patrén directamente proporcional entre la
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temperatura y la intensidad de emision, por esta razon, se decidi® no modificar la
temperatura y mantenerla a la misma que la utilizada en columna. Es importante mencionar
que la intensidad no se comporté de manera acumulativa, esto es, que al tener tanto la
muestra y columna a la misma temperatura, no se observd un incremento mayor en la
emision al tener ambas temperaturas iguales comparadas con lo observado al medir cada

variable individualmente.

Debido a que la molécula de FB: carece de componente fluorescente, es necesario
utilizar métodos de derivatizacién para su detencion por fluorescencia en UPLC. En el
presente estudio se decidid utilizar como agente derivatizante la combinacion de
NDA-NaCN, ya que esté compuesto al unirse con el grupo NHz terminal de las FBs, forma
un complejo estable y altamente fluorescente (Ndube et al. 2011; Robinson et al. 2012). En
este estudio se mostré que la estabilidad del complejo FBi-NDA-NaCN perdura incluso
después de periodos de almacenamiento a -70 °C por hasta 10 dias. Sumado a esto, también
se observd un incremento de ~13 % en la emision al descongelar las muestras (Figura 12),
lo cual concuerda parcialmente con otros estudios (Bennett & Richard 1994) donde
después de 24 horas también se observo un incremento en la intensidad de emision de ~5%,
no obstante, no se menciona que este incremento se diera después de un periodo de
almacenamiento a -70 °C. Esto represent para el presente estudio una alternativa para el
adecuado almacenamiento y estabilidad del complejo FBi-NDA-NaCN, asi como una

mejora en el método de deteccion.

4.3. Deteccion y cuantificacion de FBs

En la actualidad hay diversos métodos por los cuales se puede realizar la deteccion
y cuantificacion del contenido de FBs en diversas matrices (Turner et al. 2015), siendo
utilizados preferentemente métodos cromatograficos como HPLC, UPLC y GC, estos,
acoplados a espectrometria de masas, representan una Optima alternativa para la deteccion
de diversos compuestos quimicos debido a la alta capacidad de detectar cantidades y
diferencias pequefias en componentes estructuralmente similares. Por otra parte, la mayoria

de las detecciones de micotoxinas se realiza inicialmente por medio de inmunoensayos
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como ELISA o pruebas fluorométricas, los cuales son métodos mas econdmicos, sencillos
de realizar y con resultados rdpidos. Aun asi, una desventaja de este tipo de métodos es que
carecen de precision, por lo cual la seleccion del método de deteccion y cuantificacién
dependerd de varios factores, siendo hasta el momento uno de los mis importantes la

capacidad econdémica para poder elegir el método que se desea utilizar.

En cuanto a la purificaciéon de las FBs, se han utilizado diferentes técnicas, algunas
de las cuales mvolucran Ila utilizacion de CIA (Kim et al. 2002; Duncan et al. 2004,
Abramovi¢ et al. 2005; Ndube et al. 2011; Kong et al. 2012; Jaksi¢ et al. 2015), atin que
también se menciona la utilizacion de tierra de diatomeas (Petrarca et al. 2014) y columnas
SAX (Ndube et al. 2011), actualmente la impresion de polimeros moleculares (MIPs)
representa una excelente alternativa, ya que estdn disefiados especificamente para adaptarse
y unirse ala forma de la estructura molecular del compuesto de interés (Turner et al. 2015).
Por todos los medios anteriormente mencionados se han obtenido buenas recuperaciones,
sin embargo, en el caso de las CIA hay que tomar en cuenta que al tratarse de anticuerpos,
su selectividad se puede ver limitada por la retencion de diversos compuestos, lo cuales
pueden generar una reaccion cruzada con los anticuerpos (Brenn-Struckhofova et al. 2007).
En el presente estudio la deteccion de FBs se realizd inicialmente por FLR, purificando
previamente con CIA para después analizar estas muestras utilizando UPLC. Al analizar
la recuperaciéon de FBs en muestras de forraje henificado donde no se detectd la presencia
de la toxina por medio de FLR, y que fueron contaminadas artificialmente, se obtuvieron
valores de recuperaciéon de ~85%, lo que difiere con otros estudios (Nichea et al. 2015)
donde la recuperacion fue de 59.8 = 8.1%. Esto representa un valor cercano a las
recuperaciones encontradas por Yu et al. (1999), sin embargo, las recuperaciones obtenidas
en el presente estudio fue mediante la adicion de estdndares de FBs a los extractos de las
muestras, practica mencionada por otros autores (Kim et al. 2002), ya que al igual que en
estudios previos (Scott et al. 1999) al contaminar la matriz directamente no se obtuvo una
adecuada recuperacion de FBs detectable, probablemente debido a la naturaleza de las

interacciones con la matriz.
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Una de las principales caracteristicas de la matriz, es que esta es el resultado del
sometimiento de las muestras a varios procesos que tienen como fin el poder extraer por
diversos métodos la mayor cantidad del compuesto de interés, en este caso las FBs, por lo
cual, sus caracteristicas estructurales y quimicas serdn diferentes al interactuar con las FBs
antes y después del procesamiento. El resultado final del procesamiento de la muestra es
un polvo fino con un tamafio de particula <lmm, por consiguiente, ain que la composicién
quimica inicial pueda llegar a ser la misma, su composicion estructural y la homogeneidad
de sus componentes es diferente. Debido a esto, la interaccion entre los grupos funcionales
de la estructura quimica de las FBs y diversos compuestos de la matriz que antes
interactuaban en menor proporcién con la toxina, se dard con una mayor facilidad, lo cual
se podria relacionar con la no deteccion de FBs que interactian con estos componentes de
matriz (Scott et al. 1999; Vanhoutte et al. 2016). Al tener este precedente, se puede
especular que una posible causa de la no deteccion de FBs por UPLC en muestras con
concentraciones de FBs iguales o mayores a 5 pg/g por FLR, pudo deberse a la mteraccion
de las FBs con diversos componentes de la matriz. Sin embargo, en el presente estudio se
lograron detectar concentraciones de hasta 16.75 ug/g y recuperaciones de ~85% por FLR,
asi también recuperaciones de ~58% por UPLC al contaminar los extractos de la matriz
con FBs, por lo cual se argumenta que, atn si los procedimientos de extraccion y de
purificacién de FBs por medio de CIA llegaron a influir en la inadecuada deteccién por
UPLC, estos no representaron un factor determinante. Esto plantea la suposicion que debié
haber otros factores involucrados en la no deteccion de FBs por UPLC en las muestras

positivas por FLR.

La sobreestimacidon de concentraciones de FBs por FLR usando CIA puede llegar
a ser comin (Pestka et al. 1994; Abouzied et al. 1996; Kulisek & Hazebroek 2000;
Karbancioglu-Guler & Heperkan 2009). En diversos estudios se mencionan argumentos
que tratan de explicar el efecto de la utilizaciéon de AC sobre la concentracion de FBs. En
el trabajo realizado por Kulisek & Hazebroek (2000) en el que se utilizaron muestras
contaminadas naturalmente y otras artificialmente contammadas con FBs, las naturalme nte
contaminadas mostraron mayor concentracion de FB1 en ELISA que en HPLC,

contrariamente de las contaminadas artificialmente que mostraron valores razonablemente
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similares por ambos métodos. Los datos de ese estudio sugieren que existen compuestos
en las muestras naturalmente contaminadas que generan una mayor deteccion de FBs por
FLR y que estdn ausentes en material contaminado artificialmente, es probable que estos
compuestos sean estructuralmente similares a FBi. Esto concuerda con lo mencionado por
otros estudios (Tejada-Simon et al. 1995; Abouzied et al. 1996) donde de igual manera se
menciona que estos compuestos pueden ser detectados por ELISA pero no por LC, debido
a que las FBs contienen un grupo amino (NH:2) funcional que puede interactuar o ser
modificado con proteinas antes o durante la extraccion, con lo cual, imposibilitaria la
deteccién por medios cromatograficos que involucren la derivatizaciéon de FBs, ya que la
formacion del complejo FB-derivatizante utiliza primordialmente este grupo amino
funcional para su unién. Se ha argumentado que otra posible explicacion a este fenémeno,
pueda ser que a nivel de campo se de una producciéon de precursores o metabolitos de FBs
por Fusarium spp que generen una reaccion cruzada al analizarse por ELISA, lo cual
incrementaria la respuesta utilizando este método de cuantificacidn, particularmente en

muestras con mas contenido de FBs (Pestka et al. 1994).

Otra causa que pudiera explicar este hallazgo, tiene que ver con el periodo de
andlisis, ya que para la deteccion de FBs por UPLC transcurrieron de 3 a 10 meses en
almacenamiento, mientras que para la deteccion de FBs por FLR las muestras se
procesaron en un periodo de no mas de 72 horas. Esto representa mds tiempo de contacto
entre las FBs y diversos componentes del alimento, lo cual plantea que pudo haber ocurrido
una unién o la posibilidad de que las FBs hayan sido degradadas. Debido a esto, después
de 10 meses, se decidi6 reanalizar por FLR la concentracién de la muestra donde se detectd
mayor cantidad de FBs (16.75 pg/g) y que fue tomada en la primera etapa del estudio,
encontrando una concentracion de 2.47 *+ 0.82 pug/g, esto es una reduccion de la

concentracion inicial de un 85% durante el almacenamiento.

Otros factores a considerar aparte de la probable interaccién con la matriz, la
degradacion de la toxina durante el almacenaje y la inespecificidad de las CIA, son el tipo
de solventes utilizados para la extraccion. Kim et al. (2002) comparé la eficacia de diversas

mezclas de solventes, incluyendo Na>EDTA con solventes organicos (metanol,
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acetonitrilo) y la inclusion de enzimas como a-amilasa y B-glucosidasa, obsevando que las
mejores recuperaciones (50%) se alcanzaron con la utilizacion de 0.1 M Na;EDTA.
En otros estudios se han utilizado diferentes concentraciones y combinaciones de solventes
como metanol, acetonitrilo, &cido acético y agua (Abramovi¢ et al. 2005; Ndube etal. 2011;
Kong et al. 2012; Petrarca et al. 2014), asi como solo agua destilada con solucion PBS
(Jaksi¢ et al. 2015), lo cual representa una amplia gama de diferentes solventes que se
pueden utilizar para la extraccion. Los mds utilizados generalmente son metanol/agua en
proporciéon variable y mezclados ya sea en licuadora o en agitador orbital. En nuestro
estudio, no creemos que los solventes tuvieron un efecto ya que se usaron los mismos para

ambos métodos (FLR y UPLC).

4.4. Estabilidad de FBs

Como se menciona en secciones anteriores, las FBs son un compuesto quimico que
tiene la capacidad de interaccionar con otros componentes de matriz por medio de su grupo
NH: terminal o sus cadenas laterales tricarboxilicas, lo cual puede tener una gran influe ncia

en su estabilidad, deteccion y cuantificacion.

En componentes acuosos, se ha demostrado que las FBs son estables a altas
temperaturas. En un estudio realizado por Bryla et al. (2017) se midié la estabilidad de FBs
a altas temperaturas y diferentes pH en un medio de masa de maiz, observando que eran
aparentemente  estables incluso a temperaturas de 250 °C, a esa temperatura la
concentracion de FB1 no cambio por mis de ~40%, apareciendo a altas temperaturas
fumonisina Bi hidrolizada (HFB1), lo cual sugiere que primeramente hay una remocién de
los acidos tricarboxilicos laterales y posteriormente una desintegracion de HFBj. Esto
también se menciona en otros estudios (Jackson et al. 1996) donde se observd una
degradaciéon a 175 °C sin importar el pH, predominando la presencia de productos
hidrolizados de FB1, lo cual sugiere que bajo condiciones de contenido acuoso, la FBi sufre
una transformacién diferente que en sistemas secos. Esto concuerda con lo observado en
ensilajes, donde bajos porcentajes de materia seca junto con largos periodos de almacenaje

redujeron drésticamente el contenido de FBs hasta en un 90%, pero contrasta con los
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resultados obtenidos en un estudio similar (Latorre et al. 2015), donde el tiempo de

almacenaje no afecté el contenido de FBs.

Aun asi, estas investigaciones no reflejan adecuadamente lo encontrado en el presente
estudio, debido a que la matriz no fue un componente acuoso y la temperatura no sobrepasé
los 35 °C. La matriz seca tiene caracteristicas diferentes a la acuosa, por lo cual la
interaccion con las FBs puede llegar a ser distinta. En un estudio realizado por Broggi et
al. (2002), se midi6 la distribucion de FBj en las diferentes fracciones de maiz seco molido,
encontrando mayor concentracion de FBi en las fracciones de maiz entero y germen con
salvado, las cuales incluyen partes externas de la semilla. Por el contrario, en las fracciones
como la harina de maiz y sémola de maiz, se encontraron menores cantidades de FBs de
hasta 29 veces de diferencia. Tomando en cuenta que las muestras de ese estudio tenian
almacenadas entre 15 dias a 8 meses, es dificil deducir si el tiempo de almacenaje jugo un
papel determinante en la concentracion final de FBs en las diferentes partes del maiz
procesado, sin embargo, se sabe que las FBs en presencia de diferentes compuestos como
proteinas o azucares de matriz puede formar compuestos estables (Humpf & Voss 2004),
entre los cuales estin los compuestos N-acetilados. Estos involucran la interaccion de
grupo amino (NH2) termmal de las FBs con otras moléculas, asi también con las cadenas
laterales de dacidos tricarboxilicos (Seefelder et al. 2003), lo cual en el caso de los
compuestos N-acetilados impediria la union del compuesto NDA-NaCN al grupo amino
de las FBs, por lo cual no se detectaria en UPLC. En ambos casos, el problema de la
deteccién de estos compuestos formados por a la unién con componentes de la matriz
radica en la recoleccion de FBs con CIA (Scott 2012), debido a que el cambio en la
composicion de la molécula puede generar interferencia en la adecuada unién antigeno -
anticuerpo por lo cual no serian atrapadas en la columna. Este tipo de unién se ha observado
en diferentes matrices a temperatura ambiente, las cuales incluyen harina de maiz, harina
de arroz y fécula de maiz (Scott et al. 1999; Broggi et al 2002; Scott 2012).
En la investigacion realizada por Kim et al. (2002) se menciona que las FBs son inestables
al ser anadidas a harina de arroz blanco (Tailandés), desapareciendo totalmente después de
10 hrs a temperatura ambiente, lo cual contrasta con lo observado en el mismo estudio pero

con otra variedad de harina de arroz blanco (Reino Unido), en la cual se obtuvieron
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recuperaciones de entre 90y 100% miciales, siendo mas estable incluso después de 60 dias
y donde se detecté que un 10% aprox. aun permanecia. Ellos sugieren que el tamafio de
particula mas grande de la harma de arroz blanco de Reino Unido a diferencia del fino
polvo de la variedad Thai, tiene un efecto en la estabilidad de las FBs, lo cual concuerda
con lo encontrado por Broggi et al. (2002) en harina de maiz, pero difiere de lo encontrado
en sémola de maiz, ya que tiene un tamafio de particula mas grande que el de la harina, sin
embargo es donde se encontraron las concentraciones mas bajas de FBs. Esto se puede
deber a que las partes exteriores predispuestas a colonizacion por hongos y donde se
encontr6 mayor concentracion de FBs es separada de las otras fracciones. Esto es algo que
se ha observado en otros estudios donde las partes mas externas como el salvado y el
germen son las fracciones que tienen mds concentracion de FBs, a diferencia de la sémola
y harina con menor concentracion (Bullerman & Bianchini 2007). Esto también se puede
relacionar con la presencia de poca concentracion de FBs en el germen durante la molienda

en agua, debido a la naturaleza hidrosoluble de las FBs (Humpf & Voss 2004).

Adicionalmente, se ha demostrado que las FBs pueden interactuar con componentes
organicos como la glucosa (Poling et al. 2002). En estos estudios se muestra que el grupo
NH: de las FBs es substituido por el grupo N-(1-deoxy-D-fructos-1-yl) y se forma
N-(1-deoxy-D-fructos-1-yl)-FB1 como el producto estable inicial de la interaccién entre
FB1 y glucosa. En estudios anteriores se plantea la posibilidad de esta reaccion en diversas
matrices (Scott et al. 1999), lo cual también es mencionado por Bullerman & Bianchini
(2007) como una explicacion de la poca o nula recuperacion de FBs en diversas matrices
bajo diferentes condiciones, incluso a temperaturas ambiente de 35 °C. Desde otra
perspectiva, las FBs aparte de poder unirse a diversos compuestos de matriz, pueden cursar
por un proceso de degradaciéon por microorganismos (Vanhoutte et al. 2016), los cuales
pueden remover el grupo NHoz terminal, asi como las cadenas tricarboxilicas laterales, por
lo tanto impidiendo la unién a los anticuerpos de la CIA o la union del complejo NDA-
NaCN en el proceso de derivatizacién, resultando ambas en la no deteccién de estos

compuestos.
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4.5. Ocurrencia de FBs

La temperatura y humedad son factores que influyen de manera importante en el
grado de contaminacién por FBs en alimentos. Las temperaturas y valores de humedad que
se observaron a lo largo del estudio fueron variables dependiendo principalmente de
factores climatologicos. La contaminacion por FBs es mis probable durante la cosecha y
el secado en el proceso de henificacion (Mylona et al. 2012; Vieira Queiroz et al. 2012;
Pitt et al. 2013; Taffarel et al. 2013; Cao et al. 2014; Santiago et al. 2015). Estos periodos
estan altamente influenciados por la temperatura y humedad, por lo cual, para representar
mds adecuadamente el periodo que influyé en la contaminacién con FBs, se tomaron en
cuenta la temperatura y precipitacién pluvial de los meses anteriores a la fecha en que se
realiz6 la toma de muestras, contemplando que el promedio de tiempo de corte en la zona
noreste del pais es de 35 dias (Santillano Cazares 2003) y afiadiendo el tiempo variable de

secado del pasto en el proceso de henificacion.

Las mayores temperaturas se presentaron durante verano y primavera, siendo de
30.4 y 32.4 °C respectivamente, pero contemplando los meses anteriores que representan
procesos de henificacion previos al almacenaje, las temperaturas promedio mayores

corresponden a los periodos de verano y otofio con 28.3 y 25.4 °C (Tabla 2).

Se observo que el periodo donde se presentd6 mayor cantidad de FBs corresponde
al mismo periodo donde se presentd la mayor temperatura promedio. Como se ha
mencionado antes, la produccion de estas toxinas estd regulada por factores que estresan al
hongo como altas temperaturas o desecacién, por lo cual se podria pensar que la
temperatura en el periodo de verano y meses anteriores favorecid la contaminacién con
FBs en el forraje. El periodo con las temperaturas mds bajas (invierno) fue el segundo
periodo con mis presentacion de FBs, por lo cual la temperatura no fue un factor que
favoreciera el desarrollo de micotoxinas, aun asi, en este periodo la precipitacion pluvial
decreci6 en un ~67% comparado con otofio que fue el periodo con la media de precipitacién
pluvial mas alta, lo cual pudiera afectar el contenido de FBs final. En cuanto al periodo de
primavera, la temperatura fue incrementando hasta llegar a 22.9 °C y ain que la

precipitacion pluvial fue la menor, este periodo se caracteriza por tener cierta estabilidad
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en temperatura y porcentaje de humedad, por lo cual no seria extrafio que favoreciera el
desarrollo fiingico, el cual al ser afectado por el cambio en temperatura y humedad del

siguiente periodo (verano) pudiera favorecer la presencia de FBs en el forraje.

4.5.1. Durante el cultivo

Atn que ya es conocida la relevancia que tienen factores climiticos especificos
como altas temperaturas durante el afloramiento en la ocurrencia de FBs, la infeccion por
Fusarium spp. y contaminacién con estas micotoxinas puede verse afectada de diversas
maneras, dependiendo del clima local, presion, especies de insectos que afectan a los
cultivos, localizacién geogrifica, entre otras. Cao et al. (2014) mencionan en un estudio,
que dentro de los factores en donde se encontr6 una correlaciéon positiva mds alta con la
ocurrencia de FBs, se encuentran el dafio causado a la planta por insectos y la temperatura
durante la floracién, favoreciendo Ila contaminacién en los dias con temperaturas por
encima de 30 °C. Esto difiere con los resultados de otro estudio realizado por Santiago et
al. (2015), en donde se encontraron las mas bajas concentraciones de FBs durante la
floracion en los afios mis secos y cdlidos. Aun asi, lo reportado por nosotros y lo
encontrado por Huerta-Trevifio et al. (2016), pudiera tener cierta relacién con lo antes
mencionado, debido a que la temperatura del periodo analizado en su estudio fue menor,
comparada con lo observado por nosotros, y de igual manera, la concentracién de FBs
reportada por ellos fue menor, en comparacion con lo que se encontrd en el presente

estudio.

El retardo en el secado de la cosecha por diversos factores como la lluvia, impide
el rdpido secado del forraje y favorece la contaminacién con FBs, esto también es
mencionado por Pitt et al. (2013). En el presente estudio, se encontré un patron de
presentacion estacional de FBs (Figura 17), donde esta presencia es mayor en verano,
decrece en otofio, aumenta de nuevo en invierno y vuelve adecrecer en primavera. Aunque
no se pudo determinar la procedencia de todo el forraje henificado, ya que muchos se
compraban a distribuidoras y resultd complicado establecer una trazabilidad de ese
alimento, se puede observar que independientemente de la procedencia o lugar de

almacenaje, la presentacion de FBs estd altamente influenciada por la temporada
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estacional, lo cual se podria relacionar con lo antes mencionado, donde la contaminacién
por FBs en el forraje se da principalmente en la etapa de cultivo, siendo el periodo de

secado un momento critico en el desarrollo de FBs (Pitt et al. 2013).

La contaminacién por F. verticillioides y FBs predomina en regiones mis calientes
y secas (Santiago et al. 2015), sin embargo no hay una relacién directa entre climas secos,
temperatura y el grado de contaminacion por FBs en diversos medios ambientes.
Ademéas de la variacion geogrifica en la presencia de contaminacién y ocurrencia de
F. verticillioides y FBs, esta también puede variar de gran manera entre diversos afios. En
lo mencionado por Eugenia de la Torre-Hernandez et al. (2014) en un trabajo que habla
sobre la contaminacién de maiz con F. verticillioides, se menciona que la produccion de
FBs por distintas cepas es muy variable y los rangos pueden abarcar hasta tres 6rdenes de
magnitud, sin importar que las cepas crezcan bajo las mismas condiciones en un sustrato
natural como el maiz, por lo cual, es de suponer que las caracteristicas climiticas generales
no pueden explicar satisfactoriamente las diferencias en la contaminacién por FBs entre
diversos tipos de medio ambiente. Debido a esto se han realizado estudios donde se ha
tratado de establecer modelos estadisticos para tratar de predecir el grado de contaminacién
que se puede presentar bajo diferentes condiciones. La mayoria de estos estudios se ha
realizado en Italia (Cao et al. 2014; Santiago et al. 2015), en los cuales generalmente se
mnvolucra la generacion de modelos de regresion incluyendo diversos factores como
climaticos, genéticos (tanto de cepas de hongo como de plantas), infestacién por insectos
y otros factores relacionados con las caracteristicas de cultivo en esa drea geografica,
dentro de los cuales los patrones meteorologicos a través de las estaciones, insectos,
diversidad fungica y las practicas culturales han sido identificados como factores
determinantes para el contenido final de FBs en granos de maiz. Es de suponer que lo

encontrado en el presente estudio pueda seguir alguno de los patrones antes mencionado.
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4.5.2. En almacenaje

En este trabajo, se observd una tendencia de cardcter inversamente proporcional
entre la concentracion-presentacion de FBs y el tiempo que el forraje henificado
permanecié almacenado (Figura 18), lo cual contrasta con los hallazgos encontrados en
este mismo estudio, donde las caracteristicas de almacenaje en los diversos centros hipicos
no fueron adecuadas (Chavez Vasquez 2010; Coblentz et al. 2013). A pesar de que es
cominmente conocido que las condiciones de almacenaje no determman la presencia de
FBs en el alimento (Vieira Queiroz et al. 2012; Pitt et al. 2013; Taffarel et al. 2013),
al presentarse concentraciones de FBs variables en las diversas estaciones y en los diversos
centros hipicos, se puede argumentar que los factores medioambientales determinados por
las caracteristicas del almacenaje pueden llegar a afectar el contenido final de FBs en el
alimento. En estudios previos se ha mencionado que la cantidad de micotoxinas puede
decrecer durante el periodo de almacenamiento (Rohweder et al. 2011), lo cual también es
mencionado por Orsi et al. (2000), donde se estudid la estabilidad de Fusarium spp. y FBs
en granos de maiz almacenados durante un periodo de 140 dias, en este estudio se observo
una disminucion de UFC junto con una tendencia a la disminuciéon por igual de FBs,
atn que los valores de estas ultimas presentaron una variabilidad dependiendo del tipo de
maiz. En mvestigaciones mencionadas previamente (Viera Queroz et al 2012;
Pitt et al. 2013) se hace referencia a que normalmente bajo condiciones de almacenaje no
haya produccién de FBs, incluso con un incremento en la cantidad de humedad, esto debido
a la competencia con otros microorganismos, lo cual previene cualquier incremento
significativo en el contenido de FBs. Por otro lado, hay una discrepancia con lo expuesto
en otros trabajos donde se evalu$ la relacién entre factores ambientales, pérdida de materia
seca y la concentracion de micotoxinas en trigo y maiz almacenado por 10 dias a diferentes
temperaturas de hasta 30 °C (Mylona et al. 2012), aqui se menciona que hubo una
correlacion positiva altamente significativa entre la perdida de materia seca y la
concentracion de FBs en maiz almacenado, llegando a detectar concentraciones hasta por
arriba de 4 pg/g, de esta manera demostrando que la contaminacién por FBs no solo se

puede dar a nivel de campo.
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CAPITULO 5

CONCLUSION

La ocurrencia de FBs fue variable alo largo del estudio, por lo cual los equinos en
el &rea metropolitana de Monterrey son susceptibles a consumir este alimento contaminado
por lo menos en un periodo anual. Debido aesto es recomendable contemplar ELEM como
diagnéstico diferencial en casos de problemas locomotores relacionados a una falla del
SNC y que esté asociado a la deteccion de FBs en el alimento. Por otra parte, ya que hay
diferentes factores que pueden afectar la presencia de FBs en el forraje henificado,
principalmente factores climiticos o factores influenciados por el clima, es primordial
realizar estudios que evalien cuales pueden llegar a ser los que influencien en mayor grado
en el desarrollo y ocurrencia de las micotoxinas en general, asi como alos diversos aspectos

que involucra la presencia de FBs en el forraje henificado.

Por una parte, el mejoramiento en los métodos y tecnologia para la deteccion de
estos compuestos es primordial para poder evaluar adecuadamente diversos aspectos que
envuelve la presencia de FBs en el alimento, como el riesgo de exposicion, predisposicién
de ocurrencia y patrones de presentacion. Actualmente, los métodos y tecnologia
disponibles son una herramienta eficaz y precisa para la deteccion de FBs, sin embargo,
esto depende en gran parte del tipo de sistema en el cual se pretendan detectar, debido a
que como se ha mostrado en diversos estudios, la sensibilidad y precision es altamente
variable en métodos que involucran la utilizacién de anticuerpos, ya que estos dependen
ampliamente de la integridad molecular de las FBs para su adecuada interaccion, esto es,
que las FBs al interactuar con componentes de la matriz pueden formar enlaces con sus
grupos funcionales, lo cual como mencionan diversos autores, imposibilitaria su deteccion
al no contar con la estructura especifica para la cual los anticuerpos estin disefiados.

Debido a esto, metodologias de purificacion para FBs como SAX, seguido de su deteccidon
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por medio de UPLC representan una alternativa adecuada, mvariablemente si se esta
contemplando someter a la toxina a un proceso de derivatizacion o detectarla por otros
métodos. Por otra parte, hay muiltiples investigaciones donde se ha utilizado UPLC-MS, la
cual representa la opcion a elegir para la deteccion de FBs y diversos compuestos, ya que
este método cuenta con una alta sensibilidad y precision, lo cual lleva a la minimizacién
de errores en la cuantificacién de estas toxinas, sin embargo, esta tecnologia no esta
disponible para todas las investigaciones que pretenden detectar y cuantificar componentes
especificos en el alimento, debido a su alto costo y a que se requiere personal capacitado
para su operacion. Por esta razon es imperativo enfocar investigaciones al desarrollo y
mejoramiento  de metodologias mas sensibles para la deteccion de estos compuestos

quimicos, contemplando su accesibilidad econdmica.

Otro aspecto a considerar, es la capacidad de poder revertir la contaminacién por
estas toxinas. Existe una amplia linea de investigacion que enfoca sus estudios en el
mejoramiento de la calidad alimentaria por medio de la utilizacién de diversos métodos
para poder revertir esta contaminacion, siendo investigados varios compuestos adsorbentes
de micotoxinas, asi como procesos fisicos y quimicos que disminuyan su concentracion,
por lo cual, la investigacion de estrategias para revertir la contaminacion por FBs es un
area en la que se pueden realizar grandes avances cientificos para el mejoramiento de la

calidad alimentaria.

Por otra parte, la mayoria de los estudios sin importar el drea de enfoque, estd
basado en la suposicion de que la ocurrencia y efecto de las FBs es dada generalmente por
las formas de FBs que cominmente se encuentran en algunos alimentos, sin embargo, hay
poca investigacién cientifica que aborde el efecto que pueden tener las micotoxinas ligadas,
lo cual representa una problemdtica, ya que al presentarse un enlace con diversos
componentes de la matriz es dificil poder detectarlas por cualquier método utilizado
cominmente. Esto es importante, ya que si se considera que a nivel gastrointestinal estos
enlaces pueden romperse dejando la forma libre de la toxina, se estarfa incurriendo en un
error en la cuantificacion del total de componentes que pudieran generar efectos adversos

en los organismos. Debido a esto y a los aspectos antes mencionados, los esfuerzos en
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mvestigacion deben enfocarse en varias dreas que tienen como finalidad mejorar la calidad
alimentaria y consecuentemente la salud. Para lograr este objetivo, se requiere inicialme nte

un mejoramiento en leyes que regulen la ocurrencia de micotoxinas.

5.1. Legislacion

La presencia de FBs en el alimento puede ser causada por diversos factores, por lo
cual es imperativo mejorar la vigilancia toxicoldgica no solo de esta toxina, si no de las
micotoxinas en general. El no conocer las concentraciones de toxinas a las que los equinos
y otros organismos Vivos estdn expuestos, puede repercutir directamente en su salud o
directamente en pérdidas econdmicas por variadas indoles. En el afio 2000, la asamblea de
las naciones unidas (ONU) establecidé las Metas de Desarrollo del Mileno (MDGs),
tras analizar las éreas en las que la sociedad humana debe enfocar esfuerzos para tener una
mejor calidad de vida, sin embargo tubo una fuerte critica al no fundamentar con bases
cientificas el establecimiento de estas dreas a mejorar, ya que no se contemplaron aspectos
importantes que aseguraran el mejoramiento de estas mismas. Seguido de este
acontecimiento, en el 2002 la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
(IARC) incluyé a la FB1 dentro del grupo 2B (posiblemente carcinogénico para humanos),
lo cual represent6 un avance en la promocion de legislatura adecuada que permitiria desviar
recursos y poder de esta manera enfocar esfuerzos en las dreas de investigacion antes
mencionadas, lo cual se relaciona con el incremento en la generacion de conocimiento
sobre estas toxinas naturales a lo largo de los siguientes afios. En el 2016 la ONU remplaza
las MDGs por las Metas de Desarrollo Sustentable (SDGs), redefiniendo las dreas donde
se deben priorizar esfuerzos que permitan mejorar la calidad de vida. Una de estas 17 metas
a alcanzar para el 2030, es poder conseguir una adecuada seguridad alimentaria, esto
representa una gran iniciativa que pretende enfocar recursos en el cumplimiento de esta
meta, lo que se resume en el incremento de investigacion cientifica en esta drea para poder
alcanzar esta meta de una manera eficaz y apropiada. A pesar de lo anteriormente
mencionado, en México no existe una ley que regule el riesgo de exposicion que pueden
tener diversos organismos incluyendo a los equinos y al humano, a estos contammantes

naturales en el alimento, lo cual resulta alarmante ya que a pesar de que se tiene evidencia
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cientifica relevante sobre los efectos nocivos del consumo de estas toxinas naturales, no se
priorizan esfuerzos para reducir su ocurrencia, por lo cual, basadas en los aspectos que
anteriormente se mencionaron, a continuacidon se presentan algunas recomendaciones en

donde se deben enfocar recursos en investigacion.

5.2. Recomendaciones

5.2.1. La interferencia de la matriz en la deteccion de FBs es un factor que debe ser
considerado para la adecuada cuantificacion de estas toxinas en el alimento, por lo cual
mejoras en los métodos de extracciéon, como la utilizacion de EDTA para reducir la
mterferencia de compuestos relacionados con la matriz (Kim et al. 2004) deben ser

investigados ampliamente.

5.2.2. Es sabido que las especies de Fusarium spp. no crecen por debajo de 0.9 en
actividad de agua, porlo cual es recomendable el secado rdpido del pasto, solo en las etapas
iniciales de este (Pitt et al. 2013), reduciendo el contenido de humedad y evitando asi la

presentacion de concentraciones altas de FBs.

5.2.3. Prestar atencién a dos periodos criticos: la floracién y el secado, ya que se sabe
que altas temperaturas durante la floracion favorecen la contaminacién por FBs, mientras
que durante el secado es recomendable hacerlo a temperaturas altas para disminuir el
tiempo de secado inicial. También se ha observado que cosechas tempranas tienen menos

riesgo de contaminacién por FBs (Cao et al. 2014).

5.2.4. La mejor manera de reducir o prevenir la contaminacién por FBs, es la limitacién
de su biosintesis durante el cultivo, aun que es mencionado por Santiago et al. (2015) en
estudios hechos en maiz, esto mismo se puede aplicar al forraje. Identificando los factores
y genes asociados a la resistencia contra la infeccion por Fusarium spp y FBs ayudaria a
entender los mecanismos genéticos que controlan esta resistencia y facilita la seleccion de

caracteristicas genéticas deseadas para el cultivo de pastos.
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5.2.5. En estudios previos se menciona que el amonio reprime la producciéon de FBs, lo
cual se puede considerar para su utilizacion como fuente de nitrégeno. La relacién entre
C:N también se debe considerar, ya que si esta es baja se ha observado una mhibicion de

la produccién de FBs (Eugenia de la Torre-Herndndez et al. 2014).

El propésito de este tipo de estudios (incluyendo al presente) es incrementar el
conocimiento sobre la ocurrencia de diversos xenobidticos nocivos para la salud que se
encuentran presentes de manera natural en el alimento, por lo cual esperamos que los datos
generados en esta investigacion puedan ser utilizados para la promocién y el mejoramie nto
de las leyes bajo las cuales se rige la produccion de forrajes en México, asi como para la
optimizacién del sistema de vigilancia toxicoldgica en alimentos, de una manera adecuada,
funcional y que estimule la generacidn de conocimiento relevante que permita mejorar la

salud en general.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de evaluacién para los lugares de almacenaje.

Clave del lugar muestrezdo Fecha de muestreo:

1. Cantidad sprovimada de Pacas/Forraje [P/F) almacenzdos y medizs (muestrales) de temperaturay % humedad

- - ¥ H -—
* KCeF i % Humeae P/F N el s |
2. Tipo de foraje
3. Procedends del forraje
| Comprada | Cultivo propio Region: |
4. Disposicicn del forrzje
| Paca chiz | Paca grande | Rollos s |
5. Separacion entre pacas |»5cm)
o | KO |
6. Separacion entre las P/Fy muros [=2.5 m)
| Miuy mialo | Mala | Regular | Bueno | sy baene |
7. Separacion de las pacas y suelo [20cm)
| » | e |
E. Apilamiento de pates &n columnas
| s | * |
5. Tiempo de almacenamiento de las pacas [actuales)
| 2 mezes 3 meses | 4 meses | 5 meses | Gmeses o mas |

10. Paczs visiblemente contaminadas por hongos

| 51 [% del late] | e |

11. Condiciones del lugar de almacenamiento

= Ventilacion del lugar de almacenamiento [espacios gue permitan el flujo de aine)

| Muy mialo | Mala | Regular | Busng | Muy bueno |

= Proteccion contra lluviz

| Muy malo | Mala | Regular | Bueno | Muy bueno |
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= Adecuzdo drenaje

Muy malo Malo Regular Bueng uy bueno
= Regulacion de temperatura del lugar de slmacenamiento (utilizacion de termostatos)

fuy malo Malo Regular Buena huy bueno
» Begulacion de humedad en el lugar de slmacenamisnto jutilizacion de medidor de humedad)

fluy malo Mala Regular Bueng Muy bueno
=  Adecuzdo control contra fauna (medidas aplicadas para evitar el contacto con el alimento)

My malo Malo Regular Bueng uy bueno
= Tipa de suelo del lugar de almacenamiento:

Tierra Concreto Oitre:

Anotaciones:

Mombre y firma de la persona que realizd el muesreo:
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