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RESUMEN

La ingestion de micotoxinas es un problema comdn en animales que reciben alimento
almacenado, lo que perjudica su sistema inmune, hemodinamico, entre otros, y hasta
disminuye la capacidad del animal de aprovechar el alimento y en peores casos
producir la muerte, por ello en la actualidad llega a utilizarse varios métodos para
prevenir o reducir el impacto. Un total de 120 cobayos macho de alrededor de entre 10
a 13 dias de edad fueron distribuidos al azar para recibir 3 tipos de dieta (tratamientos)
y se evaluaron variables como, consumo de alimento (CAT), ganancia de peso (GP),
conversion alimenticia (CA), indice de mortalidad y morbilidad (IM y MO), ademas
de necropsia y examen histopatolégico. Las dietas responden a los siguientes
tratamientos, T1; grupo control, 110g de alfalfa/animal/dia+30g de pienso
comercial/animal/dia. T2; 110g de alfalfa/animal/dia+30g de pienso
comercial/animal/dia+300mg de acido ascorbico por cada 140g de alimento. T3; 1109
de alfalfa/animal/dia + 30 gr de pienso comercial/animal/dia + 3% de hongos Shitakke
(Lentinula edodes) del total del alimento. En cada tratamiento a las 18h00 se
administr6 maiz contaminado (40 gr/dia/animal) con micotoxinas (Zearalenona
(ZEA), deoxinivalenol (DON) y fumonisinas B1 y B2 (FB1 y FB2). La inclusion de
hongos Shitakke (T3) mejoré significativamente variables como; GP, CTA, CA, IMy
MO, asi como el estado de los 6rganos a nivel macroscopica y microscopica en
comparacion con T1, mientras que con T2, la diferencia se presenta unicamente en el
estado de los 6rganos. Lo que sugiere que la adicién de L. edodes tiene un efecto
positivo ante la ingestién de ZEA, DON, FB1 y FB2, mostrandose como una opcién

para prevenir en cierto grado los efectos de las micotoxinas.

Palabras clave: micotoxinas, hongos Shitakke, lesiones, parametros productivos.
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ABSTRACT

The ingestion of mycotoxins is a common problem in animals that receive stored feed,
which damages their immune and hemodynamic systems, among others, and even
decreases the animal's capacity to take advantage of the feed and in worse cases causes
death, Therefore, several methods are currently being used to prevent or reduce the
impact. A total of 120 male guinea pigs of about 10 to 13 days of age were randomly
distributed to receive 3 types of diet (treatments) and variables such as feed intake
(CAT), weight gain (GP), feed conversion (CA), mortality and morbidity index
(IMyMO), necropsy and histopathological examination were evaluated, mortality and
morbidity index (Ml y MO), as well as necropsy and histopathological examination.
The diets respond to the following treatments, T1; control group, 110g
alfalfa/animal/day+30g commercial feed/animal/day. T2; 110g
alfalfa/animal/day+30g commercial feed/animal/day+300mg ascorbic acid per 140g
feed. T3; 110g alfalfa/animal/day + 30g commercial feed/animal/day + 3% Shitakke
mushrooms (Lentinula edodes) of the total feed. In each treatment at 18h00, corn
contaminated (40 g/day/animal) with mycotoxins (Zearalenone (ZEA),
deoxynivalenol (DON) and fumonisins B1 and B2 (FB1 and FB2) was administered.
The inclusion of Shitakke fungi (T3) significantly improved variables such as GDP,
ADC, CA, IMyMo, as well as the state of the organs at the macroscopic and
microscopic level compared to T1, while with T2, the difference was only in the state
of the organs This suggests that the addition of L. edodes has a positive effect on the
ingestion of ZEA, DON, FB1 and FB2, showing itself as an option to prevent the

effects of mycotoxins to a certain degree.

Key words: mycotoxins, Shitakke fungi, lesions, productive parameters.
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B. CONTENIDOS

1. MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes investigativos

Se han realizado una serie de investigaciones que ponen a prueba tanto a los hongos
Shitakke como al acido ascorbico, siendo este ultimo una de las alternativas mas
usadas actualmente. En el caso de la vitamina C (Uchio et al., 2019) en su experimento
con ratones que recibieron previamente una dosis de dexametasona, administrd diez
veces mas la cantidad expresada en los requerimientos, arrojando como resultado una
reduccion significativa de la atrofia esplénica con niveles eficientes en IL-2, 1L-12,
IFN-y, mejorando incluso la proliferacion de celulas T y la conversion de las mismas
Th1ly Th2. De igual manera (EI-Senousey et al., 2018) en su estudio con pollos de
engorde, sometidos a estrés oxidativo con dexametasona, evalud la suplementacion
dietética con vitamina C, que resultd en la disminucion significativa de los niveles de
expresion de ARNm de IL-1b,IL-6 e IFN--y a nivel del bazo. Varias investigaciones
describen los beneficios de uso de &cido ascérbico frente a una infeccion por
micotoxinas, en una de ellas (NETKE et al., 1997) alimentd a cuyes con 25 mg de
acido ascdrbico en donde se evidencia un aumento en los niveles de glutation (GSH)
pero con dafios hepaticos observados en la necropsia y examenes hepaticos con
aumento de la ALT y AST, sin embargo, en otro grupo gue se adicion6 un total de 300
mg no se observaron reacciones agresivas en el higado y los niveles de ALT y AST

estuvieron cerca del rango .

Por otro lado, cabe mencionar que cuando se presenta alguna patologia, los niveles de
acido ascdrbico enddgeno se van reduciendo, como en el estudio de (Kechik & Sykes,
1979) que evalud el efecto de la coccidiosis intestinal (Eimeria acervulina) sobre las
concentraciones vitamina C en el plasma sanguineo y tejido en pollos; reportando que
este patogeno disminuyé significativamente las concentraciones del mismo en el

intestino delgado, el higado, las glandulas suprarrenales y el plasma sanguineo,
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teniendo este ultimo niveles de 1.323 mg/100 ml el dia 0 y en el dia 8 de infeccion
descendiendo a valores de 0.44 mg/ 100ml. Y como consecuencia se producirdn una

cantidad de radicales libres que el organismo no podra manejar.

Por lo antes mencionado, resulta Gtil la investigacion de otros posibles compuestos
capaces de mejorar la condicién del animal por ello (Vetvicka & Vetvickova, 2014)
en su investigacion puso a prueba tanto el uso de vitamina C y B-glucanos
individualmente y en conjunto, para lo cual sometio a ratones a bajas temperaturas y a
una manipulacion excesiva con el objetivo de estresar significativamente a los
roedores, siendo los niveles de la vitamina C los menos representativos a excepcion de
la funcion fagocitaria, mientras que los  -glucanos mostraron mejores niveles de IL-
6elL-12 y IFN-y.

Por tal motivo cabe mencionar que se hizo uso de hongos Shitakke (L. edodes) al ser
la fuente de B- glucanos de interés, pues (Jung et al., 2012) en su investigacion,
sometio a ratones a una infeccion bacteriana por Bordetella bronchiceptica, en donde
aliment6 a los mismos con un 3% de hongos Shitakke (L. edodes) dando como
resultado un aumento en los niveles de linfocitos CD4+ y CD8+, IFN-y e
interleuquinas ; el mismo autor sugiere que la ingestién continua del hongo o derivados
podrian mejorar la inmunidad del huésped y aumentar la resistencia contra infecciones.
Por otro lado, a nivel in vitro (Casaril et al., 2011) evalud la actividad antimicrobiana
de un extracto acuoso aislado de Lentinula edodes cultivado en aserrin humectado con
extractos de eucalipto y te de mate, los mismos que fueron capaces de inhibir tanto el

Bacillus subtilis como la Escherichia coli K-12.

Es también importante sefialar el impacto nutricional que el hongo genera en el
organismo, por ello (Soroko et al., 2022) en su estudio, administro en equinos durante
5 meses 60 gramos de hongo Shitakke, con el objetivo de evaluar niveles enzimaticos
y valores hematoldgicos, reportando aumento en los niveles de células de la linea
blanca, linfocitos, hematocrito y hemoglobina, ademas de la reduccion en los niveles

de bilirrubina y fosfatasa alcalina, triglicéridos, llegando a influir incluso en los

2



macroelementos provocando una disminucion en los niveles de Na y aumento en los
de Ca. Profundizando en este aspecto (Regula & Siwulski, 2007) en su investigacion,
reporta que los hongos Shitakke deshidratados poseen altos contenidos de proteina,
fibra dietética total, K, Mg, Zn, Fe y Cu con bajos contenidos de grasa y Na
concluyendo que estos podrian usarse tranquilamente como un buen aditivo

nutricional.

Aparte de conocer la capacidad inmunoestimulante y nutricional del hongo es
importante revisar su desempefio como fuente antioxidante, para ello (Afiati et al.,
2019) comparo dos extractos de [ - glucanos obtenidos a partir de hongos Shitakke (L.
edodes) y de la levadura Saccharomyces cerevisiae, en donde por medio de una prueba
denominada 1,1-difenil 2-picrilhidrazilo atil en las evaluaciones de radicales libres,
determind que el extracto de B-glucanos de los hongos Shitakke puede llegar a inhibir
los procesos de oxidacion en un 50%, mientras que en un estudio donde se
administraron polisacaridos de L. edodes por via oral durante 40 dias se reporta una
disminucion del estrés oxidativo inducido por una dieta rica en grasas en donde al final
Ilegan a suponer que el efecto farmacoldgico de los polisacéaridos del hongo se debe a
que en parte son capaces de estimular la expresion de genes que codifican enzimas
antioxidantes (Xu et al., 2008).

Por Gltimo, hay que resaltar su actividad antiinflamatoria: esta fue puesta a prueba por
(Campuzano & Carpio, 2020) en donde para probar la capacidad que este tiene se
suministré oralmente extractos de hongo Shitakke de diferente naturaleza tanto acuoso
a dosis de 500 y 1000 ul y etandlico a dosis similares, para luego inyectar 15 pl de
xileno en las orejas de ratones con la intencion de provocar inflamacion y edema local,
siendo, el extracto acuoso a una dosis inferior, eficiente en su efecto como el de la
dexametasona ( grupo control) y muy superior al extracto acuoso a dosis alta , para
corroborar este experimento, las orejas fueron pesadas post-mortem siendo que, las
orejas tratadas con dexametasona en el grupo control, tuvieron pesos promedios de

2.2 mg, Y las orejas de los ratones que fueron tratadas con el extracto acuso de 500ul,



registraron pesos promedios de 5.96mg, a comparacion de los otros tratamientos que

tuvieron resultados de entre 23 y 35 mg de peso.

Profundizando en la capacidad antiinflamatoria del hongo (H. Chen et al., 2012)
purificd con éxito tres polisacaridos homogeneos de LEPA1, LEPB1 y LEPCL1 los
mismos que fueron puestos a prueba a diferentes concentraciones (0.25,0.5,1,2y 4
mg/ml) con el fin de evaluar sus actividades antioxidantes in vitro mediante la
interpretacion de ensayos de eliminacion de radicales hidroxilo (EERH), ensayos de
eliminacién de radicales superoxido (EERS) y ensayo de efectos quelantes en Fe2+
(EQ) en donde descubrieron que los hongos presentaban diferentes capacidades
antioxidantes siendo este dependiente de la dosis. Por otro lado (Morales et al., 2020)
evalu6 diferentes capacidades de los B-glucanos extraidos del hongos Shitakke, en
donde al final se expone que los glucanos aislados fueron capaces de inhibir la
HMGCR (-hydroxy-3-methylglutaryl coenzima A reductasa) in vitro y por lo tanto,
podrian perjudicar la via biosintética del colesterol; también mostraron actividades
inmunomoduladoras aunque no indujeron variaciones significativas en la secrecion de
TNFa por parte de las células THP- 1/M activadas por LPS, consiguiendo disminuir
la secrecion de IL-1B e IL-6, de igual manera esta sustancia mostro tener efectos
citotoxicos hacia las células mamarias tumorales pero no interfirieron en el

crecimiento de las células mamarias normales.

Reforzando lo antes mencionado hay que sefialar que una de las posibles razones por
las que estos hongos son tan beneficiosos fue descrita por (Liu et al., 2020) al lograr
aislar nanoparticulas similares a los exosomas (ELNSs) derivadas de los hongos,
demostrando que poseen una fuerte actividad antiinflamatoria ademas de bloguear la
formacion del inflamasoma NLRP3 e inhibir los eventos posteriores a la activacion de
los mismos, como la secrecién de citoquinas, la autodestruccion de Casply la muerte
celular frente a un dafio hepatico inducido por D- galactosamina y lipopolisacaridos

en ratones.



1.1.2 Categorias fundamentales o marco conceptual

1.1.2.1. Fuentes inmune-moduladoras.

e Vitamina C (&cido ascorbico)

El &cido ascorbico es una vitamina de naturaleza hidrosoluble sintetizada a partir de la
glucosa en varias especies a excepcion del cobayo, ratones y humanos por una
deficiencia genética de la enzima L — gulonolactona oxidasa, la cual es la responsable
de la sintesis de esta vitamina. Por otro lado, esta sustancia tiene notables propiedades
antioxidantes debido a su capacidad para donar electrones protegiendo la integridad
de muchas células, incluidos los linfocitos contra el dafio de radicales libres generados

en respuesta a una infeccion o toxinas (Shojadoost et al., 2021).

e Hongos Shitakke

El hongo Shitakke (Lentinula edodes) es un macrohongo basidiomiceto caracterizado
por su alto valor nutricional, propiedades medicinales y funcionales, atribuidos a sus
especiales polisacaridos; § — glucanos como el lentinano, sustancia que se ha probado
tiene efectos anticancerigenos, antiinflamatorios e inmunomoduladores. Sin embargo,
también destacan sus propiedades antidiabéticas e hipo-colesterolémicas mediadas por
la presencia de eritadenina y quitina por su capacidad antioxidante, hemostatica y

antimicrobial. (Rivera et al., 2017)

1.1.2.2 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos en forma natural por algunos
hongos filamentosos, las cuales se consideran sustancias tdxicas para humanos y
animales cuando estan presentes en los alimentos. Estos compuestos se encuentran

frecuentemente en productos tales como nueces, maiz, arroz y varios otros cereales,
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los cuales pueden contaminarse durante la cosecha, en el transporte o almacenamiento
produciendo en los animales toxicidad aguda o cronica, siendo los ganglios linfaticos
y el intestino delgado las estructuras mas comunmente afectadas en cuyes, causando

pérdida de peso, diarrea he incluso la muerte (Mavrommatis et al., 2021).

Por otro lado, cabe mencionar que las micotoxinas del alimento son capaces de inducir
varios desequilibrios a nivel celular lo que produce aumentos en la concentracion de
ROS que llegan a exceder la capacidad antioxidante de la célula lo que resulta en
problemas de salud agudo o crénico en los animales como el aumento de la
peroxidacién de lipidos, dafio de proteinas y muerte celular (Da Silva et al., 2018),
siendo la per oxidacion lipidica un factor preocupante, pues segun (Darwish, 2019)
este efecto metabdlico desencadenado por el dafio oxidativo de las micotoxinas, se
considera el principal mecanismo que conduce a la posterior hepatotoxicidad que

resulta en la lesion de las células hepaticas.

Estos metabolitos son producidos por diferentes especies de hongos patégenos entre
los que destacan Aspergillus sp, Penicilliun sp y Fusarium sp, siendo esta Gltima uno
de los mayores problemas en los animales de granja, en especial aquellos que son

alimentados con maiz. (Gelderblom et al., 1994).

Fusarium

Las especies de Fusarium son los hongos productores de toxinas que se encuentran
con mayor frecuencia y estan ampliamente distribuidos en los climas septentrionales
de América, Europa y Asia. (Kim et al., 2014). Siendo uno de los hongos patégenos
mas problematicos, teniendo efectos negativos en cuyes como lo reporta (Rodriguez,
2014) en su investigacion, mencionando que a nivel productivo este hongo reduce la
ganancia de peso del cobayo, pues durante las primeras 3 semanas a una dosis alta
los animales alcanzaron una ganancia de peso promedio de 36,25 g, valor muy

inferior al del grupo testigo que obtuvo una ganancia de peso promedio de 179,49 a



la tercera semana. Al perjudicar la ganancia de peso también compromete la
conversion alimenticia obteniendo valores promedio de 5.1 en dosis bajas y de 5.7 en

dosis altas.

Por otro lado, en cuanto a las lesiones que pueden presentarse ante la ingestion de
este patdgeno (Rodriguez, 2014) reporta higados congestionados y con puntos
blancos, a nivel de pulmon resalta la presencia de abundantes focos hemorragicos,
ademas de edemas, evidenciando también bazos de coloracion oscura, ademas de
atrofia esplénica, mientras que en caso del rifidn reporta que en su corteza se podian

observar zonas de color opaco.

Este hongo llega a producir varios tipos de micotoxinas, siendo mas peligrosas para
los animales de granja la fumonisina, el deoxinivalenol (DON) y la ZEA (Kim et al.,
2014)..

Fumonisina

La fumonisina son una micotoxina producida por Fusarium moniliforme y Fusarium
proliferatum y es un contaminante natural de los piensos, la Union Europea (UE) ha
establecido un limite maximo de concentracion de 4000 ppb en el maiz crudo. Esta
micotoxina tiene tres subtipos, B1 (FB1), B2 (FB2) y B3 (FB3), que varian en su
estructura quimica y también en cierta medida en su grado de toxicidad encontrandose

principalmente en la alimentacién de las aves de corral (Kim et al., 2014).

Patologia

En los animales de granja, la fumonisina B1 (FB1) es la causante de enfermedades
como la leucoencefalomalacia equina y el edema pulmonar porcino, ademas, cuando
se expone a los cerdos; la FB1 se asocia con el desarrollo de trastornos como el edema
pulmonar y la insuficiencia hepatica (Walter, 1995). En el caso de las aves el FB1

provoca una reduccion del consumo de alimento, reduccion en la produccion de



huevos y del peso corporal en las aves de corral, al tiempo que causa trastornos como
la necrosis hepética y la atrofia cortical timica (Prathapkumar et al., 1997).

El ganado vacuno y las aves de corral tienden a ser muy resistentes pero especies de
laboratorio como los roedores llegan a ser extremadamente sensibles a los efectos
nefrotoxicos de las fumonisinas, pues en dietas proporcionadas durante 90 dias a ratas
macho que contenian 9 ppm de FBL1 se indujo apoptosis renal, siendo los conejos otra
especie sensible a dichos efectos renales, sin embargo, hay que mencionar que en
ratones se llegan a presentar lesiones renales solo a concentraciones de exposicion
elevadas pues se han obtenido resultados positivos de carcinogenicidad en tres
bioensayos crénicos (2 afios 0 méas) de FB1 en roedores y en cada caso se indujeron
tumores de rifion o higado cuando el FB1 en la dieta era de 50 ppm, aunque el 6rgano
diana diferia segun la especie, la cepa y el sexo de los animales (Haschek & Voss,
2013)

Los principales 6rganos diana en roedores y conejos son el higado y el rifion. La
patologia se ha descrito como "hepatopatia” o "hepatosis™ y "nefropatia” o "nefrosis",
y es similar en animales a los que se administra fumonisina B1 purificada, material de
cultivo (maiz infectado con un unico hongo aislado y luego moldeado en condiciones
controladas de laboratorio) o maiz contaminado naturalmente con fumonisinas
(Haschek & Voss, 2013).

Siendo que segun (Z. Chen et al., 2022) a partir de la segunda semana, ya se pueden
observar cambios patoldgicos en el higado de las ratas entre los que destaca la
infiltracion de células inflamatorias dispersas alrededor de la zona del colector y un
pequefio numero de hepatocitos empezé a presentar necrosis mientras avanzaba el
tiempo y aumentaba la dosis, pues a partir de la 4ta a 8va semana se reportaron
hepatocitos con degeneracidn vacuolar y necrosis detritica hasta necro inflamacion,
incluyendo necrosis e inflamacion periportal, necrosis e inflamacién intralobular e

inflamacion portal.



Zearalenona (ZEA)

La ZEA es una micotoxina estrogéenica producida por especies de Fusarium. La ZEA
contiene lactona de acido resorcilico no esteroideo, que imita la actividad del
estradiol-17p. El limite de concentracion de la UE para la ZEA es de 100 ppb en el
maiz crudo y de 20 ppb en los productos de cereales (Alshannaq & Yu, 2017).

Se ha informado de que la ZEA provoca enfermedades relacionadas con la infertilidad
en los cerdos pues se ha reportado casos en la que se llegan a desarrollar prolapsos
vaginales y rectales, abortos y menores tasas de prefiez, y a concentraciones excesivas
de ZEA se pueden desencadenar sintomas de hiperestrogenismo (Etienne & Dourmad,
1994), pues, o-zearalenol (ZOL) y el B-ZOL que son anadlogos de la ZEA se
metabolizan y producen en el higado y su metabolismo de sintesis es similar a la
reaccion durante la produccion e inactivacién de las hormonas esteroideas, ya que es

causada por la misma enzima deshidrogenasa. (Zahra et al., 2019).

Por otro lado (NTP, 1982 citado por EFSA, 2011) describe en su investigacion que, a
parte de la aparicion de lesiones no neoplasicas, como inflamacién de la prostata,
atrofia testicular, quistes o conductos quisticos en las glandulas mamarias de los
machos, hubo una mayor incidencia de vacuolizacion citoplasmatica hepatocelular y
mayor riesgo de nefropatia cronica progresiva en animales de ambos sexos. Mientras
que (Ropejko & Twaruzek, 2021) sefiala que otro de los principales efectos
perjudiciales de esta micotoxina es su accion hematotoxica llegando a alterar la
coagulacién sanguinea y modificar los pardmetros sanguineos, pues (Maaroufi et al.,
1996) en su estudio realizado en ratas, observé un aumento en el hematocrito vy el
indice MCV (volumen corpuscular medio), mientras que el nimero de globulos rojos
se mantuvo sin cambios y el nimero de plaquetas disminuyo significativamente
mostrando que mientras mas alta la dosis de ingestion el nimero de plaquetas

disminuye considerablemente.



Deoxynivalenol (DON)

El DON, que también tiene una funcion estrogénica, es otra micotoxina producida por
una especie de Fusarium perteneciente al grupo de los tricotecenos y es quimicamente
estable, por lo que no se elimina facilmente durante el procesamiento de alimentos o
piensos. Siendo que mas de la mitad del DON ingerido puede recuperarse en la orina
(Zahraetal., 2019).

Patologia

A nivel intestinal el DON llega a inhibir la funcion de barrera en el epitelio intestinal
porcino al regular la expresion de las proteinas de union estrecha (Schoevers et al.,
2010) y en pollos que consumen alimentos contaminados con DON llegan a perder
peso corporal y peso del higado, pues piensos contaminados con DON a una
concentracion de 10 mg/kg reducen la ingesta y la eficiencia alimentaria en los pollos
de engorde (He et al., 2002). Y en roedores (lverson et al., 1995) en su estudio
concluye que esta micotoxina a diferencia de las antes descritas muestra una reduccion
en el desarrollo de lesiones preneoplasicas y lesiones neoplésicas en el higado, pero
que posee una gran capacidad para disminuir la eficiencia de conversion del alimento
y provocar reducciones significativas en el peso corporal de los roedores asi como la
disminucion del consumo de alimento de los animales, pues en ratones intoxicados
con DON, el grupo control llega a consumir 4.30 g de alimento mientras que los
ratones alimentados con 5 ppm de deoxilivalenol su consumo se redujo a 4.05 g y
aquellos que recibieron mayor cantidad (10 ppm) consumieron 3.95 g de alimento

total.

1.1.2.3 Cobayo (Cavia porcellus)

El cobayo es una especie de roedor de la familia Cavidae originaria de Peru y Bolivia,
situada en la region andina de Ameérica del Sur, pudiendo alcanzar un peso de hasta 1

kg, son animales herbivoros, por lo que el aporte de fibra en el alimento es
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indispensable. En cuanto a su morfologia, su cuerpo es ancho y esta cubierto de pelos
que pueden ser lacios o erizados, su cabeza es ancha y grande en comparacion al
Ccuerpo y sus orejas son pequefias y redondeadas, tiene patas cortas terminadas en finos

dedos, cuyo numero es variable (L6épez, 2016).

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto de los hongos Shitakke (L. edodes) como alternativa en la prevencion

de micotoxicosis en cobayos (Cavia porcellus).

1.2.2 Objetivos especificos:

e Determinar el efecto de la inclusion del 3% de hongos Shitakke en la dieta
como preventivo de micotoxicosis en cobayos.

e Describir las lesiones macroscépicas en higado, rifidn, pulmoén, bazo y
microscopicas en higado producido por micotoxicosis

e Evaluar los indices productivos de los cobayos a los que se les administro

hongos Shitakke (L. edodes) en la dieta como preventivo de micotoxicosis.

1.3.  Hipotesis

La inclusion de un 3% de hongos Shitakke (L. edodes) a la dieta es capaz de prevenir

los efectos perjudiciales de la micotoxicosis en cobayos.

11



. METODOLOGIA

2.1 Ubicacion del experimento.

Las pruebas se llevaron a cabo en la ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas,

canton Santo Domingo de los Colorados en la parroquia Rio Verde, direccion calle

Luis Felipe Borja y calle Cesar Davila con las siguientes coordenadas:

0°15°437570°10°40°W.

2.2 Caracteristicas del lugar.

La experimentacion se llevo a cabo en un sector urbano, bajo techo, el mismo que se

ubicé en una zona climatica lluviosa subtropical, siendo sus caracteristicas climaticas

expuestas en la Tabla 1.

Tabla 1:

Caracteristicas climaticas en Santo Domingo

Parametro Temperatura, °C Altura, msnm Precipitacion, mm
anuales
22.9 655 3000 a 4000

Fuente: (GAD Santo Domingo, 2017)

2.3 Equipos y materiales.

Materiales de campo
e Guantes de examinacion
e Balanza.
e Bomba de mochila de aspersién manual.
e Caja de bisturi

e Vasos plésticos estériles
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Reactivos

e Acido ascorbico en polvo
e Ivermectina 1%
e Formol al 10%

e 1 galdn de agua destilada

Recursos biologicos

e Cobayos destetados (10-13 dias de edad)
e Alfalfa (Medicago sativa)

e Maiz (Zea mays)

e Balanceado de crecimiento para cobayos

e Hongos Shitakke (Lentinula edodes)

Material de escritorio

e Computadora

e |Impresora

e Esferograficos

e Marcadores permanentes
e Hojas de papel bond

e Libreta de anotaciones

e Tablas de registro

e Camara fotogréafica

2.4. Factores en estudio

Grado de afecciébn macroscopica y microscopica resultado de la infeccion por

ingestion de micotoxinas en cobayos alimentados con hongos Shitakke.
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2.5. Tratamientos

Tratamiento # 1

Dia 1 a 21: dieta base: 110 gr de alfalfa/animal/dia + 30 gr de balanceado
comercial/animal/dia a las 11H00. A las 18H00 se administré6 maiz contaminado con

micotoxinas 40g/ dia/ animal).
Figura 1:

Linea de tiempo del tratamiento 1

Dia 1: micotoxinas Dia 21: micotoxinas

Dia 1: alimentacién Dia 21: alimentacién

Tratamiento # 2

Dia 1 a 21: Se aliment6 a los animales con dieta base méas 300mg de &cido ascorbico
por cada 140 g de alimento a las 11HO0O0. A las 18H00 se administré maiz contaminado

con micotoxinas (40g/ dia/ animal).

Figura 2:

Linea de tiempo del tratamiento 2

Dia 1: micotoxinas Dia 21: micotoxinas

Dia 1: alimentacién + AA Dia 21: alimentacién + AA
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Tratamiento # 3

Dia 1 a 21: Se alimento a los animales con la dieta base a la cual se afiadié un 3 % de
hongos Shitakke del total de alimento a las 11H00. A las 18HO00 se administré maiz

contaminado con micotoxinas (40g/ dia/ animal).

Figura 3: linea de tiempo del tratamiento 3

Dia 1: micotoxinas Dia 21: micotoxinas

Dia 1: alimentacién + hongos Dia 21: alimentacidn + hongos

2.6. Disefio experimental

En la presente investigacion se utiliz6 un disefio completo al azar (DCA), por la
homogeneidad de los tratamientos; en donde se alojo a 10 cobayos macho de entre 10
a 13 dias de edad que fueron repartidos entre cuatro repeticiones y tres tratamientos

constituyendo un total de 120 animales como se muestra en la Tabla 2.

Se analiz6 el ANAVA vy se separ6 las medias a través de la prueba de Tukey al 0.05
de confiabilidad.

Tabla 2:

Tratamientos y repeticiones

Numero de Animales por Total de animales por
repeticiones repeticiones tratamiento
Tl 4 10 40
T2 4 10 40
T3 4 10 40
Total 120
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Fuente: Autor

Los animales fueron sometidos a un método de aleatorizacion para ser distribuidos en

las diferentes pozas que corresponden a diferentes tratamientos y repeticiones.

2.7 Manejo del experimento

Eleccién de los animales

Se utilizd un total de 120 cobayos macho destetados de entre 10 a 13 dias de edad, los
mismos que fueron marcados y distribuidos por sorteo entre los diferentes tratamientos
y repeticiones en pozas de 1 m ancho x 1,5 m largo x 0,50 m de alto para una
distribucion de 10 cobayos por poza (Urquizo, 2016).

Desinfeccién del area

Antes de la llegada de los cobayos, se realiz6 una limpieza total del piso, paredes y
pozas de manejo con complejo yodado en una relacion de 5 cc por litro de agua, la
cual se aplicé con la ayuda de una bomba de mochila en aspersion. La limpieza de las

pozas se realiz6 cada semana.

Desparasitacion

Se desparasitd a los cobayos de introducirlos en las pozas correspondientes aplicando

ivermectina al 1 % via subcutanea en una dosis de 0.02 mg/kg.
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Elaboracién de dieta base

Se alimenté a los cobayos con una mezcla entre balanceado comercial y alfalfa
siguiendo una relacion cercana al 70:30, recomendacion que tiene como objetivo

reducir la humedad de las heces (Acurio, 2010).

Siguiendo tales proporciones se alimento a los animales con un total de 110 gramos de
forraje diario (MS), cantidad recomendada para cobayos en etapa de crecimiento hasta
la 4ta semana de edad (Acurio, 2010) junto con 30 g de balanceado/dia/animal (L6pez,
2016) por un periodo de 21 dias. Siendo que en cada poza se ubicaron un total de 10
cobayos, la cantidad de alimento total diario ofrecido por poza fue de 1400 gramos,
misma que se suministr6 a cada una de las repeticiones de cada tratamiento. La

cantidad de agua a suministrar fue ad libitum (Lo6pez, 2016).

Aplicacion de vitamina C.

Para el tratamiento nimero 2 se adiciond un total de 300 mg de acido ascorbico por
cada 140 gramos de alimento (NETKE et al., 1997) durante 21 dias a las cuatro pozas
respectivas del tratamiento.

Adicion de hongos Shitakke.

Para el tratamiento nimero 3 se adiciono del total de alimento suministrado a las pozas
un 3% de hongos Shitakke (L. edodes) (Jung et al., 2012) durante 21 dias a las cuatro

repeticiones del tratamiento.
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Adicién de micotoxinas a la dieta

Para lograr producir micotoxinas se almacené un total de 80 kg de maiz en un cuarto
himedo y oscuro por un periodo de 15 dias, luego de este lapso de tiempo se recogio
una muestra de 500 gramos del cereal contaminado, misma que fue enviada al

laboratorio para confirmar su contaminacion.

Una vez confirmada la presencia de micotoxinas en el maiz, se aliment6 a los cobayos
con 40 g/ animal/ dia (Rodriguez, 2014) a las 18H00 diariamente durante los 21 dias

de la prueba de campo.

Analisis de la morbilidad y mortalidad

Se conto el nimero de casos presentados en cada grupo de estudio, tomando en cuenta
su estado fisico como condicion corporal, aspecto de piel y faneras junto a otros signos
que pudieran estar presentes como diarrea, siendo también tomados en cuenta casos
de mortalidad que se pudieran presentar los dias posteriores a la suplementacion de

micotoxinas.

La morbilidad y mortalidad por micotoxicosis se determind mediante el método
utilizado por (Chaudhary, 2015) en donde se divide el nimero de animales muertos

entre la cantidad de animales totales, resultado que se multiplicé por 100.
IM y Mo= (Animales muertos / animales totales) x 100.

IM y Mo: indice de morbilidad y mortalidad.
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Consumo de alimento (CAT)

Esta fue tomada diariamente, en donde se resto6 la cantidad de alimento total ofrecido
por cada unidad experimental, de la cantidad de alimento residual que fue pesada a las

8HO00 am del dia siguiente, siguiendo la siguiente formula:
CDA=AT-AR

CDA: Consumo de alimento

AT; Alimento total

AR: Alimento residual

Ganancia de peso (GP)

Los cobayos se pesaron al comienzo de la prueba de campo con la ayuda de una
balanza electronica, repitiéndose diariamente el proceso con los cobayos en ayunas
hasta concluir el estudio. En donde antes de cada pesaje se redujo el peso del balde a
utilizar mediante la opcién tarar, para posteriormente colocar a cada animal de cada
tratamiento dentro del mismo y obtener el peso respectivo. Para el calculo de la

ganancia de peso se aplico la siguiente formula:

GP= P final — P inicial

Conversion alimenticia (CA)

Para el célculo de la conversion alimenticia se aplico la siguiente formula.
CA =CDA/GMP.
CA: Conversion alimenticia

GMP: Ganancia media de peso.
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CDA: Consumo de alimento.

Procedimiento de la necropsia

Una vez terminado el estudio de los cobayos vivos se siguié el siguiente

procedimiento:
1.-Identificacion del cobayo segln el marcaje.

2,-Evaluacién del aspecto externo del cobayo tomando en cuenta: presencia de
decaimiento, pelo erizado o algun tipo de alteracion en faneras, asi como signos de
diarrea o baja condicién corporal.

3.-Pesaje final de los cobayos.

4,-Para poder revisar la condicion de los 6rganos y lograr extraer una muestra del
higado se sacrifico a los animales con la técnica de desnucado, y una vez removido las
visceras con la ayuda de un bisturi se extrajo en vasos plasticos estériles con formol al
10% las muestras del higado para ser enviados al laboratorio para examen

histopatologico.

2.8 Variables respuesta

Morbilidad y mortalidad

La morbilidad y mortalidad por micotoxicosis se determino por la division entre el
numero de animales muertos durante el periodo experimental sobre el nimero total de
animales por tratamiento, valor que se multiplic6 por 100 (Chaudhary, 2015), por tal

razon el resultado se expreso en porcentaje.
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Contenido de micotoxinas

La cantidad de micotoxinas en el maiz se expresaron en pg/kg de alimento.

Consumo de alimento (CAT)

Los valores se expresaron en gramaos.

Ganancia de peso (GP)

Los valores se expresaron en gramos

Conversion alimenticia (CA)

Al ser un indice, no sera expresado en alguna medida determinada, el valor obtenido
indica que por dicha cantidad de alimento consumido el animal gana un kilogramo de

peso.

Necropsia

Se describieron las lesiones microscopicas observadas, mientras que las
macroscopicas se expresaron en porcentaje, dependiendo la frecuencia y el tipo de

lesion que presentaron los drganos, tales como;
Higado: congestion, zonas blancas, entre otras.

Pulmén: focos hemorragicos, congestion, granulomas, entre otras.
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Rifiones: color pélido, focos hemorragicos, zonas opacas, entre otras.

Bazo: color oscuro, tamafo reducido, entre otras.

2.10 Procesamiento de la informacion

Se proceso la informacion en el programa estadistico INFOSTAT versién 2020.
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados.

El examen de micotoxinas mostrd que en el maiz se presentaban un total de 4
micotoxinas; zearalenona (150 pg/kg), deoxinivalenol (1500 pg /kg), y fumonisinas

B1 (1500 pg /kg) y B2 (450 pg/kg) como se muestra en el anexo 1.

Para mayor detalle, las micotoxinas producidas por hongos del grupo Fusarium se

indican a continuacion en la Tabla 3:

Tabla 3:

Tipos de micotoxinas que producen los hongos.

Hongo Micotoxina

Aspergillus parasiticus Aflatoxinas B1, B2, G1, G2

A. flavus g Aflatoxinas B1, B2

Fusarium sporotrichioides T-2 toxina

F. graminearum (roseum) Deoxynivalenol (DON), zearalenona
F. verticillioides, F. proliferatum Fumonisinas

Penicillium verrucosum, A. ochracoeus  Ochratoxina A
Claviceps spp., Neotyphodium Ergot alkaloids
coenophialum

Fuente: (Haschek & Voss, 2013)

3.1.1 Resultados de las lesiones macroscopicas y microscopicas

Se sacrifico a un total de 15 cobayos por tratamiento por la técnica de desnucado, para
posteriormente proceder con la necropsia, con el objetivo de evaluar el estado del

higado, pulmon, rifién y bazo, en donde se obtuvieron los siguientes resultados:
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Lesiones macroscopicas de T1
Higado

Se presentaron casos de congestion en un 73.3% de los animales, teniendo una
proporcién similar en cuanto a la presentacion de vesicula biliar dilatada (73.3%), sin
embargo, la frecuencia en la que se presentaron juntos es de apenas del 66.6%. Por
otro lado, también se presentaron hematomas subcapsulares y zonas blancas en un

20%, y petequias en el 6.6% de los casos.
Figura 4:
Frecuencia de lesiones en higado (T1)

Higado T1

80,0 73,3 73,3

70,0 66,7

60,0
50,0
40,0
30,0

20,0 20,0
20,0
10'0 I I 6’7
0,0 o

Congestion Vesicula biliar congestion + Hematomas Zonas blancas Petequias
dilatada  vesicula biliar subcapsulares
dilatada

Pulmén

Se presentaron focos hemorragicos en el 13.3 % de los animales, granulomas en un

20% siendo los casos de congestion los mas comunes presentandose en un 86.7%.
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Figura 5:

Frecuencia de lesiones en pulmoén (T1)

PulménT1

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0

30,0 20,0

20,0 13,3
s (L [
0,0

Focos hemorragicos Granulomas Congestion

86,7

Se presentaron casos de congestion en un 53.3%, zonas opacas en un 40%,
degeneracion parenquimatosa en un 33.3% Yy focos hemorragicos en un 6.7% de los

animales.

Figura 6:

Frecuencia de lesiones en rifién (T1)

Rifion T1
60,0 £33

50,0
40,0
40,0 333

30,0
20,0

10,0 6,7

00 - 0,0

Congestion Zonas opacas  Degeneracion Focos Color palido
parenquimatosa hemorragicos
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Bazo

Se presentaron dos tipos de lesiones en este 6rgano, una de ellas son zonas oscuras

Ilegandose a presentar en un 60% Yy atrofia esplénica en el 20% de los animales.

Figura 7:

Frecuencia de lesiones en bazo (T1)

Bazo T1

70,0 60,0
60,0
50,0
40,0
30,0 20,0
20,0
= M

0,0

Atrofia esplénica Zonas oscuras

El registro de las lesiones encontradas en los 15 cobayos sacrificados se presenta en el

anexo 9.

Lesiones macroscépicas de T2

Higado

A diferencia del tratamiento 1 la congestion es menor, presentandose en el 40% de los
cobayos, siendo mas comun la presencia de hematomas subcapsulares (53.3%) y casos

de vesicula biliar dilatada en un 40%, sin evidencia de zonas blancas y petequias.
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Figura 8:

Frecuencia de lesiones en higado (T2)

Higado T2
60,0
53,3
50,0
40,0 40,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0 0,0
0,0
Congestion Hematomas Vesicula biliar ~ Zonas blancas Petequias
subcapsulares dilatada
Pulmoén

Se apreciaron dos tipos de lesiones, siendo la mas comun los focos hemorragicos
presentes en el 53.3% de los animales y congestion la cual es menor que en T1
presentandose tan solo en el 46.7% de los animales, sin embargo, es importante

mencionar que en este tratamiento no se observaron granulomas.

Figura 9:

Frecuencia de lesiones en pulmén (T2)

Pulmén T2

60,0

53,3

50,0 46,7

40,0
30,0
20,0

10,0
0,0

0,0
Focos hemorrégicos Congestion Granulomas
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Se observo degeneracion parenquimatosa en el 60% de los cobayos, zonas pélidas en

un 53.3% y focos hemorragicos en un 40%, sin evidencia de congestion 0%.

Figura 10:

Frecuencia de lesiones en rifion (T2)

Rifidn T2
70,0

60,0

60,0 533

50,0
40,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0 0,0
0,0

Degeneracion  Zonas opacas Focos Congestion Color palido
parenquimatosa hemorragicos

Bazo

Se aprecidé principalmente dos tipos de lesiones anatomo-patoldgicas, tales como
atrofia esplénica (reduccion del tamafo) presentandose en el 26.7% de los casos y

zonas oscuras en un 20% del total de animales correspondientes al tratamiento.
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Figura 11:

Frecuencia de lesiones en bazo (T2)

Bazo T2

30,0 26,7
25,0
20,0

15,0
10,0

5,0

0,0

Atrofia esplénica Zonas oscuras

El registro de las lesiones encontradas en los 15 cobayos sacrificados se presenta en el

anexo 10.

Lesiones microscopicas en T3

Higado

A diferencia de los anteriores tratamientos este presenté un grado bajo de congestion,
pues se presenta en el 6.7% de los animales sacrificados, siendo mas comun la
presencia de una vesicula biliar dilatada (66.7%), y hematomas subcapsulares
presentes en el 53.3% de los animales, presentdndose estas dos Ultimas lesiones en

conjunto Unicamente en el 26.7% de los animales.
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Figura 12:

Frecuencia de lesiones en higado (T3)

Higado T3

70,0 66,7

60,0 53,3
50,0
40,0
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20,0
6,7

10,0 0,0 0,0
0,0 I

Congestion Vesicula biliar Hematomas Zonas blancas Petequias
dilatada subcapsulares

Pulmén

Se encontraron Gnicamente dos lesiones en este drgano, tales como focos hemorragicos
evidenciados en el 40% de los animales y en un 46.7% se present6 congestion dando
un total de un 86.7%, sin embargo, hay que mencionar que en el 13.3% restante de los

cobayos no se evidencid ninguna lesion anatomo-patoldgica.

Figura 13:

Frecuencia de lesiones en pulmén (T3)

Pulmoén T3
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Focos hemorragicos Congestion Granulomas
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Se puede apreciar una disminucion en la frecuencia de aparicion de focos

hemorragicos en este tratamiento en comparacion con T2, pues se encontrd Unicamente

en el 20% de los animales, sin embargo, se logra apreciar con mayor facilidad la

degeneracion parenquimatosa que llego a presentarse en el 73.3% de los animales y

zonas opacas en el 33.3 %, sin embargo, aqui se presento6 el Unico caso en el que el

organo se muestra de coloracion palida generalizado y de superficie irregular

descripcion compatible con un rifion infartado (6.6%. de los animales).

Figura 14:

Frecuencia de lesiones en rifion (T3)
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hemorragicos parenquimatosa

0,0

Congestion

En este tratamiento solo se apreci6 en un 13.3% de los animales atrofia esplénica y en

un 20% se evidencio la presencia de zonas oscuras.
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Figura 15:

Frecuencia de lesiones en bazo (T3)

Bazo T3

25,0

20,0

20,0

15,0 13,3

10,0

5,0

0,0
Atrofia esplénica Zonas oscuras

El registro de las lesiones encontradas en los 15 cobayos sacrificados se presenta en el

anexo 11.

Lesiones microscopicas

Tratamiento 1.

La lesion mas notoria fue la aparicion de varios grupos de hepatocitos de color
aciddfilo, en su mayoria carentes de nucleo, mismo que han perdido delimitacion entre
ellos (necrosis coagulativa); de igual manera se logra apreciar dilatacion sinusoidal
tanto perivenular como de topografia irregular junto con congestion tanto severa
pasiva. Se aprecia disminucién en la capacidad de adhesion de los hepatocitos, ademas
de la acumulacion de gran cantidad de glébulos rojos en las ramas de las venas
centrales siendo que esta Ultima se presenta considerablemente dilatada en el caso de
congestion severa. Algunas arterias se aprecian considerablemente dilatadas con
abundantes eritrocitos, y algunos de los canaliculos biliares tienen su luz estrechada

rodeada de escaso tejido laxo. (Ver anexo 19).

32



Tratamiento 2

Se observaron varios grupos de hepatocitos de color acidéfilo en su mayoria sin nicleo
(necrosis coagulativa), pero con menor frecuencia que en T1, por otro lado, se aprecio
acumulacién de pocos eritrocitos en los espacios sinusoidales (congestion pasiva) que
a diferencia del T1 no se llega a manifestar junto con una dilatacién sinusoidal, sino
cada uno por separado. Se observa de igual manera dilatacion de la luz de la arteria
hepética en el cual se logra apreciar una gran cantidad de eritrocitos al igual que en las

ramas de la vena central (Ver anexo 20).

Tratamiento 3

Se observd en una de las placas una cantidad minima de hepatocitos acidofilos con
nacleos opacos (necrosis coagulativa). Se aprecia dilatacion considerable de las
arterias hepaticas, pero con poca presencia de globulos rojos ademas de dilatacion
sinusoide perivenular sin evidencia de congestidn pasiva. Los canaliculos biliares se

aprecian normales al igual que las venas centrales (ver anexo 21).

3.1.2 Discusion de las lesiones macroscopicas y microscopicas

El higado fue uno de los 6rganos méas afectados entre los diferentes tratamientos,
siendo asi que en el grupo alimentado sin aditivos (T1) se apreciaron casos de
congestion en un 73.3%, a diferencia de los demas tratamientos como los que
recibieron &cido ascorbico (T2) que presentaron congestion en un 40% y los de hongos
Shitakke que apenas tuvieron el 6.7%, lo que demuestra en gran manera el desempefio
del hongo Shitakke, corroborando lo observado en las placas histopatol6gicas pues en
T1 se llega a apreciar tanto congestion pasiva como severa, a diferencia de T2 que con
40% de congestion y un 53.3% de hematomas subcapsulares, histopatolégicamente se

logra observar congestidn pasiva y una acumulacion abundante de eritrocitos en los
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vasos, mientras que en T3 al tener solo el 6.7% de congestion y 53,3 % de hematomas
subescapulares solo se logra apreciar mas que una acumulacion considerable de

eritrocitos en los vasos.

Por otro lado, al observar el estado de los demés 6rganos como el pulmén es notorio
que la frecuencia en la que se presenta una congestion disminuye, siendo que en T2
un 40% de los cobayos mostraron congestion, mientras que en T3 se presentaron en
un 46.7% en comparacion con T1 en el que se presenta en el 86.7% de los animales,
siendo el mismo caso con el rifion, habiendo notables diferencias entre los resultados
de T3y T2 con los de T1, coincidiendo con los datos obtenidos por (Rodriguez, 2014)
el cual luego de contaminar el alimento de cobayos con hongos Fusarium. sp
(productores de micotoxinas como zearalenona, deoxinivalenol y fumonisina) report6
higados congestionados y pulmones con abundantes focos hemorragicos en su
descripcion, pudiendo deberse a los efectos hematotdxicos de la zearalenona alterando
la coagulacion y reduciendo el nimero normal de plaquetas, mientras que (Dinev,
2015) describe las distintas lesiones causadas por fusariotoxinas en donde en su
mayoria son de naturaleza hemorragica y que los érganos principalmente afectados

son el higado y el intestino.

El rifibn en T1 se muestra en su mayoria congestionado (53.3%), pudiendo deberse a
una alteracion en la coagulacion como se mencion anteriormente, al igual que los
focos hemorragicos en T2 (40%) y T3 (20%), sin embargo, las zonas palidas y la
degeneracion parenquimatosa llegan a presentarse o al menos pueden lograr apreciarse
a menudo en los cobayos a los que se les suplementd &cido ascérbico y hongos
Shitakke, lesiones que también fueron reportadas por (Rodriguez, 2014). que alimento
a cobayos con hongos fusarium durante 7 semanas en donde describe que en los
rifiones se observan de color palido, siendo uno de los 6rganos mas afectados, sin
embargo, aunque en T3 se logré reducir la frecuencia de las lesiones hemorrégicas, al
igual que en la investigacion de Rodriguez, en nuestro estudio las zonas opacas no
Ilegan a controlarse en su totalidad siendo que en T1 aparecen en una frecuencia de

40% y en T3 con los hongos Shitakke se presentan en el 33.3% de los animales.
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El bazo es uno de los érganos que muestra una mejoria considerable, mostrando en T1
zonas oscuras en un 60 % Yy atrofia esplénica del mismo en un 20%, mientras que en
T3 las zonas oscuras se presentan con menos frecuencia, presentandose en el 13,3%
de los animales sacrificados, mientras que la atrofia esplénica se mantiene en un 20%,
datos compatibles con la investigacion de (Rodriguez, 2014) en donde dos de las
principales lesiones que reporta es la atrofia esplénica y coloracion oscura del mismo,
en donde el autor relaciona estas lesiones con la contaminacion de fusariotoxinas.
(Rodriguez, 2014).

Por otro lado, es evidente que el tratamiento que presenta mejores resultados es T3,
pues se redujo la presencia de lesiones hemorrégicas, pudiendo deberse al efecto
beneficioso que este tiene a nivel sanguineo, como lo reporta (Soroko et al., 2022) en
su investigacion en caballos, ademas de la capacidad antinflamatoria y antioxidante
que estas poseen, como lo reportan (Campuzano & Carpio, 2020 & Xu et al., 2008)
en sus investigaciones, siendo esta ultima una de las principales razones por las que
T3 presenta menos dafio en los diferentes drganos, pues el estrés oxidativo que
producen las micotoxinas llegan a desencadenar varios tipos de dafio celular entre los
que destaca la peroxidacion lipidica que suele llevar a hepatotoxicidad con la futura
perdida de hepatocitos, razén por la que T2 también Ilega a mejorar el estado de los
6rganos, sin embargo, a diferencia del acido ascorbico los hongos Shitakke poseen
otros principios activos aparte de los B-glucanos, tales como la eritadenina que destaca
por sus capacidad para controlar los niveles de colesterol sérico reduciendo el riesgo
de peroxidacion lipidica, quitina que tiene capacidades antimicrobianas, hemostaticas
y antioxidantes (Rivera et al., 2017), entre otros, que contribuyeron a mejorar el

estado de los 6rganos de los cuyes.
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3.1.3 Resultado de indices productivos

Es relevante demostrar que existe una homogeneidad en cuanto a los pesos iniciales
entre tratamientos en el dia 1 para lo cual se realizé una prueba de T student para
pruebas independientes obteniendo valores superiores a 0.05 en donde no existe
diferencias significativas, pues, el pHomVar (p < 0.05) entre T1 y T2 es de 0.5258 lo
que sefiala que las variables de ambos tratamientos son homogéneas entre si, caso
similar al de T1 con T3 con valores de 0.4079 y de T2 con T3 con un 0.8385 de
pHomVar (p < 0.05), por lo que se puede concluir que existe homogeneidad entre las

variables, como se resume en la Tabla 5. Ver andlisis en el anexo 2.

Tabla 4:

pHomVar de los pesos iniciales entre tratamientos.

Tratamientos pHomVar
T1-T2 0.5258
T1-T3 0.4079
T2-T3 0.8385

pHomVar: homogeneidad de variables

T1: dieta sin aditivos T2: dieta + &cido ascorbico T3; dieta + hongos Shitakke.
Fuente: Autor.

Ganancia de peso (GP)

La ganancia de peso promedio por unidad experimental obtenida, se resume en la

Tabla 4 siendo que se tomaron en cuenta los dias 1, 14 y 21 respectivamente:
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Tabla 5:
Prueba de Tukey y ANAVA de los pesos en los dias 1, 14y 21
Tratamientos Peso Dia Pesodial4 Pesodia2l GP(g)

1(9) (9) (9)
T1R1 228 249 277 49
T1R2 232 249 273 41
T1R3 250 268 303 53
T1R4 253 275 299 46
Promedio 240,8A 260,3A 288A 47,3A
T2R1 244 287 317 73
T2R2 258 298 326 68
T2R3 264 303 333 69
T2R4 257 298 323 66
Promedio 255,8A 296,58 324,8B 69B
T3R1 250 295 322 72
T3R2 258 303 331 73
T3R3 266 310 338 72
T3R4 265 309 337 72
Promedio 259,8A 304,3B 332B 72,3B
p valor 0.0505 0.0002 0.005 <0.0001

Medias con letra diferente en la misma columna son diferentes estadisticamente (p < 0.05)
T1: dieta sin aditivos T2: dieta + &cido ascorbico T3; dieta + hongos Shitakke.

Fuente: Autor

Dial

La prueba de Tukey (p < 0.05) muestra que no existen diferencias significativas entre
tratamientos el dia 1, con un (p < 0.05) de 0.0505 en el ANAVA, lo que significa que

los pesos son homogéneos, como se puede evidenciar en la Tabla 4.

Dia 14

ElI ANAVA muestra que existen diferencias significativas entre los pesos de los
tratamientos el dia 14, pues expresa un (p < 0.05) de 0.0002, mientras que la prueba
de Tukey (p < 0.05) sefiala que esta diferencia estadistica se debe a la comparacion de

T1 con los demas tratamientos ( T2 y T3) como se evidencia en la Tabla 4, lo que
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sefiala que tanto el &cido ascorbico como los hongos Shitakke tienen un efecto positivo
ante la ganancia de peso ya que controla el efecto negativo de las micotoxinas, Ver
ANAVA en anexo 4.

Dia 21

En el dia 21 el ANAVA muestra que existen diferencias significativas entre
tratamientos con un (p < 0.05) de 0.005, sin embargo, al igual que en el dia 14 la prueba
de Tukey (p < 0.05) refleja que esta diferencia estadistica se debe a la diferencia
existente entre T1 con los demas tratamientos (T2 y T3), como se muestra en la Tabla
4. Todo esto sefiala que en lo referente al peso de los animales la adicién tanto de
hongos Shitakke (T3) como de &cido ascorbico (T2) reducen considerablemente los
efectos negativos de las micotoxinas en cuanto a la dificultad de crecimiento durante

las primeras tres semanas. Ver ANAVA en anexo 5.

En cuanto a las ganancias de peso, se obtuvo el promedio al final del experimento, en
donde el ANAVA con un (p < 0.05) de <0.0001 sefiala que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, mientras que la prueba de Tukey indica que el
tratamiento que muestra diferencia estadistica es T1 con valores de 47,3 g de GP, pues
T2 y T3 son estadisticamente similares con valores de 69 y 72,3 g de GP

respectivamente. Ver ANAVA en anexo 6.

Consumo de alimento (CAT)

Tabla 6:

Valores promedio de consumo de alimento total.

T1(9) T2 (9) T3 (9) p valor

R1 2636,6 2467,8 2527,3
R2 2631,6 23119 2438,1
R3 2639,2 2522,3 2399,3
R4 2629,7 2366,4 2488,5
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Promedio  2634,3A 2417,1B 2463,3B 0,002

Medias con letra diferente en la misma fila son diferentes estadisticamente (p < 0.05)
T1: dieta sin aditivos T2: dieta + acido ascorbico T3; dieta + hongos Shitakke.

Fuente: Autor

El ANAVA muestra que existen diferencias significativas entre tratamientos,
expresando un (p < 0.05) de 0.002, mientras que la prueba de Tukey al 0.05 indica que
T2 y T3 son diferentes a T1, siendo los cobayos de T1 los que consumieron mayor
cantidad de alimento (2634,3 g) mientras que en el caso de T2 (2417,1g) y T3 (2463,3
g) no se evidencian diferencias estadisticas entre los mismos, lo que indica que la
adicion de acido ascérbico y el hongo Shitakke reduce el consumo de alimento
manteniendo una mayor ganancia de peso. Ver ANAVA en anexo 7.

Conversion alimenticia (CA)

Tabla 7: Valores promedio de conversion alimenticia

Tl T2 T3 p valor
R1 5,38 3,38 3,51
R2 6,42 3,40 3,34
R3 4,98 3,67 3,33
R4 5,72 3,58 3,46

Promedio 5,63A 3,51B 3,41B <0.0001

Medias con letra diferente en la misma fila son diferentes estadisticamente (p < 0.05)
T1: dieta sin aditivos T2: dieta + &cido ascorbico T3; dieta + hongos Shitakke.

Fuente: Autor

Se tomo en cuenta la conversion alimenticia acumulada hasta el dia 21 de cada
tratamiento (resumidos en la Tabla 7). EI ANAVA arroja un (p < 0.05) de <0.0001,
sefialando que existen diferencias significativas entre los tratamientos. Posteriormente
se realiz6 una prueba de Tukey al 0.05 en el que destacan diferencias estadisticamente
significativas entre los cobayos alimentados sin algun aditivo (T1) que presentaron la
conversion alimenticia mas elevada (5,63) y los que recibieron acido ascorbico (T2)
con un indice de 3.51 y hongos Shitakke (T3) que presentan la mejor conversion
alimenticia de los tres tratamientos con un valor promedio de 3.41, como se resume en

la Tabla 7. Todo esto sugiere que T2 y T3 mejora la ganancia de peso, el consumo de
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alimento y por ende una mejor conversion alimenticia, como se puede observar en la
Tabla 7. Ver ANAVA en anexo 8

indice de morbilidad y mortalidad
Figura 16 :
Cobayos muertos durante el experimento.

Cobayos muertos

2,5
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1
. 1 1
0
Dia 17 Dia 18 Dia 19 Dia 20 Dia 21

mT1l mT2 mT3

En la figura 16 se puede evidenciar que durante el experimento se llegé a una

mortalidad de 5 animales de un total de 40, lo que representa el 12.5 %

Tabla 8:

Valores de indice de morbilidad y mortalidad.

Ndmero de cobayos NGmero de animales  Indice de mortalidad y

totales muertos morbilidad (%)
T1 40 5 12,5
T2 40 0 0
T3 40 0 0

Fuente: Autor

En la tabla 8 se puede evidenciar que durante la prueba de campo el 12.5% de los
cobayos de T1 murieron durante el desarrollo experimental mostrandose en la Figura
16 el periodo en el que los animales murieron, a diferencia de los demas tratamientos
en los que se evidencio un 0% de mortalidad (T2 y T3), indica que la adicién de acido

ascorbico y de hongos Shitakke son capaces de mejorar la supervivencia del animal
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ante la ingestion de micotoxinas. Es importante recalcar que al tener un 12.5 % de
mortalidad en un lapso de tres semanas, es un pardmetro alto en una explotacion

cavicola.

3.1.4 Discusion de los indices productivos.

En cuanto a la ganancia de peso de los animales existe una diferencia estadisticamente
significativa de T2 y T3 en comparacion con T1, en cuanto a las ganancias de peso, se
obtuvo el promedio al final del experimento, en donde el ANAVA con un (p < 0.05)
de <0.0001 sefiala que existen diferencias significativas entre los tratamientos,
mientras que la prueba de Tukey indica que el tratamiento que muestra diferencia
estadistica es T1 con valores de 47,3 g de GP, pues T2 y T3 son estadisticamente
similares con valores de 69 y 72,3 g de GP respectivamente. Resultados compatibles
a los del estudio realizado por (Rodriguez, 2014) el cual alimenté a cobayos durante
3 semanas con hongos fusarium, reportando una ganancia de peso de 36.25 ¢
comparado con los resultados de T1 en nuestra investigacion en donde se obtuvo una
ganancia de peso de 47.3 al no recibir ningun aditivo. De igual manera (lverson et
al., 1995) en sus resultados explican que en las curvas de peso corporal tanto en
machos como en hembras los distintos grupos de dosis son diferentes entre si, con
menores ganancias de peso asociadas con un nivel creciente de DON en la dieta
(35.099), siendo que al final del estudio los ratones del grupo control tuvieron una
media de 43.87 g de peso, lo que indica que los animales que no recibieron micotoxinas
tienen ganancias superiores de peso. En nuestro estudio, la adicion de acido ascorbico

y hongos Shitakke registran ganancias de peso superiores.

En cuanto al consumo de alimento, a lo largo de las tres semanas que durd el
experimento el tratamiento que consumio mayor cantidad de alimento fueron los
cobayos que no recibieron ningun tipo de aditivos (T1) (2634,3g), mientras que en T3
hubo un consumo total de 2463,3 y en T2 de 2417,1 g. Estos resultados son diferentes
a los reportados por (lverson et al., 1995) en su estudio donde evalta el consumo de

alimento en ratones intoxicados con DON, en donde el grupo control llega a consumir
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4.30 g de alimento mientras que los ratones alimentados con 5 ppm de deoxilivalenol
su consumo se redujo a 4.05 g y aquellos que recibieron mayor cantidad (10 ppm)
consumieron 3.95 g de alimento total. Lo que significa que a mayor cantidad de DON
el consumo de alimento es menor. Nuestra investigacion reporta que los animales
alimentados con micotoxinas y que recibieron &cido ascérbico y hongos Shitakke (T2
yT3) el consumo de alimento es menor con referencia al testigo, pero registran mejores

valores en las ganancias de peso.

En cuanto a la conversion alimenticia, T1 es el tratamiento con el indice mas elevado
con un promedio de 5,2 en comparacion con los cobayos de T2 que muestran una
conversion de 3.51, y T3 que al tener mejor ganancia de peso obtuvo valores de 3.41,
coincidiendo con el estudio de (Iverson et al., 1995) en el cual concluye que las
micotoxinas (DON) tienen varios efectos negativos en las que resalta su capacidad
para disminuir la eficiencia de conversion alimenticia y provocar reducciones
significativas en el peso corporal de los roedores, hecho que coincide con los datos de
(Rodriguez, 2014), el cual contaminé el alimento de cobayos durante 6 semanas con
hongos Fusarium, en donde los diferentes niveles de dosis que puso a prueba obtiene
una conversion alimenticia minima de 5.1 y maxima de 5.7 en cobayos macho, donde
el mismo autor menciona que todos los cobayos que recibieron hongos en la dieta
afectaron su conversion alimenticia, lo que permite destacar el desempefio del acido
ascorbico y hongos Shitakke pues lograron disminuir el indice de conversién de 5,2 a
3,4.

Todo esto podria relacionarse al hecho de que uno de los principales efectos de las
micotoxinas es el desequilibrio a nivel celular, lo que conlleva a la excesiva produccion
de radicales oxigeno, mismos que sobrepasan la capacidad antioxidante de la célula
produciendo dafios a las proteinas, muerte celular y peroxidacion lipidica (Da Silva et
al., 2018) que llevara posteriormente al desarrollo de hepatotoxicidad lo que
desemboca en un desequilibrio metabolico (Darwish, 2019), lo que dificultara su

crecimiento y disminuira la capacidad de aprovechar el alimento, sin embargo, al tener
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T2 y T3 fuentes antioxidante dichos efectos perjudiciales se redujeron, haciendo que

el animal responda de mejor manera.

3.2 Verificacion de hipotesis

Se acepta la hipdtesis alternativa, la inclusion de un 3% de hongos Shitakke (L. edodes)
a la dieta es capaz de prevenir los efectos perjudiciales de la micotoxicosis en cobayos,

siendo capaz de usarse como una alternativa de prevencion.
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IV. CONCLUSIONES Y OMENDACIONES

4.1 Conclusiones

La inclusién de hongo Shitakke en la dieta de cobayos mostro tener resultados
positivos, al reducir la intensidad de lesiones tanto a nivel microscopicos y
macroscopicos ademas de mejorar los indices productivos, lo que permite
considerarla como una nueva alternativa para combatir los efectos perjudiciales
de la micotoxicosis en cobayos.

Lesiones como congestion y focos hemorragicos disminuyeron con la adicién
de &cido ascorbico ( T2) y de hongos Shitakke ( T3) en los diferentes 6rganos,
lo que indica que los hongos ( L. edodes) tienen un efecto positivo en los
problemas hemodinamicos que desencadenaron las micotoxinas, sin embargo,
la condicién del rifion aun es discutible, siendo que, aunque disminuyeron los
problemas hemorragicos en T3, se presentaron zonas opacas (posibles zonas
isquémicas) y palidez generalizada, lo que sugiere que el rifion fue uno de los
organos mas afectados.

La dieta que incluia &cido ascorbico a una dosis de 300mg por cada 140 g de
alimento (T2) y en la que se incluyé hongos Shitakke al 3% del total de
alimento (T3) presentaron mejores resultados que aquellos que recibieron una
dieta sin aditivos (T1) en cuanto a la ganancia de peso, consumo de alimento y
conversion alimenticia T2 y T3 mostraron tener efectos positivos, lo relevante
es que los hongos Shitakke pueden ser usado como una opcion para combatir
los efectos de la micotoxina en los ambitos antes mencionados ademas de

mejorar la supervivencia del animal.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda para futuras investigacion profundizar en las lesiones histopatoldgicas

del rifidn en cobayos alimentados con hongos Shitakke ante la ingestion

micotoxicosis.
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Se recomienda ampliar la investigacion en la etapa de engorde y demostrar si el
comportamiento del hongo Shitakke influye en esta etapa.

Para futuras investigaciones se recomienda continuar con la linea de investigacion en

cuanto al uso de variantes del hongo Shitakke como extractos acuosos o liofilizados.
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ANEXOS

Anexo 1: Tabla de examen de micotoxinas
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Anexo 2: Prueba T para revisar la homogeneidad de los pesos

Prueba T para mnestras Independientes

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media(l)-Media(2) LI(95) L5(9%) pHomVar T p-valor prusba

!
Tratamientos Peso Dia 1 {Tl} {T2} 4 4 240,75 235,75 -15,00 -33,52 3,32 00,5268 -1,98 0,0948 Bilateral
Tratamientos Peso Dia 1 {T1} {T3} 4 4 240,75 259,75 -159,00 -3¢,86 -1,14 10,4079 -2,60 00,0405 Bilateral
Tratamientos Peso Dia 1 {T2} {T3} 4 4 255,75 259,75 -4,00 -17,72 &,72 10,8385 -0,71 00,5025 Bilateral

Anexo 3: ANAVA para peso dia 1

Peso Dia 1

Variable N E= R=®= BRj CW
Peso Dia 1 12 0,4% 0,37 3,86

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo Bo02,67 2 401,33 4,24 0,0505
Tratamientos 802,67 2 401,33 4,24 0,0505
Error 852,25 9 84,69
Total 1le54,92 11

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=19,21160
Error: 94,6944 gl: 9

Tratamientos Medias n E.E.

T3 259,75 4 4,87 A
T2 255,75 4 4,87 A
T1 240,75 4 4,87 A

Madias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 4: ANAVA para peso dia 14

Peso dia 14

Variable N R® R® B3 CV
Pesc dia 14 12 0,84 0,81 3,31

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CcH F p-valor

Modelo 4413,50 2 2206,75 24,50 0,0002
Tratamientos 4413,50 2 2206,75 24,50 0,0002
Error 8lo0,50 & o0, 06

Total 5224,00 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=18,673512
Error: 90,0586 gl: 9
Tratamientos Medias n E.E.

T3 304,25 4 4,74 A
T2 296,50 4 4,74 B
T1 260,25 4 4,74 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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Anexo 5: ANAVA para peso dia 21
Peso dia 21

Variable N Rf R® Aj CV
Pesoc dia 21 12 0,82 0,78 3,32

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl M F p—-valor
Hodelo 4452,17 2 2226,08 20,30 00,0005
Tratamientos 4452,17 2 2226,08 20,30 00,0005
Error 986,75 9 109,64
Total 5438,52 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=20,67205
Error: 108,&6389 gl: 2

Tratamientos Medias n E.E.

T3 332,00 4 5,24 A

T2 324,75 4 5,24 A

Tl 288,00 4 5,24 B

Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Anexo 6: ANAVA de ganancia de peso
GF

Variable N R® R® BAj CV
GP 12 0,93 0,92 5,40

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 1478,17 2 739,08 64,27 <0,0001
Tratamientos 1478,17 2 735,08 64,27 <0,0001
Error 103,50 9 11,50

Total 1581,67 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=&6,69495
Error: 11,5000 gl: 8
Tratamientos Mediazs n E.E.

T3 72,25 4 1,70 A
T2 £9,00 4 1,70 &
T1 47,25 4 1,70 B

Medias con una letra comin no son significativaments difersentes (p > 0,05)
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Anexo 7: ANAVA consumo de alimento

Analisis de la varianza

Variable H

E= ER= Aj CW

Consumo de alimento 12

0,74 0,68 2,55

Cuadro de Analisis de

la Varianza (5C tipoc III)

F.V. SC gl cH F p-valor
Modelo 10470%,1e 2 52354,58 12,81
tratamiento 104705,1e 2 52354,58 12,81
Error 36754,85% 9 40388, 32
Total 141504,05 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=126,23325
Error: 40Q88,3208 gl: 9

tratamiento Medias n E.E.

Tl 2634,28 4 31,57 A

T3 2463,30 4 31,87 B
T2 2417,10 4 31,97 B

Medias con una letra comun no son significativaments difersntss

Anexo 8: ANAVA de co

nversién alimenticia

Variable N E= E= Rj CW

Ca 12 0,91 O,

89 8,67

Cnadro de Analisis 4

e la Varianza (5C tipo IITI)

CHM F p-valor

F.V. sC gl
Modelo 12,55 2
tratamiento 12,55 2
Error 1,18 &
Total 13,73 11

€,27 47,75 <0,0001
£,27 47,75 <0,0001
0,13

Te=st:Tokey Alfa=0,05
Error: 00,1314 gl: 9

DMS=0, 71559

tratamiento Medias n E.E.

Tl 5,63 4 0,18 A

T2 3,51 4 0,18 B
T3 3,41 4 0,18 B

Medias cor una letra comin neo s5on

53

significativamente diferentes

ip > 0,05}

ip > 0,05}



Anexo 9: Lesiones macroscépicas encontradas en cobayos del tratamiento 1

Higado Pulmédn Bazo Rifion
Congest | Zona | Petequ | Hematom | Vesic | Focos Granulo | Manc | Congest | Atrofi | Zona | Colo | Congest | Focos Col | Zon | Degeneraci
ién S ias as ula hemorrag | mas has i6n a S r i6n hemorrag | or as on
blanc subcapsul | biliar | icos oscura esplén | oscur | oscu icos pali | opac | parenquim
as ares dilata S ica as ro do as atosa
da
Al X X X X X
A8 X X X X X
A7 | X X X X X X
B7 | X X X X X X
B9 [ X X X X X
Bl [ X X X X X
0
B8 X X X X X
B2 | X X X X X
Ce | X X X X X
C3 | X X X X
Cl | X X X X X
C4 | X X X X X
D4 | X X X X X
D8 | X X X X X
D3 X X X X X
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Anexo 10: Lesiones macroscopicas encontradas en cobayos del tratamiento 2

Higado Pulmédn Bazo Rifion
Congest | Zona | petequ | Hematom | Vesic | Focos Granulo | Manc | Congest | Atrofi | Zona | Colo | Congest | Focos Col | Zon | Degeneraci
ion S ias as ula hemorrag | mas has ion a S r ion hemorrag | or as on
blanc subcapsul | biliar | icos oscura esplén | oscur | oscu icos pali | opac | parenquima
as ares dilata S ica as ro do as tosa
da

A9 X X X
A2 X X
A8 X X X X
A5 X X
B3 X X X X X
B5 X X X X
B7 X X X X
B8 X X X X X X
C7 X X X X X
C2 | X X X X X
C3 X X X
C4 | X X X
D5 | X X X
D9 | X X X X
D1 | X X X X




Anexo 11: Lesiones macroscopicas encontradas en cobayos del tratamiento 3

Higado Pulmén Bazo Rifon
Zona | Petequ | Hematom | Vesic | Focos Granulo | Manc Atrofi | Zona | Colo Focos Col | Zon | Degeneraci
S ias as ula hemorrag | mas has a S r hemorrag | or as on
blanc subcapsul | biliar | icos oscura esplén | oscur | oscu icos pali | opac | parenquima
as ares dilata S ica as ro do as tosa
da
Al X X X X
A2 X X
A6 X X X X X
A5 X X X X
B5 X X X
B3 X X X X
C1 X X X X
C4 X X X X X X
C8 X X
C9 X X X
C1 X X
0
D4 X X X X
D1 X X
D9 X X X X
D7 X X




Anexo 12: Disecado de los hongos

Anexo 13: Almacenamiento del maiz y resultado
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Anexo 14: Construccion de jaulas







Anexo 18: fotografias de lesiones macroscépicas
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Anexo 19: fotografias de cortes histopatoldgicos de higado en cobayos de T1
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