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Resumen

En el presente estudio se analizaron por cromatografia de capa fina vy
cromatografia liquida de alta resolucidn acoplada a masas, muestras de visceras (higado
y rifidn) procedentes de 7 venados que fallecieron subitamente, sin patologia clinica
aparente. También en 3 muestras de alimentos comerciales de uso veterinario. Los
resultados de la autopsia hicieron sospechar la presencia de una micotoxina, tipo
aflatoxina, las cuales constituyen sin lugar a dudas causa de muerte por su marcado
efecto hepatotdxico con consiguiente hemorragia y edema.

Los resultados analiticos obtenidos tanto por CCF y HPLC evidenciaron la
presencia de aflatoxina B1 tanto en los alimentos concentrados como en el higado. En
rifdn no se encontrd, explicando su ausencia por ser el mismo drgano no diana de la
micotoxina.

En los alimentos concentrados se encontraron niveles entre 15-20 ppm, en el
higado 10-15 ppm. Por reportes de la literatura concentraciones de 10 ppm son letales a
este tipo de mamiferos rumiantes.

La ocasidn es propicia para alertar a la comunidad y a la industria agropecuaria
sobre la necesidad imperiosa de mantener los insumos sensibles a la aflatoxina en
Optimas condiciones de temperatura y humedad hasta que sea ingerido por la poblaciéon
para evitar enfermedades y patologias prevenibles.

Palabras claves: aflatoxinas, venados, alimentos animales, CCF, HPLC.

Abstracts

Identification of use food Aflatoxins animal and visceras of seven dead deer suddenly

In the present study fine layer chromatography of and liquid chromatography high
resolution -MS, samples of viscera’s (liver and kidney) coming from 7 deer were
analyzed by that they passed away suddenly, without apparent clinical pathology.

Commercial food samples 3 of veterinary use.
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The results of the autopsy made suspect the presence a mycotoxin, type aflatoxin

which without doubt constitutes cause of death by their noticeable hepatotoxic effect with
consequent hemorrhage and edema.

The analytical results obtained as much by TLC and HPLC -MS demonstrated the
presence of Bl aflatoxin as much in foods concentrates as in the liver. In kidney one was
not, explaining his absence for being the same organ nonmorning call of mycotoxin. In
foods concentrates were levels between 15-20 ppm, in liver 10-15 ppm. By reports of
literature 10 concentrations of ppm is lethal to this type of ruminant mammals. The
occasion is propitious to alert to the community and the farming industry on the urgent
necessity to maintain he sensible consumptions to the high frequency in optimal
conditions of temperature and humidity until it is ingested by the population to avoid
prevenibles diseases and pathologies.

Key words: animal aflatoxins, deer, animal foods, TLC, HPLC.

Introduccion

Las enfermedades de origen nutricional pueden tener diferentes causas, entre
ellas, el uso de dietas inadecuadamente balanceadas, mala calidad de los ingredientes y
la presencia de micotoxinas, las que se originan por contaminacién y mal manejo del
alimento y/o sus ingredientes. Las micotoxinas, particularmente aflatoxinas (AF), son
metabolitos téxicos producidos por el hongo Aspergillus sp. Por sus caracteristicas
propias de zona tropical, Venezuela presenta condiciones ambientales favorables para la
proliferacién de hongos y la sintesis de micotoxinas (1). Los hongos del género
Aspergillus, productores de AF, son contaminantes de productos agropecuarios
almacenados y utilizados para el consumo humano y de animales. (La AF ha sido aislada
de diversos productos para el consumo humano, entre ellos frutos secos, semillas,
granos y sus aceites, derivados y harinas, productos y derivados de animales y en otros

vegetales como cebolla, melén y platano.(2)
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El primer caso reportado fue en el afio 1960, en Escocia por muerte repentina de

100 mil pavos alimentados con mani infectado con AF. En Venezuela en el afio 2005, se
reporto un caso en alimentos de la division PURINA®, de NESTLE VENEZUELA, S.A., para
los productos DOG CHOW® y CAT CHOW®, ocasionando la muerte de cientos de
mascotas caninas.

Las AF son compuestos altamente ionizables y por ello muy reactivos, pudiendo
modificar DNA, RNA y proteinas celulares; experimentalmente se ha demostrado que
entrafian un elevado potencial hepatotdxico, mutagénico y cancerigeno.

La AFB1, es absorbida via tracto gastrointestinal dentro del sistema portal
sanguineo y es llevada para el higado donde sé metaboliza. Una porcion de AF es
activada y fijada en los tejidos hepaticos.

Algunos metabolitos conjugados de la AFB1 solubles en agua, son excretados
dentro de la bilis y van a las heces. Otras formas conjugadas solubles en agua, productos
de degradacion de la AFB1 y metabolitos no conjugados de ésta, son excretadas en el
sistema circulatorio sanguineo y se distribuyen sistémicamente. Eventualmente esos
residuos mencionados van a la leche, huevos, musculo y tejidos comestibles. Son
moléculas muy termorresistentes y no se destruyen con los tratamientos clasicos de

esterilizacion de alimentos. (3,4)

Reporte del caso

A finales del afio 2008 se nos fue notificado de extrafias muertes de etiologia
desconocida en venados, principalmente con marcado dafio hepatico y fuertes
hemorragias. Este tipo de fauna se encuentra en el parque zooldgico Gustavo Rivera-
MARAVEN (Punto Fijo-Venezuela). Es un pequefio zooldgico orientado hacia la fauna
venezolana, con un departamento educacional muy bien preparado. Posee una
organizacion ejemplar, cumpliendo ademas con todas las exigencias de un zooldgico
moderno. Con estos datos se inicio un proceso de investigacidon en nuestro laboratorio de

Toxicologia Forense (GITAEF) paralelamente con el Instituto de Investigaciones Quimicas
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(IIQ) de nuestra Facultad. Se iniciaron ensayos analiticos para identificar y confirmar la

presencia de aflatoxinas. En el presente caso aplicamos metodologias desarrolladas en
nuestro centro de investigaciones para realizar analisis en muestras postmorten de
higado, rifion y alimentos concentrados.

Se realizo la determinacion por cromatografia de capa fina (CCF) y cromatografia
de gases (CG), para la primera se utilizaron placas de aluminio precubiertas, Merck. #.
5721. D.D. de 20 x. 20 cms, activadas durante. 60 min a 100°C. y para HPLC se empleo
un equipo marca Waters Delta Prep 4000, equipado con bomba Waters Prep LC™,
detector Waters 480 Tunable Absorbance Detector, Software Millenium y Columna p
bondapack ™ C;s 3,9 x 300 nm. Los resultados obtenidos se validaron con estandares

certificados.

Metodologia

El método cromatografico desarrollado (IIQ y GITAEF), se aplico a las muestras de
higado rotuladas M1 al M3 y alimentos identificados puriengorde saco 1, puriengorde
saco 2, Carbarina saco 2. Utilizando los siguientes parametros analiticos para la
identificacion de Aflatoxinas por HPLC: Columna C;s p bondapack ™ Cis 3,9 x 300 nm,
fase Movil: Metanol -Agua 50:50v/v, Longitud de Onda: 360 nm, Flujo: 1,5 mL /min. Las
muestras y el patron luego de ser mineralizadas se extrajeron en metanol y se sonicaron

por 15 minutos.

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos confirman los hallazgos anatomopatolégicos.

Niveles de AF B1 en visceras de 13,16 +1,54 ppm y en los sacos de alimentos de
17 £2,94 ppm, fueron encontrados. Investigadores reportan que niveles superior a 5

ppm, resultan fatales a este tipo de mamiferos rumiantes (2,4-10).

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia an linea
Otros investigadores, sin embargo, reportan niveles superiores entre 10-20 con

simple dafio hepatico, con marcada hepatitis sin representar fatalidad. Respondiendo
estos mamiferos a tratamientos terapéuticos (10-13).

Nuestras experiencias con este tipo de micotoxinas han resultado irreversibles,
con muertes entre las 24-72 horas de presentarse las primeras manifestaciones clinicas
(dificultad respiratoria, alteracidon en la digestién, en la absorcién y/o en el metabolismo
de los nutrientes, caminar incordinado, tambaleante, presencia de hematuria,
transaminasas elevadas y posterior postramiento trasero).

Como puede observarse en los cromatogramas (Fig. II, III y IV) correspondientes
al estandar, higado y alimento respectivamente, de acuerdo al tiempo de retencién del
estandar (3,12 seg.) al ser comparados con todas las muestras (3,12 seg.) evidenciaron
la presencia de AF. Cabe sefialar que en los primeros ensayos observamos saturacion en
las muestras de alimentos pero luego de purificar y repurificar obtuvimos una sefial
cromatografica mas clara. Estos mismos resultados se obtuvieron por CCF, observandose
a LUV onda larga la fluorescencia azul caracteristica, con Rf de 0,50.

Los resultados analiticos obtenidos nos hacen presumir, que la contaminacién vino
directamente del alimento por mal almacenamiento. En la Figura I se muestran

graficamente los resultados obtenidos.

Conclusiones

Las muestras analizadas por CCF se corroboraron por HPLC. La concentracién
promedio de AF en visceras fue de 12,8 1,24 ppm y en los sacos de alimentos de 14
+2,94 ppm. La necrosis marcada del higado coincide que la concentracion de la AF
superaba lo permitido por la FDA (5ugKg?), ademéas de la muerte tan violenta en
animales que superaban los 150 kg de peso (3). Sin lugar a dudas nuestro grupo de
Farmacéuticos expertos en Toxicologia Forense reportan a la AF como la causa cierta de

muerte.
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La ocasién es propicia para alertar a la comunidad y a la industria agropecuaria

sobre la necesidad imperiosa de mantener los insumos sensibles a la AF en éptimas
condiciones de temperatura y humedad hasta que sea ingerido por la poblacién para

evitar enfermedades y patologias prevenibles.
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Figura I. resultados analiticos por HPLC de niveles de AF en visceras y alimentos

concentrados.
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Fig. Il. Cromatograma de estandar (patréon) de aflatoxina
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Fig. 11l. Cromatograma de muestras de higado
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Fig. IV. Cromatograma de muestras de alimentos
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