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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos toxicos secundarios producidos por algunas cepas de
hongos, que son extremadamente dificiles de eliminar o erradicar cuando han ingresado en
la cadena alimenticia, lo que constituye una grave amenaza para la salud humana y animal.
En términos de toxicidad y ocurrencia, la aflatoxina B1 (AFB1) es la micotoxina mas
importante, y las aves de corral son de las especies mas sensibles a sus efectos toxicos. Las
investigaciones han demostrado los efectos negativos de la AFB1 en los parametros
productivos de las aves de corral y que la contaminacién de los forrajes con la AFB1 sigue
siendo un problema para la industria avicola, lo que genera pérdidas econdmicas anuales

importantes para los productores.

Por este motivo, se han realizado muchas investigaciones para reducir el problema de
aflatoxicosis en aves de corral, incluyendo estrategias de prevencion y descontaminacion.
Hasta la fecha, se han utilizado muchos métodos fisicos, quimicos y biologicos para controlar
el problema de la contaminacion con AFB1, la adicion de adsorbentes no nutricionales al
alimento es el método mas comunmente utilizado para prevenir la aflatoxicosis en aves de
corral. Estos adsorbentes son compuestos de gran peso molecular que pueden unirse a la
micotoxina, forman un complejo estable adsorbente-micotoxina que puede pasar a través del
tracto gastrointestinal sin ser absorbido. Hoy en dia, nuevos polimeros sintéticos y
biopolimeros han surgido de la investigacion como una alternativa a los adsorbentes
inorganicos para la desintoxicacion de AFBL1. Sin embargo, ninguno es capaz de adsorber
completamente esta micotoxina, por lo que el uso de estos materiales se ha combinado con
otros aditivos alimenticios como los antioxidantes dietéticos, para apoyar al sistema de
defensa antioxidante y mejorar la productividad de las aves de corral. Ciertos fitofarmacos
como la curcumina (CUR) se han evaluado y han mostrado resultados prometedores para
reducir los efectos toxicos de esta micotoxina. No obstante, a pesar de los efectos positivos
gue ha demostrado la CUR, sus efectos benéficos siguen limitados por su baja solubilidad y
su escasa biodisponibilidad, lo que ha alentado a los investigadores a utilizar diversas

estrategias para aumentar su solubilidad y biodisponibilidad. Por otra parte, el control
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biolégico de la aflatoxicosis en aves de corral mediante el uso de probioticos ha ganado
importancia como una estrategia para manejar este problema, ya que ha mostrado buenos

resultados.

La primera parte de esta investigacion doctoral consistié en evaluar y comparar la
capacidad de adsorcién de algunos polimeros como el quitosano y tres polimeros celulésicos
sobre seis de las micotoxinas mas importantes para la industria avicola, utilizando un modelo
de digestibilidad in vitro que simula los tres compartimentos gastrointestinales de las aves de
corral. Posteriormente se realizo la caracterizacion fisicoquimica de estos materiales y se
probaron diferentes estrategias para incrementar la solubilidad de la CUR. Se selecciond la
preparacion de una dispersion sélida que usa a la polivinilpirrolidona K30 (PVP) como
acarreador, la cual demostré mejorar las propiedades biofarmacéuticas de solubilidad y
permeabilidad de la CUR. Posteriormente se desarrollaron dos formulaciones con estos
polimeros y con la dispersion sélida de CUR utilizando una granulacion via humeda en un
mezclador granulador de alto corte. Estas formulaciones también fueron caracterizadas y
posteriormente se evalud su efectividad in vivo para reducir los efectos negativos de la AFB1
sobre los parametros productivos, bioquimicos séricos, de inmunidad celular y humoral, asi
como el dafio en el higado de pollos de engorda. La ultima parte de este proyecto consistio
en evaluar el uso de un aditivo microbiano para alimentacion directa (DFM) compuesto de
tres cepas de Bacillus spp. como un candidato potencial para reducir los efectos perjudiciales

de la AFBL1 en pollos de engorda.

Palabras claves: aflatoxinas, probioticos, polimeros, adsorcion, pollos de engorda
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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary toxic metabolites produced by some mold strains, which are
extremely difficult to remove or eradicate when they have entered the food chain, becoming
a serious threat to human and animal health. In terms of toxicity and occurrence, aflatoxin
B1 (AFB1) is the most important mycotoxin, poultry species are extremely sensitive to its
toxic effects. Research has shown the negative effects of AFB1 on poultry performance and
that feed contamination with AFBL1 is still a problem in the poultry industry, resulting in

substantial annual economic losses to producers.

For this reason, a lot of research has been done to reduce the aflatoxicosis problem in
poultry, including strategies of prevention and feed decontamination. To date, many physical,
chemical and biological methods have been used to detoxify AFB1, the addition of non-
nutritional adsorbents to feed is the most commonly used method to prevent aflatoxicosis in
poultry. These adsorbents are large molecular weight compounds that bind the mycotoxin,
forming a stable adsorbent-mycotoxin complex that can pass through the gastrointestinal
tract avoiding its intestinal absorption. Nowadays, new synthetic polymers and biopolymers
have emerged from research as alternative to inorganic adsorbents for the detoxification of
AFB1. However, no adsorbent is capable of completely adsorb this mycotoxin, so the use of
adsorbent materials has been combined with other feed additives such as dietary antioxidants,
which could help support the antioxidant defense system and improve performance of
poultry. Certain phytopharmaceuticals such as curcumin (CUR) have shown promising
results to reduce the toxic effects of this mycotoxin. Nevertheless, despite the positive effects
of CUR, its beneficial effects remain limited due to its low solubility and bioavailability,
which has encouraged researchers to use various strategies to increase both characteristics.
On the other hand, biological control of aflatoxicosis in poultry by using probiotics has
gained importance as an attractive strategy to manage this problem because of its good

results.
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The first part of this doctoral research was the evaluation and comparison of the adsorption
capacity from polymers such as chitosan and three cellulosic polymers on six of the most
important mycotoxins for the poultry industry, using an in vitro digestibility model that
simulates the three compartments of the gastrointestinal tract of poultry. Subsequently, the
physicochemical characterization of these materials was performed, and different strategies
were tested to increase the solubility of CUR. As a strategy to improve the solubility of CUR,
the preparation of a solid dispersion was selected using the polyvinylpyrrolidone K30 (PVP)
as carrier, which proved to improve the biopharmaceutical properties, solubility and
permeability of CUR. Once the polymers with the highest adsorption capacity were selected,
and having improved the bioavailability of CUR, two formulations were developed with
these polymers and the solid dispersion of CUR using a wet granulation in a high-shear
granulator mixer. These formulations were also characterized and evaluated for their
effectiveness to reduce the negative effects of AFBL1 in vivo on the productive, biochemical,
cellular and humoral immunity parameters, as well as on the microscopic liver damage in
broilers. The last part of this project was the evaluation of the use of a direct fed microbial
(DFM) composed of three strains of Bacillus spp. as a potential candidate to reduce the

harmful effects of AFB1 on broilers.

Keywords: aflatoxins, probiotics, polymers, adsorption, broiler chickens
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1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos de bajo peso molecular producidos como metabolitos
secundarios de hongos filamentosos que contaminan los cultivos en el campo o en los
almacenes cuando las condiciones ambientales de temperatura y humedad son adecuadas.
Estos metabolitos no tienen relevancia bioguimica para el crecimiento o desarrollo de los
hongos, y constituyen un grupo quimica y toxicoldgicamente heterogéneo gque se agrupan
solo porque pueden causar enfermedades, e incluso la muerte, a seres humanos y otros

animales, incluso en bajas concentraciones [1].

Actualmente se conocen mas de 400 micotoxinas, pero solo seis se consideran de
importancia mundial, las aflatoxinas son las micotoxinas mas toxigénicas e investigadas en
todo el mundo debido a que su aparicion natural puede causar graves pérdidas econémicas y
problemas de salud [2,3]. En términos de toxicidad y ocurrencia, la aflatoxina B1 (AFB1) es
la micotoxina mas importante debido a sus efectos hepatotoxicos y hepatocarcinogénicos,
que pueden resultar en inmunosupresion, anorexia con reduccion de la tasa de crecimiento,
disminucion de la produccion de huevos y de la reproductividad, baja alimentacién, anemia,
hemorragia y aumento de la mortalidad [4,5]. Ademas, la intoxicacion con AFB1 se ha
relacionado con otros efectos graves como la teratogénesis, la carcinogénesis y la

mutagénesis [6].

Debido a los efectos tan severos y dafiinos de la AFB1, se han propuesto muchos métodos
para reducir sus efectos toxicos. Prevenir la contaminacion de granos y forrajes con esta
micotoxina es el primer y mejor intento; sin embargo, dado que la prevencion no siempre es
posible, los métodos de descontaminacion o desintoxicacion han ganado atencion como una
alternativa para reducir los efectos tdxicos de la contaminacion de forrajes y granos con
AFB1. Entre estos, el uso de adsorbentes inorganicos es el método mas ampliamente
estudiado y utilizado como alternativa para disminuir los efectos toxicos de AFB1 en

animales, debido a su practicidad econdmica y su idoneidad desde la perspectiva nutricional

[7]1
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Alternativamente, han sido probados tanto polimeros organicos a base de carbono como
polimeros sintéticos, y algunos de ellos estan actualmente en el mercado [8,9]; sin embargo,
resulta muy dificil encontrar un adsorbente capaz de mitigar completamente los efectos
toxicos de la AFB1, por lo que el uso de nuevos adsorbentes combinados con otros agentes
adicionados a la dieta se usan para contrarrestar mas efectivamente los efectos de la
aflatoxicosis. La AFB1 es una micotoxina cuya toxicidad esta altamente relacionada con su
capacidad de causar dafio a la membrana celular a través del aumento de la lipoperoxidacion,
por lo que han sido ampliamente investigados ciertos compuestos fitogénicos que poseen
propiedades antioxidantes e inhiben la biotransformacion de esta micotoxina [10-12]. El uso
combinado de adsorbentes y antioxidantes es la estrategia con enfoque dietético mas

recientemente utilizada para prevenir la aflatoxicosis en las aves de corral [13].

Los métodos bioldgicos para prevenir la aflatoxicosis también han sido evaluados y
muestran resultados prometedores [14—-16]. Muchos microorganismos, incluidas bacterias,
levaduras, mohos, actinomicetos y algas, han sido probados para determinar su capacidad
para controlar la contaminacion por aflatoxinas, principalmente a través de la adsorcién y
degradacion [17,18]. Entre las bacterias analizadas, los probioticos se han identificado como
una buena opcion para reducir la disponibilidad de aflatoxinas in vitro. Ademas, las bacterias
probioticas han mostrado numerosos efectos beneficiosos para la salud, lo cual las vuelve

aditivos aun més adecuados para alimentos y forrajes [19-21].
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2. MARCO TEORICO

2.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxigénicos producidos por ciertos hongos
filamentosos. Son moléculas estructuralmente diversas, bastante estables, no son
inmunogénicas y en su mayoria de bajo peso molecular. Constituyen un grupo quimica y
toxigenamente heterogéneo cuyos miembros tienen efectos adversos sobre humanos,
animales (especialmente monogastricos) y cultivos, que resultan en enfermedades y grandes

pérdidas economicas [22,23].

Las micotoxinas se encuentran presentes mundialmente y afectan un amplio rango de
productos agricolas, incluidos cereales, frutos secos, nueces, granos de café y semillas
oleaginosas. Se estima que el 25% de los cultivos alimentarios mundiales, incluidos muchos
alimentos basicos, se ven afectados por hongos productores de micotoxinas. Segun las
estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), las pérdidas mundiales de productos alimenticios debidas a las
micotoxinas son del orden de 1000 millones de toneladas al afio [24]. Estos metabolitos
fangicos son los contaminantes naturales de alimentos de mayor importancia mundial, ya
que la exposicion a estos metabolitos fungicos puede causar toxicidad tanto aguda como
cronica, con resultados que van desde dafio en el sistema nervioso central, cardiovascular,

respiratorio y digestivo, hasta la muerte [25].

Las plantas son susceptibles de contaminarse por micotoxinas debido al crecimiento de
hongos patdgenos sobre las plantas directo en los cultivos, antes o durante la cosecha, en su
transportacion, o bien, durante su almacenamiento, cuando las condiciones de humedad y
temperatura son apropiadas [26]. El crecimiento y la actividad fisiologica de estos hongos
estan condicionados por parametros ecoldgicos y ambientales que modifican su velocidad de

propagacién e infeccion, el desarrollo de la enfermedad y la produccion de las micotoxinas.
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Cuando un ser humano o un animal ingiere plantas, o algin producto elaborado a partir
de ellas (por ejemplo, un forraje), contaminado con micotoxinas, puede desarrollar la
enfermedad denominada micotoxicosis primaria. Por otra parte, si los animales consumen
forrajes contaminados con estas toxinas, pueden bioacumularse en sus tejidos o ser
excretadas a través de la leche, huevos o derivados carnicos, e ingresar asi a la cadena
alimenticia del ser humano y ocasionar micotoxicosis secundarias, como se muestra en la
Figura 1.
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Figura 1. Factores involucrados en la aparicién de micotoxinas en los cultivos durante las etapas de cosecha,
manejo y almacenamiento, y su entrada en la cadena alimenticia animal y humana (adaptado de [27]).

No todos los hongos son toxigenicos y no todos los metabolitos secundarios de los hongos
son toxicos; sin embargo, se sabe que cada planta o cultivo puede ser afectado por mas de un
hongo toxigeno y que cada hongo puede producir una o mas micotoxinas. Por lo tanto, es
altamente probable que en un alimento contaminado se encuentren presentes varias
micotoxinas a la vez, lo que incrementa la posibilidad de su interaccion y de que ocurra un

efecto sinérgico o aditivo [28,29].

PoSORARS B
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2.2. Aflatoxina Bl

De las méas de 400 micotoxinas las aflatoxinas (AF) son las mas toxigénicas e investigadas
en todo el mundo porque su ocurrencia natural puede causar serias pérdidas econémicas y

problemas de salud [2,3].

Las AF son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por las especies de
hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, que estan presentes como contaminantes
de alimentos y forrajes. Quimicamente, las AF son derivados de la difuranocumarina
producidos a partir del metabolismo de policétidos. En la naturaleza, se producen al menos
14 tipos de AF, de éstas la aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) y G2 (AFG2) son
las méas abundantes, las cuales se nombran de acuerdo con su fluorescencia bajo la luz UV
(azul o verde) y movilidad cromatografica relativa durante la cromatografia en capa fina.
Como se muestra en la Figura 2, la AFB1 y la AFB2 se caracterizan por un anillo de
ciclopentanona, mientras que la AFG1 y la AFG2 tienen un anillo de lactona de 6 miembros

en lugar de la ciclopentanona [30].
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Figura 2. Estructuras quimicas de las aflatoxinas mas abundantes.
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De las cuatro AF mas abundantes, la AFB1 suele ser la que se produce mayoritariamente
por las cepas toxigénicas, y es la mas importante en términos de potencia y toxicidad debido
a sus efecto hepatotdxico y hepatocarcindgeno, ademas de que la intoxicacion con esta
micotoxina se ha relacionado con otros efectos graves como teratogénesis, carcinogénesis y
mutagénesis [6,31]. La AFB1 ha mostrado valores LD50 que van desde 0.3 mg/kg en patitos
hasta 18.0 mg/kg en ratas hembra adultas, es uno de los agentes hepatotoxicos y
hepatocarcindgenos mas potentes identificados. Esta micotoxina ha sido clasificada por la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) y la Organizacion Mundial

de la Salud (OMS) dentro del grupo 1 de carcindgenos para humanos [31,32].

En la produccion ganadera, la AFB1 afecta la salud, el bienestar y la productividad de los
animales, debido a que su ingesta puede resultar en inmunosupresion, anorexia, anemia, tasa
de crecimiento reducida, baja utilizacion de nutrientes, disminucion de la productividad,
problemas de reproduccién, y aumento de la mortalidad [4,5]; sin embargo, también puede
ocasionar la intoxicacion indirecta de los humanos al consumir los tejidos y productos
animales contaminados, como se ha demostrado para AFB1 y su metabolito, la aflatoxina
M1 (AFM1) [33,34].

Aunque el higado es el principal drgano diana de la AFB1, puede causar muchas otras
afecciones patoldgicas asociadas directa o indirectamente con su toxicidad aguda y crénica.
Sin embargo, existen diferencias sustanciales en la susceptibilidad de las diferentes especies,
y dentro de cada especie, la magnitud de la respuesta estéa influenciada por la edad, el sexo,
el peso, la dieta, el estado nutricional, la exposicidn a agentes infecciosos y la presencia de
otras micotoxinas y sustancias farmacoldgicamente activas; asi como por la dosis y el tiempo

de exposicién del organismo a la toxina [35,36].

La toxicidad y carcinogenicidad de la AFB1 se produce después de su bioactivacion por
el sistema oxidasa de funcion mixta del citocromo P450 (CYP450), lo que da como resultado
un epéxido de AFB1 (AFBO) altamente reactivo, el cual forma aductos covalentes con
macromoléculas celulares como el ADN, el ARN, componentes de proteinas y algunas

enzimas para alterar el gen p-53 e inhibir las actividades enzimaticas, lo que resulta en dafio
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y necrosis de los hepatocitos, asi como otras células metabolicamente activas de 6rganos

como rifiones, pulmones, cerebro, testiculos, corazén, huesos y muasculos [37,38].

La diferencia en el metabolismo hepatico de la AFB1 podria ser responsable de la
sensibilidad de las especies de aves de corral a esta micotoxina, ya que su activacion
metabodlica a AFBO por el CYP450 es especialmente eficiente en estas especies [39]. Otra
posible razon de la gran susceptibilidad de las especies de aves de corral a la AFB1 es la
variacion en las enzimas de biotransformacién de fase Il, como la glutation S-transferasa
(GST) que cataliza una reaccidn de conjugacién del AFBO con glutation endégeno (GSH).
Aungue las especies de aves son altamente eficientes en la transformacién metabodlica del
AFBO, no son capaces de conjugarlo eficazmente con GSH, lo que indica que tienen baja
actividad de la GST [40,41]. Por lo tanto, la extrema sensibilidad de las especies de aves de
corral a los efectos toxicos de la AFB1 puede deberse a una combinacion de su bioactivacion

eficiente al AFBO por el CYP450 y su deficiente conjugacién con GSH en el higado.

2.3. Importancia de la avicultura en México

El sector avicola de México tiene un papel estratégico en la nutricion de la poblacion, ya
que los productos avicolas como huevo y pollo estan presentes en la mayoria de los hogares
porque son nutritivos, versatiles y tienen precios relativamente bajos. Tan solo en el afio
2018, la participacion porcentual de la avicultura mexicana en el Producto Interno Bruto
(PIB) total fue del 0.737%. Dentro de las areas que integran la produccion pecuaria, la
avicultura se posiciona en el primer lugar con poco mas del 63% a nivel nacional, siendo
estos productos los que participan con casi dos tercios de la produccion pecuaria nacional
con el 28'y 35%, respectivamente [42]. Esto demuestra que la industria avicola es la actividad
pecuaria mas dinamica y uno de los sectores estratégicos para la alimentacion en el pais, al
grado de que la carne de pollo ha desplazado a la carne de cerdo y bovino, como se puede

observar en la Figura 3.
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Figura 3. Participacion porcentual de la avicultura en la produccion pecuaria en México durante el afio 2018 [42].

A pesar de que México tiene una economia en constante fluctuacién, permanente
inflacion, altos costos de produccion, y falta de politica gubernamental a largo plazo para
proteger a los avicultores, durante los Gltimos afios la industria avicola ha sido capaz, no sélo
de sobrevivir, sino de crecer de manera significativa (Figura 4). Datos de la Union Nacional
de Avicultores (UNA) indican que la produccion de pollo en México ha crecido durante el
periodo de 2008 a 2018, aumentando con una tasa de crecimiento media anual (TCMA) de
casi 2 por ciento [42]. En el 2018 se produjeron casi 3.471 millones de toneladas de carne de
pollo, el carnico con mayor produccidn en el pais, mientras que la produccion de huevo fue
de 2.8 millones de toneladas y la de pavo 10,741 toneladas, lo que posiciona a la avicultura

como la principal industria transformadora de proteina vegetal en proteina animal.
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Figura 4. Produccion y consumo aparente de carne de pollo y huevo en México [42].
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La evolucion economica de este sector se debe a los esfuerzos en la aplicacion de
tecnologias que han brindado a los productores aportaciones en la genética, alimentacion,
manejo y la sanidad de las explotaciones avicolas. Ademas, se realizan alianzas comerciales,
asi como inversiones intensivas de capital que permiten a las compafiias diversificar sus
productos y desarrollar nuevas estrategias comerciales y de mercadotecnia, para asegurar su
permanencia en el mercado nacional. Segun los registros de la UNA, la industria avicola
nacional mantendrd un crecimiento constante y se consolidard como una actividad

estratégica para el pais, tanto en el ambito alimentario como en el econémico [42].

El costo mas alto en la produccién de aves de corral es la alimentacion, para la cual se
destina hasta un 70% de los recursos, por esto, su composicion nutricional y condicién
sanitaria son prioritarios, y resultan importante atender el tema de la contaminacion con
micotoxinas. Las micotoxinas producen pérdidas anuales de millones de ddlares en el sector
avicola mundial, las AF son las de mayor impacto y las que directamente influyen en la
pérdida del alimento contaminado, pérdidas por mortalidad de las aves que consumen
alimento contaminado, supresion del sistema inmune o disminucion de los parametros
productivos, e indirectamente en el costo de los programas disefiados para reducir riesgos a

la salud animal y humana [43].

2.4. Relevancia histoérica de la AFB1 en avicultura

Las aves y las micotoxinas han estado estrechamente ligadas; de hecho, la primera
evidencia solida de los problemas causados por las micotoxinas en animales se observé en
aves. En el invierno de 1959, el buque de carga britanico Rosetti transporté un cargamento
de harina de mani de Brasil a Inglaterra, la cual se utiliz6 como suplemento proteico en las
dietas de aves de corral y otros animales domeésticos. Como consecuencia de su ingesta, miles
de pavos murieron durante el verano de 1960. En 1961 el Dr. W.P. Blount publicé el primer
informe sobre la "Enfermedad "X’ de los Pavos", en donde escribio: "Mi primer contacto
serio con la enfermedad fue el 7 de julio, cuando visité una granja en Berkshire, donde casi
800 de 1,000 aves, de edades entre dos y ocho semanas, habian muerto en 10 a 14 dias.

Sucumbieron literalmente como moscas ante nuestros 0jos, y sSu apariencia general
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ciertamente me sugirié que se habia producido alguna forma de envenenamiento. ¢Pero
qué? Las aves estaban casi todas apagadas y sin vida, muchas de ellas semicomatosas, y en
media hora mas de otra docena de aves habia muerto por la enfermedad 'X". Al principio,
solo ataco a los pavos, pero mas tarde, algunos grupos pequefios de patitos y los faisanes
murieron de la misma manera misteriosa. La mayoria de los casos ocurrieron después de la
primera semana de mayo y antes de finales de agosto. En total, se reportaron unos 500 casos
(muchos a través de laboratorios veterinarios) que involucraron la muerte de mas de
100,000 pavos. Habiamos comprado un poco mas de 5,000 toneladas de harina de mani
brasilefia en 1960, siendo esta la primera vez que comprabamos este ingrediente en Brasil.
Podemos matar repetidamente a los polluelos y patitos utilizando muestras particulares de
la harina de mani brasilefia, con sintomas y hallazgos post mortem tipicos de la enfermedad
‘X" de los pavos” [44].

Los veterinarios la llamaron la enfermedad de "X’ de los pavos, porque algunos de los
primeros signos fueron sintomas neurol6gicos, coma y muerte, que en ese momento se
parecian a una enfermedad viral de etiologia desconocida [44,45]. La investigaciones de este
problema condujeron al descubrimiento de las AFB1 como agente etioldgico, y comenzo el
desarrollo de la micotoxicologia [46,47]. Los siguientes informes en los que la AFB1 se
identificO como una molécula altamente cancerigena para las ratas y responsable de causar
hepatocarcinoma en la trucha arco iris, hicieron que el descubrimiento fuera ain mas
significativo [48,49]. Desde entonces, diversas investigaciones han demostrado los efectos
negativos de la AFB1 sobre los pardmetros productivos de las aves de corral y que la
contaminacion de los forrajes con AFB1 aln es un problema para la industria avicola, lo que
anualmente resulta en pérdidas econémicas sustanciales para los productores debido a los
efectos a menudo subletales, pero toxicos, que afectan severamente a patos, pollos de

engorda, ponedoras, pavos y codornices [50-52].

Las aves de corral son probablemente los animales de produccion mas sensibles a los
efectos toxicos de la AFB1, y pequefias cantidades de esta micotoxina dafian gravemente la
salud de estas especies y la rentabilidad del sistema productivo [4]. Esto es particularmente

importante ya que, dentro del sector ganadero, las aves de corral representan el subsector mas
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eficiente en el uso de los recursos naturales y en el suministro de proteina de origen animal

para satisfacer la creciente demanda mundial [53].

Entre las especies de aves de corral existen diferencias en la susceptibilidad a la AFB1,
los patos y los pavos son las especies mas sensibles, seguidos por los gansos y los faisanes
con sensibilidad intermedia, y finalmente los pollos, que mostraron tener una resistencia
relativamente mayor a los efectos toxicos de la AFB1 [54]. Aunque todavia no hay una
explicacion clara para esta diferencia en la susceptibilidad, esta podria deberse a las distintas
vias de biotransformacién de la AFB1 que se llevan a cabo en estas especies. Ademas, la
toxicidad de la AFB1 en las diversas especies de aves de corral depende de otros factores
como la concentracion de la micotoxina, la edad y el sexo de los animales, su estado
nutricional, asi como su interaccién con otras micotoxinas, sin olvidar que dentro de cada

especie de las aves de corral, ciertas razas parecen ser mas sensibles que otras [55].

2.5. [Efectos toxicos de la AFB1 en aves de corral

Las aves de corral estan expuestas a las AF al consumir alimentos fabricados con materias
primas contaminadas, la AFB1 es la principal micotoxina que afectan la industria avicola. La
toxicidad de la AFB1 en aves depende principalmente de la dosis o concentracion y del
tiempo de exposicidn a la toxina, son mas notorios los efectos inhibitorios sobre el desarrollo,
cambios en los valores hematicos y bioquimicos normales, disminucion de la respuesta

inmune, asi como cambios patolégicos [56].

El efecto mas notable de la AFB1 en las aves de corral es el detrimento de todos los
parametros productivos importantes, incluidos la ganancia de peso corporal, el consumo de
alimento, la eficiencia en la conversion alimenticia, la pigmentacion, el rendimiento
productivo, la produccion de huevo, el rendimiento reproductivo en machos y hembras, asi
como una mayor mortalidad [51,57,58]. Estas alteraciones en los parametros productivos son
el resultado de los efectos fisioldgicos del consumo prolongado de concentraciones subletales
de AFB1, de los cuales el dafio hepético es el mas notorio, caracterizado por el agrandamiento
de este drgano, su coloracion amarilla palida, hemorragias petequiales y hematomas en la
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superficie, generalmente acompafiados de proliferacion de conductos biliares y atrofia de los
organos linfoides [59,60].

Para la industria avicola es mas importante la contaminacion y la ingesta de bajas
concentraciones de AFB1 por periodos prolongados debido a su capacidad para disminuir la
resistencia a enfermedades infecciosas comunes, incluidas las infecciones parasitarias,
bacterianas y virales debido a la depresion de la respuesta inmune humoral y celular [61-63].
Diversos estudios han demostrado que la exposicién de las aves de corral a concentraciones
bajas de AFB1 ha resultado en inmunosupresion, incluso en aves inmunizadas en situaciones
de campo contra las principales enfermedades infecciosas, como Newcastle, bronquitis
infecciosa e infeccion de la bolsa de Fabricio (enfermedad de Gumboro) [63-65]. Los
problemas de inmunosupresion podrian estar causados por una regresion, relacionada con la
dosis de AFBL, en el tamafio del timo y la bolsa de Fabricio, que son los 6rganos principales
de la inmunocompetencia, reduciendo las células funcionales y disminuyendo la produccién
de anticuerpos [5,64,66]. El control de las enfermedades inmunosupresoras es de primordial
importancia para la industria avicola en los paises en desarrollo, por lo que el alimento
contaminado con AFB1 todavia se consideran un problema econémicamente importante para
la avicultura [67]. Ademas, existe preocupacion publica tanto por los efectos que los
alimentos contaminados con AFB1 pueden tener sobre el crecimiento y la salud de las aves
de corral, como por la posible contaminacion con residuos toxicos de esta micotoxina o de
sus metabolitos en productos avicolas como la carne y el huevo, lo que puede suponer un

peligro potencial para salud humana [68].

Los efectos toxicos de la AFB1 (tabla 1) se han observado en aves que consumieron AFB1
en condiciones experimentales, pero pueden presentarse en condiciones de campo en granjas
avicolas que utilicen alimento contaminado con esta micotoxina en niveles mayores a los
permitidos (entre 20 a 50 pg/kg), que eventualmente provocan efectos subclinicos en algunos
casos, y causan signos o lesiones crdnicas en aquellas granjas donde las concentraciones
sobrepasan los limites oficiales permitidos (> 50 ug/kg) [69]. Todos estos efectos tienen

implicaciones econdmicas al repercutir de manera adversa en la produccion avicola, afectar
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la disponibilidad de ciertos productos y la comercializacion de estos a escala nacional e
internacional [70].

Tabla 1. Efectos téxicos y signos clinicos que presentan las aves de corral tras el consumo de AFB1.

Efectos Signos
Hepatotoxicidad | Ictericia
Teratogenicidad | Defectos de nacimiento de las crias
Carcinogenicidad | Mayor incidencia de cancer en los animales expuestos
Cambios Variacion de peso de los 6rganos internos
patoldgicos - Aumento del higado, bazo y rifiones
- Disminucion de la bolsa de Fabricio y del timo
Cambios en la textura y coloracidn de los 6rganos (higado, molleja)

Disminucién de Ingesta de alimento
parametros Ganancia diaria de peso
productivos Peso al final del ciclo

Produccion de huevo

Uniformidad en la parvada

Capacidad de eclosién de los huevos (incubabilidad)

Efectos Hemorragias

hematopoyéticos | Anemia

Inmunosupresion | Disminucién de la resistencia a factores de estrés ambientales y
microbianos

Incremento de la susceptibilidad a enfermedades
Neurotoxicidad Sindrome nervioso (comportamiento anormal)

Efectos dérmicos | Plumaje deteriorado

Palidez de las membranas mucosas y la piel (sindrome del ave palida)
Residuos Presentes en higado, carne y huevos

2.6. Estrategias de control de los efectos toxicos de la AFB1

Muchos métodos han sido utilizados para tratar de prevenir los efectos toxicos de la AFB1;
sin embargo, ninguno de ellos cumple con todos los criterios de eficacia y seguridad
necesarios (Tabla 2), por lo que no existe un método Unico para contrarrestar por completo
los efectos tdxicos de esta micotoxina [71,72]. Sin duda, el primer y mejor intento para
prevenir los efectos toxicos de la AFB1 es minimizar su produccion a través de buenas
practicas agricolas (BPA), incluidas las practicas de cultivo en los campos, asi como las
condiciones de cosecha, transporte y almacenamiento [73,74]. Como la prevencién no
siempre es posible, diferentes métodos de descontaminacion o desintoxicacion ganan

atencion como alternativa para reducir la contaminacion de los forrajes y granos con esta
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micotoxina [75-77]. Solo algunos de estos métodos son de uso practico, probablemente

debido a dificultades para cumplir con los requisitos de la FAO: reduccion de AFB1 sin

toxicidad residual, garantia de valores nutricionales y ninguna modificacion de las

propiedades de los alimentos y forrajes [78]. Se necesitan con urgencia métodos rentables

para detoxificar granos y forrajes contaminados con AFB1, con minimas pérdidas

economicas para el agricultor y riesgos toxicoldgicos para el consumidor. Encontrar métodos

nuevos Yy adecuados para la descontaminacion de AFB1 se ha convertido en una necesidad

primaria [79].

Tabla 2. Ejemplos de métodos fisicos y quimicos usados como estrategia de control de la AFB1 [36].

Meétodo
Fisico
Luz solar

Luz UV

Microondas
Autoclave
Coccion
Tostado
Pasteurizacion
Calor seco
Solventes

Quimico
H202

Ozono

Amoniaco
Urea + Ureasa

Hipoclorito de
sodio

Bisulfito de sodio

Condicién

Es efectiva en productos liquidos

Soluci6n de cloroformo de aceite de
cacahuete

6 KW, 4 min
121°C,4 h
Vapor / explosion
180°C, 30 min
80°C, 45s
250°C

Especifico para cada solvente

H202 6%, 30 min, 80°C, pH
alcalino

2 h, 100°C, 22% de humedad
40 psi, 100°C, 4% NH4OH, 30 min

20% Urea, 2% harina de soya, luz
solar, 14 h

15 mg Cl> gas por 100 mg AFB1

0.4%, 5 min

Degradacion de
la AFB1 (%)

Parcial
80-95

Comentarios

No son muy efectivos
y en la mayoria de los
casos deterioran las
propiedades
organolépticas.

NingUn proceso
individual puede
eliminar todas la
toxinas en productos
liquidos y s6lidos
contaminados.

Pueden dejar residuos
quimicos nocivos
después de la
desintoxicacion y
también pueden
generar compuestos
mas toxicos durante la
reaccion quimica.

Los métodos de descontaminacion estudiados son tratamientos fisicos, quimicos o

biolégicos de los forrajes o granos contaminados, y pueden ser tan simples como la

separacion fisica mediante la seleccion, clasificacion y seleccion de granos dafiados o tan
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complejos como la irradiacion gamma o métodos quimicos que usan amoniaco, 0zono,
perdxido de hidrdgeno, o algunos acidos y alcalis [72,77,80]. Sin embargo, muchos de estos
métodos para el tratamiento de alimentos contaminados con AFB1 no estan disponibles
actualmente porque no se pueden aplicar a gran escala y de manera rentable o porque muchos

de ellos son poco practicos o potencialmente inseguros.

2.6.1. Adsorbentes

El enfoque maés utilizado para prevenir la aflatoxicosis en animales es la adicion de
materiales adsorbentes en la dieta, los cuales se unen a la AFBL1 en el tracto gastrointestinal
e impiden su absorcion en el intestino asi como distribucion a la sangre y los 6rganos diana
[81]. Generalmente estos adsorbentes son compuestos de gran peso molecular que pueden
unirse a la micotoxina, forman un complejo adsorbente-micotoxina estable que puede
atravesar el tracto gastrointestinal de los animales sin disociar la AFB1, para ser eliminada
por las heces [82]. Los adsorbentes se han utilizado de forma recurrente debido a su

viabilidad econémica y su idoneidad desde la perspectiva nutricional [83].

La eficacia de la adsorcion parece depender de la estructura quimica tanto del adsorbente
como de la micotoxina, y de los componentes del alimento. Las propiedades fisicoquimicas
de los adsorbentes, como la carga total, la distribucion de carga, el tamafio de los poros en la
superficie, el area superficial, los indices de yodo y azul de metileno, y el pH, también
desempefian una funcién importante en la unién efectiva. Por otro lado, las propiedades de
las micotoxinas adsorbidas, como polaridad, solubilidad, tamafio, forma, distribucion de
carga y constantes de disociacion también juegan un papel importante. El alto contenido de

fibra de la base alimenticia aumenta la afinidad de las micotoxinas al adsorbente [7,8].

Muchos estudios han demostrado que los minerales de arcilla y aluminosilicatos,
principalmente zeolitas, aluminosilicatos de calcio y sodio hidratados (HSCAS), y las arcillas
que contienen aluminosilicatos, pueden reducir efectivamente la toxicidad de la AFB1 en
animales; estos materiales inorganicos son los adsorbentes méas estudiados [8,84,85]. A pesar

de que estos adsorbentes inorganicos han sido probados y reconocidos por su capacidad para
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unirse efectivamente a la AFB1 [86,87], el principal riesgo de usarlos en la alimentacion
animal es que pueden adsorber también algunos nutrientes como vitaminas y minerales, y
disminuir yendo su metabolismo vy utilizacién por los animales [88,89]. Otro riesgo es que
las arcillas pueden liberar componentes toxicos o elementos unidos a ellas, como metales
pesados o dioxinas, que pueden liberarse en el intestino de los animales y bioacumularse en

los 6rganos animales [90,91].

Para tratar de mitigar los problemas que implica el uso de adsorbentes inorganicos, se han
investigado otros materiales adsorbentes de origen organico, como biopolimeros y polimeros
sintéticos [8,92]. Solo unos pocos polimeros sintéticos han sido evaluados y han demostrado
gue son capaces de adsorber las micotoxinas in vitro e in vivo, como la colestiramina,
divinilbenceno-estireno, polivinilpirrolidona (PVP) y su modificacion
polivinilpolipirrolidona (PVPP) [7,8,74]. De estos polimeros, solo la PVP y la PVPP han sido
probados contra AFB1 en aves de corral. Los estudios in vitro indican que PVPP puede
adsorber hasta 50 mg/kg de AFBL1 del alimento. Los estudios in vivo realizados en pollos de
engorda demostraron que la adicion de PVPP en la dieta mejord algunos parametros
bioquimicos y hematoldgicos del suero, y disminuyo los efectos perjudiciales de la AFB1
sobre el sistema inmune, ademas de inhibir notablemente los cambios patoldgicos [93-95].
A pesar de que el costo de estos polimeros podria ser el factor limitante para su aplicacion
practica, su uso podria ayudar a resolver los problemas relacionados con el uso de

adsorbentes de origen inorganico [74,96].

Los biopolimeros utilizados como adsorbentes generalmente son carbohidratos complejos
no digeribles, no toxicos, biocompatibles y biodegradables, como celulosa, lignina,
hemicelulosa, glucomananos, peptidoglucanos y quitosano. Se han utilizado ampliamente
como biosorbentes prometedores para la remocion de diversos iones de metales pesados y
colorantes [97,98], por lo que podrian mostrar buenos resultados en su capacidad para
adsorber micotoxinas importantes para la industria avicola. Ademas, estos materiales son
susceptibles de sufrir modificaciones fisicas, quimicas, térmicas o combinadas que podrian
mejorar su capacidad de adsorcién [99,100]. La presencia de grupos hidroxilo en los

polimeros celulosicos los hace adecuados para ser modificados quimicamente y producir
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materiales con propiedades adsorbentes mejoradas, como caracteristicas hidrofilicas o
hidrofdbicas, elasticidad, capacidad de adsorcidn o intercambio idnico, propiedades térmicas
del material o su resistencia al ataque microbioldgico [101]. Ademas, estos biopolimeros
también presentan una estructura porosa multicapa llena de aberturas y canales que
proporcionan un gran volumen por unidad de superficie del biosorbente, lo cual resulta
favorable en el proceso de adsorcion [102]. Los diferentes pesos moleculares del quitosano,
su grado de desacetilacion y de reticulacion deben ser considerados cuando se determinan

sus propiedades de adsorcién de AFB1 [103].

Hoy en dia hay algunas investigaciones muy prometedoras sobre la efectividad de los
polimeros sintéticos y orgéanicos en la adsorcion de AFBL, aunque este campo aln esta en
desarrollo y necesita méas investigacion in vitro e in vivo para confirmar la efectividad de

estos materiales sobre los efectos téxicos de la AFB1.

2.6.2. Antioxidantes

Otras estrategias efectivas contra los efectos toxicos de la AFB1 son la quimioprevencion,
quimioproteccion y quimioprofilaxis a través del uso de farmacos, fitofarmacos, suplementos
dietéticos y alimentos funcionales, los cuales modulan la actividad de las enzimas que
metabolizan xenobi6ticos y conducen a la eliminacién facilitada de los metabolitos de esta
micotoxina o a la disminucion en su taza de biotransformacion, que resulta en el bloqueo,
retraso o reversion de la aflatoxicosis [104]. Otras ventajas del uso de estos compuestos es
gue pueden alterar el desarrollo celular, evitar que las células adquieran dafio genético, y

prevenir la proliferacidn de células preneoplasicas o acelerar su muerte por apoptosis [105].

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en la aflatoxicosis, por lo que se ha
puesto atencion a los productos naturales que pueden contrarrestar los efectos toxicos de la
AFB1, ya que estos pueden ser o contener antioxidantes capaces de prevenir y proteger contra
el dafio oxidativo derivado del efecto directo de esta micotoxina o de sus metabolitos. De

estos productos naturales también han sido aislados compuestos activos estructuralmente
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diferentes con efecto hepatoprotector por lo que podrian reducir el efecto hepatocarcindégeno
de la AFB1 [106].

De los compuestos antioxidantes y hepatoprotectores, la curcumina (CUR), un
curcuminoide polifendlico, es uno de los productos naturales activos més estudiados. La
CUR posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas, antimicrobianas
y anticancerigenas [107,108], y se ha demostrado que la CUR puede disminuir la toxicidad
de la AFB1 a través del incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes,
neutralizacion de los radicales libres, inhibicion de la biotransformacion de la AFB1 a su 8,9-
epoxido y por su efecto inmunomodulador [11,109], por lo que la CUR se considera un
fitofarmaco prometedor para disminuir los efectos toxicos de la aflatoxicosis. Sin embargo,
a pesar de los efectos positivos demostrados de la CUR, sus efectos benéficos estan limitados
por su baja solubilidad que resulta en una baja absorcion a lo largo del tracto gastrointestinal
y, por lo tanto, baja biodisponibilidad incluso cuando se administra a dosis de 12 g/dia en
humanos [110].

Estudios in vivo han demostrado que después de después de la administracion oral de
CUR, la mayor parte es excretada a traves de las heces y se observaron varios de sus
derivados como glucurénico de CUR vy sulfatos, lo que indica que este fitofarmaco sufre
metabolismo rapido en el higado y se elimina rapidamente de la circulacién sistémica [111].
También se ha reportado que la CUR es inestable a valores de pH neutro-basicos, se degrada
a vainillina, acido ferulico, feruloil metano y trans-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,4-dioxo-5-
hexenal, pero cuando los medios son suplementados con suero, la CUR es mas estable[112].

Esto ha orillado a los investigadores a utilizar varias estrategias para mejorar la solubilidad
de la CUR e incrementar su biodisponibilidad y, por lo tanto, su efectividad terapéutica, asi
como su estabilidad. Algunas de estas técnicas incluyen los complejos de inclusion,
micronizacion, dispersiones sélidas, nanosuspensiones, nanoparticulas, liposomas, sistemas

autoemulsionantes y sistemas basados en geles [110,113-115].

27



POSI(J}11§/4]%\C/I) ,

LEDEFAR

2.6.3. Métodos microbiologicos

El enfoque de control microbioldgico se ha fortalecido en el campo de la investigacion
para controlar el problema de contaminacién con AFB1, cuyas investigaciones se han
centrado principalmente en dos mecanismos: adsorcién y degradacion, que pueden lograrse

mediante sistemas bioldgicos como bacterias, levaduras, mohos, actinomicetos y algas [116].

La adsorcion biologica puede ocurrir por la unién directa de la AFB1 a los componentes
de la pared celular de los microorganismos viables y no viables, por lo que el uso de
probidticos puede ser una buena opcidn para adsorber la AFB1 en el intestino y facilitar su
posterior eliminacion [117], aunque también puede darse un fenémeno de internalizacion
activa y acumulacion de la AFB1 dentro de los microorganismos. Uno de los inconvenientes
de la adsorcion biologica es que se trata de un proceso naturalmente reversible por lo que la
AFBL1 puede liberarse facilmente, lo que hace necesaria la busqueda de nuevos enfoques o la
combinacion de estrategias de detoxificacion para superar estos inconvenientes [118].

El otro mecanismo es la biodegradacion microbiologica, que se realiza por la accion de
enzimas extracelulares o intracelulares de los microorganismos, generalmente este es un
mecanismo permanente e irreversible que puede disminuir o eliminar por completo la
toxicidad de la AFB1 [17]. No obstante, la modificacion quimica en la estructura de la AFB1
puede resultar en otras moléculas que también tienen efectos tdxicos, como el aflatoxicol
(AFL), por lo que también es necesario mas conocimiento sobre la identidad, cantidad y
toxicidad de los metabolitos de degradacién antes de las posibles aplicaciones de tratamientos
microbiologicos [78,119].

En los dltimos afios, el control microbioldgico parece ser uno de los enfoques mas
prometedores para el control de la aflatoxicosis, ya que estos métodos de bioadsorcién y
biodegradacion han demostrado ser eficientes, especificos y ecologicos [120-123]. Sin
embargo, dado que se espera que el uso de microorganismos sea seguro tanto para la salud
animal como para la obtencién de productos pecuarios inocuos, todavia hay muchos

microorganismos que no pueden emplearse directamente en el alimento o los forrajes. Las
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ultimas investigaciones para encontrar microorganismos capaces de controlar el problema de
contaminacion con AFB1 se han centrado en la seleccién, aislamiento y la evaluacién de las
cepas que han demostrado su eficacia para reducir o incluso suprimir la toxicidad de la AFB1,
pero que también sean generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en
inglés) [124,125].

Existen varios microorganismos que han demostrado ser efectivos para prevenir y
controlar los efectos toxicos de la AFB1, entre ellos, las cepas bacterianas probidticas son
algunas de las méas estudiadas, debido en gran medida a su caracter GRAS y porque han
demostrado tener varias aplicaciones potenciales contra esta micotoxina tanto in vitro como
in vivo [126-128]. Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped directa o
indirectamente a través del mantenimiento del equilibrio microbiano en su tracto digestivo
[120,129]. En los animales de produccion, se han usado varios géneros bacterianos como
probidticos, incluidas muchas especies de Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, E. coli,
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus; aunque también se han usado algunas especies

de mohos y levaduras, como Aspergillus, Candida y Saccharomyces [130,131].
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3. JUSTIFICACION

La importancia de la industria avicola en México reside en el papel estratégico en la
produccion de proteina animal debido a su alta eficiencia productiva, consolidandose como
la actividad agropecuaria mas importante en México y el mundo, a tal grado que hoy en dia
la produccidn de carne de pollo es mayor que la de carne de cerdo y bovino. Asimismo, la
avicultura mexicana tiene importancia internacional, al ocupar el séptimo lugar como pais

productor de carne de pollo a nivel mundial.

El problema de contaminacion con micotoxinas, especialmente con AFB1, aln es un tema
de gran importancia para la industria avicola, tanto por las importantes pérdidas econdmicas,
como por sus efectos en salud puablica. Por lo tanto, actualmente hay muchas investigaciones
que pretenden incrementar la eficiencia productiva del pollo, mejorar la calidad e inocuidad
del alimento destinado al sector avicola y la de los productos alimenticios de origen avicola,
asi como la prevencion de los efectos toxicos ocasionados en las especies avicolas por el
consumo de alimento contaminado con aflatoxinas. Por obvias razones, la prevencion de la
contaminacion con AFB1 antes o después de la cosecha de los granos y cereales con los que
se elaboran los alimentos y forrajes para la alimentacion animal es la estrategia mas efectiva
para reducir al minimo el riesgo de aflatoxicosis; sin embargo, la contaminacion con AFB1
en granos y forrajes es casi universal, y hasta cierto punto practicamente inevitable, por lo
que se han desarrollado y evaluado otros métodos para tratar de descontaminar el alimento
contaminado o para aminorar los efectos toxicos que ocasiona en los animales de produccion

la ingestion de esta micotoxina.

Una de las estrategias que mejores resultados ha mostrado y que, por razones econoémicas
y préacticas es la mas empleada, es la adicion de aditivos a los alimentos y forrajes que
permitan reducir la toxicidad ocasionada por la contaminacion con AFB1. A pesar de que
muchos aditivos para la alimentacion animal ya han sido evaluados, todavia existen muchos
materiales que no han sido considerados o evaluados. Los polimeros de origen celul6sico

generalmente han sido utilizados con fines textiles, alimenticios o farmacéuticos, sin
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considerar que sus propiedades de adsorcion les permitiria formar parte del gran arsenal de
técnicas y productos que existen para contrarrestar los problemas relacionados con la
contaminacion con AFB1 en el sector avicola. Ademas, hoy en dia, una de las estrategias
mas utilizadas para prevenir la aflatoxicosis en aves de corral es el uso de antioxidantes de
origen natural. En este sentido, diversas investigaciones han demostrado que la curcumina
(CUR) puede disminuir la toxicidad de la AFB1; sin embargo, sus efectos benéficos siguen
limitados por su baja solubilidad, lo que incrementa nuestro interés en mejorar la solubilidad
y con ello la biodisponibilidad de este fitofarmaco. El uso de métodos bioldgicos como la
adicion de ciertos microorganismos al alimento también ha mostrado resultados
prometedores para la reduccion de los efectos toxicos de la AFB1. Algunas cepas bacterianas,
cuyo uso es generalmente reconocido como seguro y que han demostrado poseer propiedades
probiédticas en humanos y animales, también han sido reportadas como microorganismos con
actividad contra AFB1. Parte de nuestro equipo de trabajo selecciono, aislo e identifico
previamente algunas cepas bacterianas del genero Bacillus spp, con las que fue formulado un
aditivo microbiano para alimentacion directa (DFM, por sus siglas en inglés), el cual ha sido
evaluado y ha demostrado su eficacia para mejorar los parametros productivos y la salud
intestinal de las aves de corral. No obstante, ain no se han estudiado sus efectos para

contrarrestar los efectos toxicos ocasionados por la ingesta de AFB1 en pollos de engorda.

Por estas razones, este proyecto desarrollé novedosas formulaciones para prevenir o
contrarrestar los efectos toxicos de la AFB1 mediante la combinacion de los diferentes
mecanismos de prevencion y proteccion que exhiben sus componentes, mediante la
evaluacion tanto in vitro como in vivo de su efectividad para que puedan formar parte del
arsenal de técnicas y productos que existen para contrarrestar los efectos toxicos de una de
las micotoxinas mas importantes para el sector avicola, y que, ademas sea mas eficiente que
cualquiera de las opciones que se ofrecen actualmente para tratar de resolver esta

problematica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Prevenir los efectos toxicos de la Aflatoxina B1 en pollos de engorda mediante el disefio,
elaboracion y evaluacién in vitro e in vivo de nuevas formulaciones a base de polimeros

celuldsicos, curcumina y/o probioticos.

4.2. Objetivos Particulares

= Determinar la capacidad de diferentes polimeros para adsorber in vitro seis diferentes
micotoxinas (AFB1, FUB1, OTA, T-2, ZEA y DON) en un modelo del tracto
gastrointestinal que simule las condiciones fisioldgicas del pollo de engorda para
seleccionar la combinacion y proporcion que tenga la mayor capacidad de adsorcion para

estas micotoxinas.

= Evaluar diferentes técnicas para incrementar la solubilidad, velocidad de disolucidn,
estabilidad y biodisponibilidad de la curcumina, mediante la fabricacion de distintos
sistemas farmacéuticos para seleccionar el mas eficiente en cuanto a costos, practicidad

y escalabilidad.

= Evaluar la citotoxicidad y el incremento de la permeabilidad aparente de la curcumina de
solubilidad mejorada, en un modelo in vitro con células Caco-2, y determinar el

incremento de su biodisponibilidad en pollos de engorda.

= Desarrollar y optimizar una formulacion con polimeros adsorbentes y curcumina que sea
capaz de adsorber AFB1 y de liberar la curcumina de forma biodisponible, para ser

administrada en el alimento de las aves.
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Caracterizar la formulacion desarrollada en cuanto a tamafio de particula, morfologia y
liberacién de curcumina, asi como su comportamiento en espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con reflexion total atenuada para tratar de elucidar su mecanismo

de adsorcion.

Evaluar la efectividad in vivo de la formulacién desarrollada sobre los pardmetros
productivos, marcadores bioguimicos e inmunoldgicos en pollos de engorda alimentados

con dietas contaminadas con AFB1 durante 21 dias.

Demostrar la capacidad de tres especies bacterianas del género Bacillus spp.
administradas como DFM, y su combinacion con la formulacion de polimeros y
curcumina desarrollada, para biodegradar o adsorber AFB1, evaluando parametros
productivos, marcadores bioguimicos e inmunologicos en pollos de engorda alimentados

con dietas contaminadas con AFB1 durante 21 dias.

5. HIPOTESIS

Si se administran nuevas formulaciones a base de combinaciones de polimeros

adsorbentes, curcumina o probi6ticos en el alimento, entonces los efectos tdxicos de la AFB1

que alteran los parametros productivos, bioguimicos e inmunolégicos en pollos de engorda

seran menos severos debido a la combinacién de sus diferentes mecanismos de accion y

efectos benéficos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Seleccion de los polimeros adsorbentes

6.1.1. Estandares de micotoxinas y polimeros adsorbentes

Los estandares de las micotoxinas utilizadas (AFB1, FUBL, OTA, T-2, DON, y ZEA)
fueron obtenidos de Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA).

Los polimeros a los que se les evalud la capacidad adsorbente fueron los siguientes:

» Quitosano de alto peso molecular (350 kDa), con un grado de desacetilacién del
95% (CHI, Paragon Specialty Products, LLC). Se prepard una solucion de 1 g de
quitosano disuelto en 100 mL de solucion acuosa de acido acético al 1% (v/v).
Posteriormente, esta solucion se goted sobre 100 mL de una solucion de NaOH
0.5 M vy se agité durante 40 minutos a 600 rpm. Las particulas de quitosano
formadas se enjuagaron tres veces con agua destilada y se secaron a 40°C durante
12 h. Las particulas resultantes fueron molidas y tamizadas para estandarizar el
tamario de particula.

> Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC, Methocel®, Chempoint)

> Carboximetilcelulosa sodica (CMC, Aqualon®, Ashland)

> Celulosa microcristalina (MCC, Avicel®, FMC)

6.1.2. Soluciones de micotoxinas

Las soluciones de cada micotoxina se prepararon por separado. Las soluciones estandar
primarias de AFB1, FUB1, OTA, T-2, DON (100 pg/mL) y ZEA (500 pg/mL) se prepararon
en dimetil sulfoxido (DMSO). Estas soluciones se diluyeron posteriormente con agua
destilada hasta luego a 4, 30, 8, 8, 30 y 30 pug/mL, respectivamente, usando agua destilada.
A continuacion, las soluciones de AFB1, OTAy T-2 (4, 8 y 8 pug/mL) se diluyeron con agua

destilada hasta alcanzar las concentraciones de 0.32, 0.64 y 1.92 pg/mL. Las concentraciones
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finales fueron AFB1 (0.32 pg/mL), FUB1 (30 pg/mL), OTA (0.64 pg/mL), T-2 (1.92
pg/mL), DON (30 pg/mL) y ZEA (30 pg/mL).

6.1.3. Preparacion del alimento contaminado con las micotoxinas

La dieta experimental fue formulada segun los requerimientos nutricionales del pollo de
engorda segun lo recomendado por el Consejo Nacional de Investigacion (NRC, por sus
siglas en inglés), sin la adicién de antibioticos. El alimento contaminado para el modelo de
digestibilidad in vitro se prepar6 adicionando cada una de las soluciones de micotoxinas por
separado. Para ello, a 3.0 g de alimento libre de micotoxinas se le adicionaron 0.5 mL de
solucién de micotoxina para alcanzar las siguientes concentraciones de micotoxina en el
alimento: AFB1 (50 pug/kg), FUBL (5000 pg/kg), OTA (100 pg/kg), T-2 (300 pg/kg), DON
(5000 pg/kg) y ZEA (5000 pg/kg). Después, el alimento contaminado se secO durante una

noche en oscuridad a 40°C.

6.1.4. Modelo de digestibilidad in vitro

El estudio in vitro para evaluar los polimeros respecto a su capacidad de adsorcion de
micotoxinas se realizé en un modelo de digestibilidad que simula las condiciones fisioldgicas
del tracto gastrointestinal de las aves de corral. Todos los pasos del modelo se realizaron a
40°C para simular la temperatura corporal de las aves de corral, utilizando una incubadora
con control de temperatura para demanda bioguimica de oxigeno (modelo 2020, VWR), que
fue adaptada con un agitador orbital (modelo 3500, VWR) para mezclar a 19 rpm el
contenido del alimento en los tubos. Todos los tubos de muestras se mantuvieron en una
posicion inclinada a 30 grados para facilitar el mezclado adecuado de las particulas del
alimento y las soluciones enzimaticas incorporadas durante el ensayo. El primer
compartimento gastrointestinal simulado fue el buche, para lo cual se mezclaron cinco
gramos de alimento contaminado con cada micotoxina y 50 mg de cada uno de los polimeros,
con 10 ml de &cido clorhidrico 0.03 M (catalogo no. HX0607-2, EMD Millipore Corporation)
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en tubos de polipropileno para centrifuga de 50 mL. Cada tubo se mezclé vigorosamente,
alcanzando un valor de pH de alrededor de 5.2. Luego, todos los tubos se incubaron durante
30 minutos. El segundo compartimento gastrointestinal simulado fue el proventriculo, donde
se agregaron 3000 U de pepsina (catalogo no. P700, Sigma-Aldrich) por gramo de alimento
y 2.5 mL de HCI 1.5 M a cada tubo, alcanzando un pH entre 1.4 y 2.0, y se incubaron durante
45 minutos. El tercer y dltimo compartimento gastrointestinal simulado fue la seccion
intestinal. En este caso, se adicionaron 6.84 mg de pancreatina 8x (catadlogo no. P7545,
Sigma-Aldrich) por gramo de alimento y 6.5 ml de bicarbonato de sodio 1.0 M (catalogo no.
S6014, Sigma-Aldrich), alcanzando un pH que oscilé entre 6.4 y 6.8, incubando las muestras
durante 2 h. EI modelo de digestibilidad completo tuvo una duracion total de 3 h y 15 min.
Después de este tiempo, todos los tubos se centrifugaron a 2000 x g durante 30 minutos, para
separar los sélidos y el sobrenadante, el cual se filtro, se recolect6 y se almaceno a -20°C
hasta el andlisis residual de las micotoxinas que no fueron adsorbidas. Al mismo tiempo, se
corrieron muestras control sin la adicion de los polimeros adsorbentes, cuyos valores de

concentracion de las micotoxinas fueron usados como referencia.

6.1.5. Calculo del porcentaje de micotoxina adsorbido

El porcentaje de adsorcion de cada micotoxina para cada polimero se calcul6 de la

siguiente manera:

(Ci - Cs)
(o))

Adsorcion (%) = x 100

Donde C; es la concentracion de micotoxina en el control (ng/mL), y Cs la cantidad de

micotoxina en el sobrenadante de las muestras con adsorbente (ng/mL).

6.1.6. Analisis y cuantificacion de micotoxinas

El analisis de las micotoxinas en el sobrenadante se llevd a cabo utilizando un sistema de

ensayos en biochip (Biochip Array), con el kit Myco 7® (modelo EV4065A; Randox Food
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Diagnostics). El kit contiene el biochip, que es un elemento sélido que contiene una matriz
de sitios de reaccion discretos en la superficie y cada sitio de reaccion contiene ligandos de
unién especificos para las diferentes micotoxinas que se cuantificaron. El ensayo se realizd
siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante, y los datos fueron generados y
procesados con el inmunoanalizador de biochips Evidence Investigator (modelo EV3602;
Randox Food Diagnostics), el cual analiza las sefiales de quimioluminiscencia individuales
generadas en los sitios de reaccién mediante una camara especial, y un software de lectura e
interpretacion de iméagenes traduce las sefiales de luz generadas por las reacciones

qguimioluminiscentes en una concentracion de analito.

6.2. Caracterizacion de los polimeros adsorbentes

Los polimeros que fueron probados como adsorbentes se evaluaron con espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier con reflexion total atenuada (FTIR-ATR), utilizando
un espectrofotometro Frontier (modelo SP8000; Perkin Elmer). Todos los espectros fueron
tomados en el rango de 4000-400 cm™. La morfologia y superficie de los polimeros
utilizados se evalud utilizando un microscopio electronico de barrido (modelo JSM-6010LA,
JEOL), con un voltaje de aceleracion de 15 kV. Las muestras se colocaron en cinta adhesiva
de doble cara sobre soportes de aluminio para obtener una capa uniforme de particulas, las
cuales se revistieron con oro usando un metalizador por pulverizacién (modelo Desk V,
Denton Vacuum) con una corriente de 7 miliamperios y una presion de 50 millitorr durante
300 segundos. Este mismo equipo permite realizar el analisis de espectrometria de dispersion
de energia de rayos X (EDS), para el analisis cuali y cuantitativo de elementos en los
polimeros, para obtener sus espectros y su composicion elemental porcentual. Se realiz6
también el analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) utilizando un calorimetro
(modelo Q2000 TA Instruments) equipado con un conjunto de enfriamiento de nitrégeno
liquido. Se pesaron muestras de 5 mg en bandejas de aluminio herméticas, con ambiente de
nitrégeno a una velocidad de flujo de 50 mL/min. Las muestras se equilibraron a 25°C, con

una isoterma de 3 min y una rampa de calentamiento de 10°C/min hasta 250°C.
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6.3. Mejora de la solubilidad de la curcumina (CUR)

6.3.1. Preparacion de la dispersion solida

La estrategia elegida para la mejora de las propiedades biofarmacéuticas y estabilidad de
la CUR fue la preparacion de una dispersion solida, evaluando acarreadores como la
polivinilpirrolidona (PVP) K30, el polietilenglicol 6000 y el Gelucire® 48/16. No obstante,
por cuestiones de efectividad y costo, fue la PVP el acarreador seleccionado para la
fabricacion de la dispersion solida de CUR en dos proporciones diferentes 1:6 y 1:9
(CUR/PVP). La primera parte del método de fabricacion consistié en adicionar la PVP K30
en un volumen de agua desionizada e ir mezclando con un homogeneizador de alta velocidad
Ultraturrax® (modelo T25 Basic S1, IKA) hasta la desaparicion de los grumos.
Posteriormente se adiciond poco a poco la CUR (Curcuma “E”, Laboratorios Mixim) y se
fue mezclando con el Ultraturrax® hasta tener una dispersion homogénea. Esta mezcla se
vertio en un molde y se dejé secando en una estufa a 40°C durante 48 h. Cuando la dispersion

estuvo seca, se redujo y homogeneizo el tamafio de particula.

6.3.2. Determinacion de la solubilidad

La solubilidad de la CUR (materia prima) y de la dispersion solida de CUR se evalud
agregando una cantidad en exceso de CUR (200 mg) a 20 mL de soluciones buffer acuosas
de pH 1.2, 5.2 y 6.4. Las suspensiones formadas se mantuvieron en agitacion continua
durante 24 h a temperatura ambiente hasta alcanzar el equilibrio. Posteriormente se
centrifugaron las muestras (Microfuge 20R, Beckman Coulter) a 2300 x g durante 10 minutos
a 4°C y los sobrenadantes se pasaron a través de un filtro de jeringa con tamafio de poro de
0.45 um. Las soluciones resultantes se analizaron en un espectrofotometro UV/VIS (Cary
100, Varian) a 421 nm, utilizando una curva de calibracion con un rango de concentracion
de 1.36 - 13.6 pg/mL.
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6.3.3. Analisis térmico de la dispersion de CUR

Las propiedades térmicas de la CUR, la PVP K30 y la dispersion sélida de CUR fueron
evaluadas por calorimetria diferencial de barrido (DSC) utilizando un sistema automatico de
andlisis térmico (modelo Q2000 TA Instruments) equipado con un conjunto de enfriamiento
de nitrogeno liquido. Se pesaron muestras de 5 a 10 mg en bandejas de aluminio herméticas
para las mediciones de todas las muestras. Las determinaciones se realizaron en ambiente de
nitrégeno, con una velocidad de flujo de 50 mL/min. Las muestras se equilibraron a 25°C,
con una isoterma de 3 min y una rampa de calentamiento de 10°C/min hasta 220°C. Los

datos fueron analizados por el software TA Universal Analysis (TA Instruments).

6.3.4. Estudios de toxicidad y permeabilidad aparente

Los estudios de toxicidad y permeabilidad aparente se realizaron utilizando la linea celular
de cancer de colon humano Caco-2 de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas
células se cultivaron en frascos para cultivo celular de 75 cm? con medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM, Gibco-Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific), suplementado con
glucosa (4.5 g/L), suero bovino fetal (15%; v/v), vitaminas (2%; v/v), una solucién de
aminoacidos no esenciales (2%; v/v), L-glutamina (2%; v / v) y solucion antibiédtica (2%;
v/v), a 37°C en una atmosfera humidificada de 5% CO2/ 95% aire. Cuando el cultivo celular
alcanzo el 80 - 90% de confluencia las celulas se dispersaron con tripsina-EDTA 0.025 M,
una vez dispersas, se adicion6 DMEM nuevo y resuspendieron las células. Posteriormente,
se tomo una alicula y se realizé el conteo de células para tomar el volumen suficiente de la
suspension que permitiera obtener una concentracion adecuada para los estudios de toxicidad
y permeabilidad. Para los estudios de toxicidad las células fueron sembradas en placas de
poliestireno de 12 pocillos de 3.8 cm? (Well Plates Corning®) a razon de 5 x 10* células/L de
DMEM, mientras que para los estudios de permeabilidad las células se sembraron a razon de
2 x 10* células/L de DMEM sobre el compartimiento apical en placas de 12 inserciones
(Transwell Corning®) con membrana de poliestireno de 0.4 m, superficie de 1.12 cm? y un

volumen de 0.5 mL en el compartimiento apical y de 1.5 mL en el basolateral. EI medio de
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cultivo se reemplazo con medio nuevo cada tercer dia durante 21 dias, tiempo suficiente para
que se lleve a cabo la diferenciacion celular, el desarrollo de borde en cepillo y la expresion

de las enzimas producidas en él.

Para los estudios de toxicidad se prepararon soluciones de CUR materia prima y de la
dispersion solida utilizando DMEM como disolvente. Después de los 21 dias de
diferenciacién, el medio de cultivo de los pocillos de las placas para los estudios de toxicidad
fue retirado y reemplazado con 1 mL de las soluciones de CUR. Como control negativo se
utiliz6 DMEM, y como control positivo de toxicidad se utilizé un tratamiento con etanol. Las
células se incubaron durante 2 h a 37°C, después de las cuales se retiraron las soluciones con
CUR de los pocillos y se realizaron tres lavados con 1 mL de PBS. Posteriormente, se
agregaron 900 pL de DMEM fresco. La determinacion de la viabilidad celular se realiz6
utilizando el PrestoBlue®, un compuesto a base de resazurina que tiene un color azul, que las
células viables son capaces de metabolizar y cambiar a color violeta (resorufina). Este cambio
se puede detectar y cuantificar usando un enfoque fluorométrico o espectrofotométrico. Para
realizar la medida de viabilidad se afiadieron 100 pL de PrestoBlue® en cada pocillo y se
dejé incubar durante 2 h a 37°C, posteriormente el sobrenadante se leyo

espectrofotométricamente a 600 nm.

Los estudios de permeabilidad también se realizaron después de los 21 dias de
diferenciacion de las células, utilizando solo los pocillos que mostraron resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) mayor a 600 Q cm?, la cual fue medida con un sistema de resistencia
eléctrica (modelo Millicell ERS-2, electrodo MERSSTXO01, Millipore). También se
prepararon soluciones de CUR materia prima y de la dispersién sélida utilizando DMEM
como disolvente, a una concentracion de 250 pug de CUR/mL de DMEM (equivalente a 125
pg de CUR por pocillo). Antes de comenzar la prueba, se retiré el medio de cultivo de los
pocillos y las monocapas celulares se lavaron dos veces con 1 mL de PBS. Luego, se
adicionaron 0.5 mL de las soluciones de CUR en el lado apical de las monocapas celulares,
mientras que en el lado basolateral se adicioné 1.5 mL de DMEM fresco. Las células se
incubaron a 37°C durante 2 h. Durante la prueba de permeabilidad se realizé también el

seguimiento de la TEER, como indicador de la viabilidad celular e integridad de la
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monocapa. Las mediciones se realizaron al inicio de la prueba, una hora después del inicio y
al finalizar las dos horas de la prueba. Al finalizar la prueba, se retir6 el medio del
compartimiento apical y basolateral de los pocillos y se almacen6 para su posterior analisis,
se realizaron dos lavados con PBS a las células, se coloco DMEM fresco en los pocillos y se

mantuvieron en incubacién para medir nuevamente la TEER a las 24 h del estudio.

La cuantificacion de la CUR que perme0 hacia el lado basolateral se realiz6 utilizando un
sistema de cromatografia liquida (ACQUITY UPLC, Waters Corp.) acoplado a una fuente
de ionizacidn por electrospray (ESI) y un espectrometro de masas con un analizador de triple
cuadrupolo (Xevo MS-TQ Waters Corp.). El analisis cromatografico se realizd usando una
columna Waters ACQUITY BEH Shield RP 18 (1,7 um, 2.1 X 100 mm), con una fase movil
compuesta por 60% de A (acetonitrilo y 0.1% de acido férmico) y 40% de B (solucion de
acido formico 0.1%). La velocidad de flujo de la fase mavil fue de 0.25 mL/min, y el volumen
de inyeccién fue de 7.5 pl. La temperatura de la columna se acondicion6 a 30°C, vy el

automuestreador se mantuvo a 4°C.

Los resultados del estudio se expresan como coeficiente de permeabilidad aparente (Papp)

y relacion de mejora de absorcion (R), y se calculan con las siguientes ecuaciones:

Papp (%) = (Ccll_f) % (A ico)

Donde dQ/dt es el flujo de moléculas de CUR a traves de la monocapa celular del lado

apical al basolateral; A es el area superficial de la membrana; y Co es la concentracion inicial

de CUR colocada en el lado apical.

_ Papp (muestra)
"~ Papp (control)

Donde Papp (control) es el promedio del coeficiente de permeabilidad aparente de CUR
materia prima suspendida en DMEM y Papp (muestra) es el promedio del coeficiente de

permeabilidad aparente de las soluciones de CUR/PVP en proporciones 1.6 y 1:9.
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6.4. Estudio de biodisponibilidad de la CUR

Se realizo la evaluacion de la biodisponibilidad de la CUR materia prima y se comparo
con la dispersion CUR/PVP (1:9) utilizando 24 pollos de engorda de la estirpe Ross 308
sanos de 42 dias de edad con un peso entre 1.5y 2 kg. Las aves fueron alojadas en corrales,
con alimento finalizador libre de antibidticos y agua ad libitum durante todo el experimento.
Después de su llegada, las aves se aclimataron a las instalaciones donde se llevaria a cabo el
experimento. Las aves se dividieron en dos grupos de doce cada uno, el primer grupo fue
administrado con CUR materia prima y el segundo con la dispersion sélida de CUR. A su
vez, cada uno de los grupos experimentales fue dividido en dos subgrupos de 6 aves cada
uno, para ir alternando los tiempos de muestreo y evitar la muerte de las aves por un shock

hipovolémico.

Se prepararon soluciones de CUR utilizando tanto la materia prima como la dispersion
solida, a una concentracion adecuada para administrar una dosis de 15 mg de CUR/kg de
peso de cada ave. Las aves de ambos grupos fueron administradas con la respectiva solucion
de CUR como dosis Unica por via oral. Se tomaron muestras de sangre (0.75 - 1.0 mL) de la
vena yugular, de la vena braquial la vena o de la vena metatarsal media, y se colectaron en
tubos de microcentrifuga heparinizados inmediatamente. EI primer tiempo de muestreo fue
antes de la administracién de la CUR y a las 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 12 y 24 h después de su
administracion. Todas las muestras de sangre se centrifugaron a 1118 x g a 4°C durante 10
min para separar el plasma, el cual se almacend a -80°C hasta su analisis. La cuantificacion
de la CUR en plasma también se realizé con el método analitico de cromatografia liquida

acoplado a espectrometria de masas descrito anteriormente.

6.5. Preparacion de la formulacion con los polimeros y la dispersion
solida de CUR

Los polimeros seleccionados para la formulacion fueron la MCC y la CMC, que se
combinaron en una proporcion de 9:1, respectivamente. El primer tratamiento consistio en

un granulado de estos dos polimeros celulésicos obtenido mediante un proceso de
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granulacion via humeda. El segundo tratamiento contenia la misma mezcla de polimeros y la
dispersion sélida de CUR/PVP, en una relacion de 6:4, respectivamente. Para su fabricacion,
se utiliz6 un prototipo de granulador que simula las condiciones de un mezclador granulador
de alto corte y agua como liquido aglutinante. Los parametros del proceso de granulacion
evaluados fueron la velocidad y el tiempo de mezclado, volumen de liquido aglutinante,
velocidad de aspersion y tamafio de lote, seleccionando: 500 rpm durante 10 min, asperjando
40 mL de agua en el granulador a una velocidad de 4 mL/min, con un tamafio de lote de 100
g. Los granulados humedos se secaron en un horno de conveccion de aire caliente a 40°C
hasta tener un contenido de humedad del 3.5%. Una vez secos, los granulados se pasaron a
través de un tamiz de malla No. 25, para homogeneizar las particulas a un tamafio promedio
de 700 pm.

6.5.1. Caracterizacion de las formulaciones

La morfologia y superficie de los granulados se evalud utilizando un microscopio
electronico de barrido (modelo JSM-6010LA, JEOL), con un voltaje de aceleracion de 15
kV. El equipo y el pretratamiento de las muestras para la microscopia fue el mismo que se
utilizo para la caracterizacion de los polimeros. Se determino también la influencia del pH
en la capacidad de adsorcién de los polimeros celuldsicos individuales, y la combinacion de
ellos. Para ello, se prepararon suspensiones al 1% (p/p) de los materiales poliméricos en
soluciones buffer de pH 1.6, 5.2 y 6.6. Se tomaron 9.5 mL de las suspensiones y se les
adicionaron 0.5 mL de una solucion de AFB1 de 1 pg/mL, para obtener una concentracion
final de AFB1 de 50 ng/mL. Las soluciones a pH 1.6 permanecieron en agitacion constante
a 100 rpm durante 30 min a 40°C para simular las condiciones durante el paso por el buche,
mientras que las de pH 5.2 durante 45 min y las de pH 6.6 durante 2 h bajo las mismas
condiciones para simular el paso por proventriculo e intestino, respectivamente. Al término
de estos tiempos, las soluciones fueron centrifugadas y se recolectaron los sobrenadantes para
obtener su espectro de fluorescencia y calcular el porcentaje de adsorcién de cada polimero
celuldsico y la mezcla de ambos en los diferentes valores de pH. La deteccion de la AFB1 se

llevé a cabo con un espectrofotometro de fluorescencia (modelo LS-55, Perkin Elmer),
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adquiriendo los espectros en el rango de 350 — 600 nm con una longitud de onda de excitacion
de 365 nm y utilizando celdas de cuarzo con paso de luz de 10 mm. El limite de deteccion
para AFB1 fue de 0.5 ng/mL. Para tratar de esclarecer el mecanismo y las interacciones
involucrados en la adsorcion in vitro de la AFB1 se obtuvieron los espectros FTIR-ATR de
la formulacion, la AFB1 y la combinacion de ambos en el rango de 4000 — 400 cm, para lo
cual se preparé una soluciéon de AFB1 de 1 pg/mL en una solucion buffer de pH 6.6, la cual
se dividid en 2 partes, a la primera parte se le adicion6 el 1% (p/v) de la formulacion de los
polimeros celuldsicos, y a la segunda parte no se le adiciond nada. Se prepar6é también una
suspension al 1% (p/p) en buffer de pH 6.6 solo con la formulacién de los polimeros
celul6sicos. Estos sistemas se agitaron durante 2 h a 40°C y al término de este tiempo se
obtuvieron los espectros. Por ultimo, se obtuvieron los perfiles de disolucion de la
formulacién que contenia la dispersién solida de CUR, para lo cual se utiliz6 el Aparato USP
IV de celdas de flujo continuo (modelo CE 7Smart, SOTAX). El equipo se utilizé con una
configuracion de sistema cerrado, por lo que un volumen constante de medio de disolucion
estuvo recirculando a través de las celdas durante la prueba. En la Tabla 3 se resumen las

condiciones de operacion con las cuales obtuvieron los perfiles de disolucion.

Tabla 3. Condiciones de operacion de la prueba de disolucion en el Aparato USP 1V.

Condicién de Operacion
Equipo de disolucién

Tipo de celda
Medio de disolucion
Volumen del medio

Filtro
Temperatura de la prueba
Velocidad de flujo

Perlas de vidrio

Muestra
Tiempos de muestreo (min)

Especificacion
Equipo IV USP (celdas de flujo continuo) marca SOTAX modelo CE
7Smart
Celda para tabletas de 22.6 mm
pH 1.6,5.2y 7.0
150 mL
Filtros de Microfibra de Vidrio Whatman® GF/C (1.2 um)
40°C £ 0.5
16 mL/min

Colocar una perla de 5 mm de didmetro y posteriormente llenar la base
conica de la celda con perlas de vidrio de 1mm de didmetro.

N=6
2,4,6,8, 10, 15, 20, 30, 45 y 60.
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6.6. Evaluacion in vivo de las formulaciones

6.6.1. Animales, dietas y disefio experimental

La evaluacion in vivo de las formulaciones desarrolladas se llevo a cabo utilizando 150
pollos de engorda machos Cobb-Vantress de un dia de edad, los cuales fueron criados en
corrales durante 21 dias. El dia del nacimiento, los polluelos fueron etiquetados en el cuello,
pesados individualmente y asignados aleatoriamente a uno de los cinco grupos
experimentales: control negativo (alimento libre de micotoxinas); AFB1 (alimento + 2 ppm
de AFB1); CUR (alimento + 2 ppm de AFB1 + 0.2% de dispersion sélida de curcumina);
CEL (alimento + 2 ppm de AFB1 + 0.3% de la formulacion de polimeros celul6sicos); y,
CEL+CUR (alimento + 2 ppm de AFB1 + 0.3% de la formulacién de polimeros celuldsicos
+ 0.2% de dispersion sélida de curcumina). Cada grupo tuvo 3 réplicas de 10 pollos (n =
30/grupo). Se utiliz6 alimento iniciador a base de maiz y soya, no fue medicada y se formuld

para aproximar los requerimientos nutricionales de los pollos de engorda.

La AFB1 fue proporcionada por el Dr. George E. Rottinghaus, del Laboratorio de
Diagnoéstico Médico Veterinario, Universidad de Missouri, y fue producida a través de la
fermentacion de arroz utilizando la cepa Aspergillus parasiticus (NRRL 2999). El analisis de
las muestras de arroz en polvo arroj6 un contenido total de AF de la siguiente forma: 74.62%
de AFB1, 22.38% de AFGL, 2.48% de AFB2 y 0.49% de AFG2. La AFB1 se adiciond al
alimento de las aves y se mezcl6 lo suficientemente bien para alcanzar la concentracion
especificada de manera homogénea. Cada tratamiento se agregd a la concentracion
especificada en la dieta experimental correspondiente y se mezclaron homogéneamente. Las
aves tuvieron acceso ad libitum al agua y al alimento. Este estudio se realizé de acuerdo con
las recomendaciones del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) de la
Universidad de Arkansas, Fayetteville, con el protocolo #15006, aprobado el 28 de mayo de
2015.
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6.6.2. Parametros de productivos

Las réplicas en el experimento se usaron como unidades experimentales para el calculo
de los pardmetros productivos de las aves. El peso individual de las aves y la ingesta de
alimento por corral se registraron semanalmente durante 21 dias. El peso corporal (BW), la
ganancia de peso corporal (BWG), la ingesta de alimento (FI) y el indice de conversion

alimenticia (FCR) se calcularon cada semana.

6.6.3. Peso relativo de los 6rganos

El dia 21, todas las aves fueron sacrificadas humanitariamente por inhalacion de CO>. Se
extrajeron el higado, el bazo, la bolsa de Fabricio y el intestino de 15 aves por grupo (5 aves
de cada réplica), se limpiaron los tejidos adherentes, se enjuagaron con solucién salina al
0.9% y se conservaron a 4°C hasta determinar su peso. También se calculd la relacion del
peso bazo/bolsa de Fabricio. El peso de estos drganos se midid y se expresé como peso

relativo:

. Peso del 6rgano
Peso relativo = —x 100
Peso corporal final

6.6.4. Evaluacidén de lesiones histoldgicas en tejido hepatico

Se evalud la degeneracion hepatocelular, la infiltracion linfoide y heterdéfila en el higado
de las aves experimentales. Para esto, se extrajo el higado de 12 aves de cada grupo
experimental (4 aves de cada réplica) el dia 21. Los higados se limpiaron de tejidos
adherentes, se enjuagaron con solucion salina al 0.9% y luego se fijaron en formaldehido
neutro tamponado al 10%. Una vez fijados, una seccion transversal de la parte media del
I6bulo hepético izquierdo se procesO rutinariamente, se deshidratd en concentraciones
crecientes de alcohol y se embebi6 en parafina. Las muestras de tejido se seccionaron con un
espesor de 5 pum, se tifieron con hematoxilina y eosina, y se montaron en cubreobjetos para

su analisis histologico. La degeneracion hepatocelular se puntu6 de la siguiente manera: 0 =
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ausencia de inflamacion celular; 0.5 = degeneracion vacuolar y/o deposicion de grasa leve;
1 = degeneracién vacuolar y/o deposicion de grasa leve a moderada; 2 = degeneracion
vacuolar y/o deposicion moderada de grasa; 3 = degeneracion vacuolar y/o deposicion de
grasa moderada a severa; y 4 = degeneracion vacuolar y/o deposicion grasa severa. La
puntuacion total se obtuvo mediante la evaluacion de cinco campos por corte de tejido con

un aumento de 20x. Se calculé la mediana, la moda y la varianza de los puntajes obtenidos.

La cuantificacion de las células inflamatorias (tanto linfocitos como heteréfilos) se obtuvo
utilizando la siguiente metodologia. En un campo general desde el extremo superior
izquierdo del corte de tejido, con el objetivo 5x, se evalud un area de 3.4 mm?. Se contd el
namero total de areas perivasculares y grupos de células inflamatorias de cada corte de tejido.
Se excluyeron aquellos campos con menos de cuatro areas perivasculares o grupos de células
inflamatorias. Para cuantificar el nimero de capas en el area perivascular, se uso el radio mas
grande que contenia un nimero significativo de capas perivasculares junto al centro del
poligono en la vena. En los agregados linfoides, las células inflamatorias se cuantificaron
contando el numero de capas celulares al considerar el radio resultante del didmetro mas
grande del grupo. El nimero de agregados se multiplico por el nimero de capas y se obtuvo
el promedio. La puntuacion de la lesion se asigno de la siguiente forma: Puntuacion: 0 =
ninguna capa celular por agregado celular (ausencia de infiltrado inflamatorio); 0.5=1-11
capas celulares por agregado celular (infiltrado inflamatorio leve); 1 = 12 — 24 capas de
células por agregado celular (infiltrado inflamatorio leve a moderado); 2 = 25 — 50 capas
celulares por agregado celular (infiltrado inflamatorio moderado); 3 = 51 — 100 capas
celulares por agregado celular (infiltrado inflamatorio moderado a severo); y 4 = mas de 100
capas celulares por agregado celular (infiltrado inflamatorio severo). Se calculé la mediana,

la moda y la varianza del total de los puntajes.

6.6.5. Analisis bioquimico en suero

Después del sacrificio de las aves el dia 21, se seleccionaron al azar 12 aves de cada

tratamiento (4 aves de cada réplica) y se tomaron muestras de sangre de la vena femoral antes
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de la necropsia. La sangre se centrifugd a 1100 x g a 4°C durante 15 min; el suero se separo
y se conservO a -20°C hasta que se sometié a andlisis bioquimico. Se determind la
concentracion sérica de alblmina, proteinas totales, fosfatasa alcalina (ALP), alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), gamma-glutamiltransferasa
(GGT), nitrogeno ureico en sangre (BUN), colesterol, triglicéridos, glucosa, creatinina, acido
urico, fosforo, magnesio y hierro utilizando un analizador de quimica clinica Corning (Chiron
Corporation). La actividad de la superéxido dismutasa (SOD), asi como los niveles de
mucina, citrulina y proteina C reactiva (CRP), se determinaron en muestras de suero usando
kits de analisis comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para SOD se us6 un
kit de ensayo para determinar los tres tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y FeSOD) (catélogo no.
706002, Cayman Chemical Company), con una dilucion 6ptima de las muestras de 1:5. Para
la determinacion cuantitativa de las concentraciones séricas de mucina, citrulina y CRP se
utilizaron kits ELISA que emplean la técnica de sandwich de doble antigeno (catalogo no.
MBS2505849, MBS2601045 y MBS261842, respectivamente, MyBioSource), utilizando
muestras de suero sin diluir para mucina y citrulina, y una dilucion optima de 1:20 para la
CRP. Todas las muestras se midieron a 450 nm utilizando un lector de microplacas

multimodo (modelo Synergy HT, BioTek Instruments, Inc.).

6.6.6. Niveles intestinales de IgA

Los niveles de IgA intestinal se determinaron en muestras de la mucosa intestinal
obtenidas mediante lavados con solucidn salina. Para esto, se extrajo el intestino de 12 aves
por grupo (4 aves de cada réplica) después del sacrificio el dia 21. Posteriormente, se tomaron
secciones de intestino de 5 cm (a partir del diverticulo de Meckel), se enjuagaron y luego se
extruyeron 3 veces con 5 mL de solucion salina al 0.9% para obtener la mucosa intestinal. El
liquido de los enjuagues se recolect6 en un tubo y se centrifugé a 2000 x g a 4°C durante 10
min, recuperando el sobrenadante y congeladndolo a -20°C hasta que fue utilizado. Para la
cuantificacion de la IgA se utilizd un ensayo de ELISA indirecto, con el kit comercial
(catalogo no. E30-103, Bethyl Laboratories Inc.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se usaron placas de 96 pocillos (catdlogo no. 439454, Nunc MaxiSorp) y se leyeron a 450
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nm. La dilucion Optima para la cuantificacion total de IgA en de la mucosa intestinal fue de
1:100.

6.6.7. Evaluacion de la inmunidad humoral: produccién de anticuerpos contra el
virus de la enfermedad de Newcastle

El primer dia, antes de que todos los pollitos se separaran para formar los grupos, se
tomaron muestras de sangre y se determind el titulo de anticuerpos maternos contra el virus
de la enfermedad de Newcastle utilizando un kit comercial ELISA (catalogo no. NDV-0200,
AffiniTech, LTD.). Posteriormente, todos los pollitos fueron vacunados contra la enfermedad
de Newcastle (ND) - Bronquitis infecciosa (BI), (vacuna cepa B1 ND mas los serotipos Mass
& Ark 1B, virus vivo CEO, Merial), mediante administracion ocular. El dia 14, las aves
fueron vacunadas nuevamente con la misma vacuna. El dia 21, se seleccionaron al azar 12
aves por tratamiento (4 aves de cada réplica), se sacrificaron humanitariamente por
inhalacion de CO2 y se tomaron muestras de sangre de la vena femoral antes de la necropsia.
La sangre se centrifug6 a 1118 x g a 4°C durante 15 min, el suero se separd y se conservo a
-20 ° C hasta su uso. El titulo de anticuerpos contra ND se determind usando el mismo kit
comercial ELISA.

6.6.8. Evaluacién de la inmunidad celular: respuesta cutanea a fitonemaglutinina
(PHA)

Para evaluar la actividad inmune celular, se utilizdé la respuesta de hipersensibilidad
basofila cutdnea (CBH) inducida por la fitohemaglutinina en la piel interdigital de las aves.
El dia 18, se seleccionaron al azar 12 aves de cada tratamiento (4 aves por réplica) y se
inyectaron por via intradérmica en la piel interdigital entre el tercer y cuarto digito de la pata
derecha con 0.1 mL de PHA-M (catalogo no. 10576015, Gibco). La respuesta de CBH se
evalud determinando el grosor de la piel interdigital en el sitio de inyeccion con un calibrador
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digital antes de la inyeccion, y 12 y 24 h después de la inyeccion. La respuesta de CBH se

calculé mediante:

Respuesta CBH (mm) = grosor alas 12 y 24 h postinyeccién — grosor preinyeccion

6.6.9. Pigmentacion de la piel

El perfil de color del sistema CIE de luminosidad (L*), enrojecimiento (a*) y amarillez
(b*) se midié usando un colorimetro de reflectancia (modelo Minolta Chroma Meter CR-
300, Minolta) para evaluar los cambios de pigmentacion en la piel de las aves. Para esto, el
dia 20 se llevo a cabo la medicion de color de 12 aves de cada tratamiento (4 aves por réplica)

en la piel del muslo y la almohadilla plantar.

6.7. Evaluacion in vivo de un DFM contra los efectos toxicos de la
AFB1

6.7.1. Seleccion del DFM candidato

Diversas investigaciones realizadas en el laboratorio de salud avicola de la Universidad
de Arkansas se han centrado en el aislamiento de varias cepas bacterianas de fuentes
ambientales y avicolas con propiedades probidticas. En el presente proyecto, el candidato
DFM fue un cultivo de esporas que se produce a partir de tres cepas bacterianas del género
Bacillus combinadas en proporciones iguales (1:1:1), dos cepas de Bacillus
amyloliquefaciens y una mas de Bacillus subtilis, que se identificaron previamente mediante
analisis de secuenciacién 16S rRNA. Sus procedimientos de evaluacién, seleccion,
aislamiento, caracterizacion y esporulacion se han descrito anteriormente [212]. EI DFM se
agrego al alimento para obtener la dieta experimental con una concentracion final de 10°

esporas/g de alimento.
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6.7.2. Animales, dietas y disefio experimental

El estudio se llevd a cabo en 90 pollos de engorda macho Cobb 500 de 1 dia de edad
(Cobb-Vantress Inc., Arkansas) que fueron criados en corrales durante 21 dias. El dia de su
nacimiento, los pollitos fueron etiquetados en el cuello, pesados individualmente y asignados
aleatoriamente a uno de los tres grupos experimentales: control negativo (alimento libre de
micotoxinas), AFB1 (alimento + 2 ppm de AFB1) y DFM (alimento + 2 ppm AFB1 + DFM).
Cada grupo tuvo tres réplicas de 10 pollos (n = 30/grupo). Se utilizé alimento iniciador a base
de maiz y soya, no fue medicada y se formuld para aproximar los requerimientos
nutricionales de los pollos de engorda. Se afiadio la AFB1 a las dietas y se mezclo para
alcanzar la concentracion especificada. ElI candidato Bacillus-DFM se agrego a la dieta
experimental y se mezclé completamente a la concentracion especificada. Las aves tuvieron
acceso ad libitum al agua y al alimento. Todos los procedimientos de manejo de animales
cumplieron con el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en la
Universidad de Arkansas, Fayetteville. Especificamente, el IACUC aprobo este estudio bajo
el protocolo No. 15006.

6.7.3. Evaluacién de los parametros productivos, inmunoldgicos y bioguimicos
Séricos

El resto del estudio se realiz6 exactamente igual que el estudio in vivo para evaluar la
efectividad de las formulaciones de polimeros celulésicos y CUR, siguiendo los

procedimientos que se encuentran descritos del numeral 6.6.2 al 6.6.8 de esta seccion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del estudio para seleccionar los polimeros con mejor capacidad de
adsorcién para las micotoxinas evaluadas, utilizando un modelo gastrointestinal in vitro, se
resumen en la Tabla 4 y la Figura 5. Los grupos control, que no contenian ningun polimero
adsorbente, se consideraron con porcentajes de adsorcidn del 0.00%. Para AFB1, los mejores
materiales adsorbentes fueron CMC (44.6%) y HPMC (43.1%), seguidos por CHI (37.5%) y
MCC (35.4%). Para FUBL, los materiales que mostraron la mayor capacidad adsorbente
fueron los polimeros celuldsicos, HPMC (54.1%); CMC (52,9%) y MCC (48,1%); seguidos
por el CHI (34%). Curiosamente, HPMC fue el material que mostrd la mejor actividad de
adsorcién para OTA con un 86.3%, seguido de CMC (69.8%) y MCC (60.5%). EI material
con la capacidad adsorbente mas baja contra esta micotoxina fue CHI (50,6%). Los mejores
polimeros adsorbentes para T-2 fueron, una vez més, los materiales celulésicos HPMC
(51,9%); CCM (40,6%); y, CMC (39.5%). CHI (26.7%) mostré capacidad adsorbente
moderada contra T-2. Para DON, CMC (36.3%) y HPMC (31.4%) fueron los dos materiales
gue mostraron la mejor actividad de adsorcidn, seguidos por MCC (16.7%). No se observaron
diferencias significativas con CHI (3.5%) en comparacion con el grupo control (0.0%). MCC
(89.7%) y CMC (83.5%) mostraron la mayor actividad de adsorcion para ZEA, seguidos por
HPMC (77.6%) y CHI (75.6%).

Puesto que es raro encontrar granos contaminados con una sola micotoxina, debido a que
muchas especies de hongos pueden crecer y producir diversas micotoxinas en condiciones
ambientales similares, y que el alimento para animales se compone de varios ingredientes
que pueden estar contaminados con micotoxinas diferentes, el método mas practico para
contrarrestar sus efectos toxicos en animales es el uso de adsorbentes [132,133]. Sin
embargo, los adsorbentes de micotoxinas que se utilizan comUnmente no poseen buenas
propiedades de adsorcién contra maltiples micotoxinas [6]. Se ha demostrado que varios
materiales inorganicos, como las bentonitas y los aluminosilicatos, o las arcillas en general,
tienen propiedades adsorbentes para reducir el efecto téxico de las AF, pero tienen una

eficacia limitada contra otras micotoxinas [6,134]; ademaés, deben incorporarse en
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concentraciones altas que pueden comprometer la biodisponibilidad de algunos nutrientes de
la dieta, reduciendo asi el rendimiento de los animales. Por otro lado, algunos de estos
materiales inorganicos también contienen metales pesados, lo que limita su uso como aditivos
alimenticios e impiden el uso del estiércol de los animales tratados como fertilizante. Por
estas razones, durante la Gltima década se han llevado a cabo varios estudios con otro tipo de
materiales adsorbentes [83,103]; y aunque algunos de estos materiales ofrecen un gran
potencial para adsorber micotoxinas presentes en el alimento, todavia no existe un material
adsorbente que cumpla con todas las caracteristicas deseables. Los polimeros naturales o
sintéticos son moléculas grandes que estan compuestas de muchos monémeros que tienen
amplias propiedades, los cuales abarcan desde los plasticos sintéticos que se utilizan para la
fabricacion de plasticos, hasta los biopolimeros naturales como la celulosa, el biopolimero 'y
la fuente de carbono méas abundante en la tierra [135]. Su gran peso molecular en relacion
con el tamafio molecular tan pequefio produce propiedades fisicas Unicas que desempefian
papeles importantes en nuestra sociedad. En esta primera parte del proyecto, se evaluaron
cuatro materiales poliméricos que han sido estudiados como materiales adsorbentes, excepto
para micotoxinas, incluyendo el quitosano (CHI) y tres polimeros celulésicos (HPMC, CMC
y MCC). Se utilizé un modelo de digestibilidad in vitro, el cual tiene la ventaja de que incluye
todos los cambios de pH a traves del tracto digestivo de las aves de corral (5.2 para el buche;
1.8 para el proventriculo y 6.6 para el tracto intestinal). Los polimeros evaluados se utilizan
ampliamente como excipientes y aditivos en las industrias farmacéutica y alimentaria, y
aunque los tres polimeros celulésicos HPMC, CMC y MCC se utilizan como adsorbentes
para la eliminacién de colorantes y contaminantes de medios acuosos [136,137], hasta donde
sabemos, esta es la primera vez que se prueba su capacidad para adsorber micotoxinas.
Observamos que estos materiales mostraron una excelente actividad adsorbente contra las
seis micotoxinas evaluadas. La HPMC tuvo una actividad de unién muy buena; sin embargo,
dado que se trata de un polimero no idnico que en contacto con agua o fluidos
gastrointestinales se hincha y forma una capa de gel alrededor del nucleo seco de la matriz
de polimero [138], la formacion de esta capa de gel conduce al aumento significativo de la
viscosidad, descalificandolo como un buen candidato para la industria animal,

particularmente la de las aves de corral. La CMC y MCC tuvieron una capacidad de adsorcién
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muy similar contra las seis micotoxinas, excepto que la CMC mostré mayor adsorcién contra
DON (36.2%), en comparacion con la MCC (16.7%). La CMC es un polisacarido anionico
cuyas unidades monomeéricas contienen tres grupos OH, los cuales estan disponibles para
formar puentes de hidrogeno. Diversos estudios han demostrado que las principales fuerzas
responsables de la capacidad de adsorcion de la CMC es una combinacién de interacciones
electrostaticas y puentes de hidrogeno [139]. Ademas, la CMC es neutral a valores de pH
bajos pero se hidroliza a valores de pH altos (a pH alto, la CMC pierde su contraion positivo
de Na*, adquiriendo una carga negativa)[140], lo que sugiere que se comportara bien como
adsorbente de micotoxinas en las diferentes condiciones de pH del tracto gastrointestinal de
las aves de corral. Por otro lado, la MCC es una celulosa purificada y parcialmente
despolimerizada que posee una considerable inercia quimica y fisica. Los mecanismos de
adsorcién de MCC corresponden principalmente a una adsorcion de monocapa en su
superficie. Algunos estudios han demostrado que la atraccion electrostatica (adsorcion fisica)

es el mecanismo de adsorcion dominante de la MCC [97].

Los resultados de esta prueba proponen el uso de MCC como un potencial adsorbente de
micotoxinas, aunque aun se requiere una mejora adicional para aumentar la capacidad de
adsorcion. Con respecto al CHI, este biopolimero ha demostrado tener usos prometedores
como adsorbente de algunas micotoxinas, iones de metales pesados y colorantes [103].
Ademas, se ha probado para eliminar OTA de bebidas contaminadas, demostrando que el
CHI puede reducir los niveles de esta micotoxina [141,142]. Nuestros resultados comprueban
la capacidad del CHI para adsorber moderadamente cinco de las seis micotoxinas evaluadas,
a excepcion de DON, aunque su capacidad de adsorcidn resultd menor en comparacién con
los polimeros celuldsicos. Aungue en este estudio se evalud la efectividad del CHI no
entrecruzado, la formacién de particulas de CHI entrecruzado podria mejorar su capacidad
de adsorcion. Los resultados de este estudio in vitro sugieren que los polimeros celuldsicos
(HPMC, CMC y MCC) mostraron mejor capacidad adsorbente contra las seis micotoxinas
evaluadas en comparacion con el CHI. Sin embargo, el aumento de la viscosidad causado por
HPMC lo descalifica como un buen candidato como material adsorbente para animales

monogastricos. Por otro lado, tanto la CMC como la MCC también demostraron notables
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propiedades de adsorcion contra las seis micotoxinas evaluadas, lo que sugiere que pueden

ser candidatos como materiales adsorbentes usados en el alimento para aves de corral y otros

animales monogastricos.

Tabla 4. Evaluacién de la capacidad adsorbente para micotoxinas en un modelo gastrointestinal in vitro?,

Micotoxina
Adsorbente AFB1 (ng/mL) o FUB: (ng/mL) o
Inicial No adsorbida Adsorcion * (%) Inicial No adsorbida Adsorcion * (%)
Control 12.00+£0.43% 0.00° 1832.33 +43.212 0.00°¢
HPMC 6.833+1.12° 43.06 +9.332 840.67 +67.98 ¢ 5412 £3.712
CMC 12.00 6.65+0.85"P 4458 +7.12°2 1832.33  863.00+54.51° 52.90+2.972
MCC 7.75+0.45° 35.42+£3.782 951.00 +44.75°¢ 48.10+2.44°2
CHI 750+0.31°P 37.50+2552 1208.67 + 144.15° 34.04+7.87°
SEM 3 - 0.70 5.63 - 80.30 4.25
Valor de p - 0.0017 0.0013 - 0.0000 0.0000
Micotoxina
Adsorbente OTA (ng/mL) o T-2 (ng/mL) 9
Inicial No adsorbida Adsorcion * (%) Inicial No adsorbida Adsorcion * (%)
Control 28.32+252% 0.00d 17483+7.202 0.004d
HPMC 3.87+0.48¢ 86.35+1.702 84.17£6.27°¢ 51.86 £3.592
CMC 28.32 855+0.33¢d 69.81+1.15P 174.83 105.83+4.60°¢ 39.47 £2.63P
MCC 11.18 +2.242¢  60.51+7.900¢ 103.83+3.98°¢ 40.61+2.28°
CHI 13.98 +0.90 P 50.63+3.16°¢ 128.17 +10.54 P 26.69 +£6.03 ¢
SEM 3 - 1.58 3.92 - 6.92 3.50
Valor de p - 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000
Micotoxina
Adsorbente DON (ng/mL) I ZEA (ng/mL) I
Inicial No adsorbida Adsorcion * (%) Inicial No adsorbida Adsorcion * (%)
Control 99.35+1.862 0.00°¢ 115.33+7.172 0.00°¢
HPMC 68.12+4.09°¢ 3143+4.12¢2 25.83+2.83°P 77.60 +£2.46
CMC 99.35 63.31+£3.92°¢ 36.27 £3.942 115.33 19.00 +5.25b.¢ 83.53+455ab
MCC 82.77+296° 16.69 +2.98°P 11.83 +3.06 ¢ 89.74 £ 2,652
CHI 95.82+1.922 355+1.93°¢ 28.17+1.20° 75.58 +1.04 P
SEM 3 - 3.10 3.00 - 442 2.64
Valor de p - 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000

1 Cada valor representa la media + error estandar. 2 Calculado en funcién del tratamiento control que no contenia
adsorbente. &9 No hay diferencia significativa entre los valores etiquetados con el mismo superindice en una
columna (p <0.05). 3 Error estandar de las medias. HPMC = Hidroxipropilmetilcelulosa, CMC =
Carboximetilcelulosa, MCC = Celulosa microcristalina, CHI = Quitosano, AFB1 = Aflatoxina B1, FUB1 =
Fumonisina B1, OTA = Ocratoxina A, T-2 = Toxina T-2, DON = Deoxinivalenol y ZEA = Zearalenona.
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Figura 5. Porcentaje de adsorcion de multiples micotoxinas por los adsorbentes evaluados. Las barras representan
los valores promedio. Las barras de error muestran el intervalo alrededor de cada media, basado en el método de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. HPMC = Hidroxipropilmetilcelulosa, CMC =
Carboximetilcelulosa, MCC = Celulosa microcristalina, y CHI = Quitosano, AFB1 = Aflatoxina B1, FUB1 =
Fumonisina B1, OTA = Ocratoxina A, T-2 = Toxina T-2, DON = Deoxinivalenol y ZEA = Zearalenona.

Con base en los resultados obtenidos, los polimeros seleccionados para llevar a cabo la
formulacién adsorbente fueron la MCC y la CMC, utilizadas en una proporcion de 9:1,
respectivamente. Para identificar los grupos funcionales especificos en estos polimeros, se
llevaron a cabo estudios de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con
reflexion total atenuada (FTIR-ATR) en los dos polimeros celulésicos y en la mezcla de
ambos, en la Figura 6 se muestra la comparacion de los espectros FTIR, donde los porcentajes

mas altos de transmitancia relativa representan menor cantidad de grupos funcionales.

En los espectros FTIR de la Figura 6 se puede observar que los dos polimeros y la mezcla
de ambos poseen espectros caracteristicos de la celulosa, en los cuales se puede se ubicar
facilmente una banda fuerte y amplia entre 3600 — 3000 cm™, atribuible a las vibraciones de
estiramiento de los grupos O-H presentes en el esqueleto polihidroxilado del polisacéarido.
Se pueden observar otras bandas de absorcion mas débiles en la region de 3000 — 2850 cm™,
la cual se asocia al estiramiento de los grupos C—H de las unidades de glucosa presentes en
la estructura quimica de la celulosa. Para la MCC y la mezcla de celulosas, la banda entre
1430 — 1400 cm™ y la banda en 1315 cm™ corresponden a vibraciones de tijera de los enlaces
C—H2, mientras que en el espectro de la CMC se pueden observar las principales bandas
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vibratorias relacionadas con los tramos asimétricos en 1600 cm™, y simétricos en 1420 cm™*
y 1323 cm’, de los grupos carboxilo COO, los cuales se encuentran superpuestos con la
banda de agua adsorbida entre 1630 — 1650 cm™, la cual si se observa en los espectros de la
MCC y la mezcla de los dos polimeros. Las bandas de absorcion presente en los tres espectros
entre 1100 y 1000 cm™ se atribuyen a las vibraciones de los grupos C-O de los alcoholes
secundarios y éteres existentes en la estructura de la celulosa, mientras que la banda que se
observa claramente en los espectros de MMC y de la mezcla de los dos polimeros en 1160
cm® corresponde al estiramiento simétrico y las vibraciones de los grupos C—O—C del anillo
de la B-glucopiranosa que constituye a la celulosa. Tanto la MCC como la mezcla de ambas
celulosas presentaron una pequefia banda en 900 cm™, que esta relacionada con la
deformacion del grupo del carbono anomérico C1-H, la flexion del grupo O—H y la vibracion
del anillo caracteristicos de los enlaces glucosidicos B(1—4) entre las unidades de
anhidroglucosa [143-145].

(A) (B)

~

Transmitancia relativa (%0)
Transmitancia relativa (%)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400 4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200
Ndmero de onda (cm?)

©

800 400

Numero de onda (cmt)

Transmitancia relativa (%)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Ndmero de onda (cmt)

Figura 6. Espectros comparativos FTIR de (A) celulosa microcristalina (MCC), (B) carboximetilcelulosa (CMC) y
(C) mezcla de estos dos polimeros celulésicos en proporcion 9:1, respectivamente.
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Para analizar la morfologia y la superficie de los polimeros evaluados se utiliz6
microscopia electronica de barrido, las micrografias se presentan en la Figura 7. Como se
puede observar, la MCC estd compuesta principalmente por agregados y particulas de
geometria semi esférica, con bastante porosidad y rugosidad en la superficie; mientras que la
CMC presenta una estructura conformada por fibrillas aglomeradas entre si con una
porosidad menor, pero con una superficie rugosa cuyas fibras no presentan continuidad
identificable. La mezcla de estos dos polimeros celulésicos resulta en particulas con
geometria semi esférica con una superficie fibrilar con bastante porosidad, es decir, una
combinacién de la estructura y superficie de los dos materiales poliméricos. Por otra parte,
el analisis EDS nos indica, como era de esperarse, que los Unicos elementos que componen
a los polimeros estudiados son carbono y oxigeno, en una composicion porcentual de masa

aproximada del 72 y 28%, respectivamente.
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Figura 7. Micrografias de (A) celulosa microcristalina (MCC), (B) carboximetilcelulosa (CMC) y (C) mezcla de
estos dos polimeros celulésicos en proporcién 9:1, respectivamente, y (D) espectro EDS de los polimeros celulésicos.
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Respecto al comportamiento térmico de los polimeros celulésicos, se observaron
solamente fendmenos de transicion vitrea (Tg), debido a que en este rango de temperatura los
polimeros celulésicos no mostraron otro tipo de eventos térmicos debido a su relativa
estabilidad térmica, que deriva de su mayor cristalinidad y menor contenido de humedad.
Esta reportado que los eventos endotérmicos generados por la descomposicion de la MCC
ocurren después de los 300°C, y las transiciones por debajo de esta temperatura son
numerosas, complejas y sutiles, pudiendo estar asociadas con transiciones vitreas que se
presentan en tripletes y con posibles transiciones menores a la T, ya que los principales
factores que afectan la T4 de los materiales poliméricos semi-cristalinos son la composicion
quimica de la molécula del polimero y el peso molecular de las regiones amorfas [146-148].
Respecto a la CMC, el termograma muestra un evento endotérmico relativamente amplio
alrededor de 130°C, que corresponde a la Tg. Al igual que en la MCC, los eventos térmicos
en la CMC comienzan a observarse a temperaturas mayores a 250°C, y corresponden a
eventos asociados a la descomposicion de la cadena principal [149,150]. La mezcla de los
dos polimeros celuldsicos resulta en un termograma muy similar al de la MCC, ya que es
este polimero el que se encuentra en mayor proporcién dentro de la mezcla, lo cual nos indica

gue no existe ninguna interaccidn quimica en la mezcla de estos dos polimeros.

MCC.001
CMC.001
MCC-CMC.001

Heat Flow (W/g)

-1.0 T T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Ex0 Up Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 8. Analisis por DSC de la celulosa microcristalina (MCC), la carboximetilcelulosa (CMC) y la mezcla de
estos dos polimeros.
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Para incrementar la solubilidad de la CUR se prepar6 una dispersion sélida utilizando PVP
K30 como acarreador. Los resultados respecto a la mejora de la solubilidad de la CUR debido
al uso de la dispersidn solida se resumen en la Tabla 5, en donde se puede observar que a pH
1.2 y 5.2, la CUR mostré una solubilidad muy baja (por debajo del limite de deteccion del
método analitico utilizado para la cuantificacion), y a pH 6.4 la solubilidad no se pudo
determinar debido a la degradacion que sufre la CUR. Sin embargo, cuando la CUR se
preparé como dispersion solida utilizando la PVP, su solubilidad mejor6 significativamente,
particularmente en la relacion CUR/PVP de 1:9, lo cual se atribuye a los cambios en el estado
solido de la CUR durante la formacidn de la dispersién, ya que hay una conversion del estado
cristalino de la CUR a una forma amorfa de alta energia [151]. Otra clara ventaja del uso de
la dispersion solida fue la mayor estabilidad que tuvo la CUR en medios con pH de neutros
a basicos, lo cual se debe a que entre la PVP y la CUR se forman puentes de hidrogeno en la
posicion hidroxilo del fenol, y el grupo carbonilo de la PVP forma enlaces ionicos positivos

y negativos con el grupo bicarbonilo de la CUR, otorgadndole mayor estabilidad [152].

Tabla 5. Solubilidad de la curcumina (CUR) y de las dispersiones s6lidas (CUR/PVP) en diferentes proporciones en
funcion del pH a temperatura ambiente?.

Concentracion de CUR (pg/mL)
pH 1.2 pH 5.2 pH 6.4
CUR <1.36° <1.36° ND*
CUR/PVP (1:6) 39.95 + 0.98° 85.57 +2.02° 94.27 + 4.70°

CUR/PVP (1:9) 122.06 + 2.59° 184.04 +5.56*  212.82 +£1.20°

! Cada valor representa la media + error estandar. € No hay diferencia significativa entre los valores etiquetados
con el mismo superindice en una columna (p <0.05), n=3. *No determinado debido a la inestabilidad de la CUR
(degradacién). CUR = Curcumina, CUR/PVP = Dispersion sélida de curcumina usando PVVP como acarreador

La dispersion solida resultd en particulas pequefias de tamafio irregular y con aspecto
vitreo, ya no se observaron particulas de CUR con morfologia cristalina columnar de tamafio
poli disperso, ni la morfologia esférica de la PVP (Figura 9A y 9B, respectivamente), lo que
nos indica que la CUR se dispersé homogéneamente en la PVP en forma amorfa a nivel

molecular como se muestra en la Figura 9C.
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Figura 9. Micrografias de la curcumina (A), la polivinilpirrolidona (B) y la dispersion sélida en una proporcion 1:9
©.

Los termogramas por DSC (Figura 10) muestran un pico endotérmico de la CUR en
173.20°C, que puede atribuirse su punto de fusion [151]. En el termograma de la PVP se
puede observar un pico endotérmico alrededor de 100°C, que podria atribuirse a la
evaporacion del agua de la humedad residual [152], ademas se puede observar, sefialada con
el circulo, la Ty de este polimero que se encuentra aproximadamente a los 160°C. En el
termograma de la dispersién sélida ya no se observa el pico de fusion de la CUR, lo cual es
el resultado del efecto solubilizante de la PVP durante el proceso de calentamiento, en el cual
la CUR se dispersa uniformemente en un estado molecular amorfo formando una solucion

solida amorfa que se sabe es la responsable del aumento de la solubilidad de la CUR [153].
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Figura 10. Analisis por DSC de la polivinilpirrolidona (PVP) (superior), la curcumina (CUR) y de la dispersion
solida en proporcion 9:1 (CUR/PVP) (inferior).

Como se observa en la Figura 11, la dispersion solida de CUR no comprometio la
viabilidad celular incluso a dosis altas de CUR y PVP, lo cual era de esperarse, ya que estos
dos compuestos son de baja toxicidad incluso a dosis relativamente altas [154]. Se evaluaron
tres niveles de concentracion de CUR (250, 500 y 750 pg/mL), tanto curcumina sola como

en las dos proporciones con PVP (1:6 y 1:9) de las dispersiones solidas.
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Figura 11. Citotoxicidad de la curcumina (CUR) y de las dispersiones sélidas con polivinilpirrolidona (PVP) en
diferentes proporciones en monocapas de células Caco-2 después de 2 h de exposicion.

La Tabla 6 muestra los resultados de la evaluacion de la permeabilidad aparente media
(Papp) y la relacion de mejora de absorcion (R) de la CUR preparada como dispersion sélida
con PVP. La permeabilidad de la CUR en las células Caco-2 mejord significativamente con
las dos proporciones de PVP, tanto 1:6 como 1:9, aumentando la permeabilidad de la CUR
mas de 2 y 6 veces, respectivamente, en comparacion con la CUR no formulada como
dispersion, lo cual sugiere que el incremento en la permeabilidad se debe al mayor gradiente

de concentracion que genera el aumento en la solubilidad de la CUR.

Tabla 6. Evaluacion de la permeabilidad aparente (Papp) y relacion de mejora de absorcion (R) de la curcumina
(CUR) y de las dispersiones so6lidas (CUR/PVP) en diferentes proporciones a través de monocapas de células Caco-
2 después de 2 h de incubacion?.

Absorcién
Papp X 10 (cm/s) R
Mg %
CUR 10.00 £ 0.42¢ 8 496 +0.21¢ -
CUR/PVP (1:6) 2144+ 3.42° 17.16 10.64 + 1.69° 2.14
CUR/PVP (1:9) 66.00 +13.58% 52.80 32.74 +6.742 6.60

! Cada valor representa la media + error estandar. € No hay diferencia significativa entre los valores etiquetados
con el mismo superindice en una columna (p <0.05), n=3.
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Figura 12. Efecto de la curcumina (CUR) y de las dispersiones sélidas (CUR/PVP) en diferentes proporciones sobre
la TEER en funcion del tiempo (media + error estandar, n=3).

La integridad de la monocapa celular se verifico mediante la medicion de la TEER de un
lado de la monocapa al otro lado durante las 2 h de incubacién, y 12 h después de iniciado el
estudio. Como se puede observar en la Figura 12, al inicio hubo una caida de los valores de
TEER observados para todos los tratamientos, pero con el paso del tiempo la TEER aumento
nuevamente hasta alcanzar los valores iniciales. Esta caida probablemente se debi6 al estrés,
que experimentaron las células debido a la manipulacion y a la aspiracion del medio de

cultivo y la toma de las muestras.

La mejora de estas dos propiedades biofarmacéuticas, solubilidad y permeabilidad, resultd
en la mejora de la biodisponibilidad de la CUR, lo cual pudimos corroborar a través de la
medicion de los niveles plasméaticos de CUR de pollos de engorda dosificados por via oral
con CUR no formulada y con la dispersion sélida. La Figura 13 muestra el perfil plasmatico
de la CUR en funcién del tiempo, y los pardmetros farmacocinéticos se resumen en la tabla
7. La biodisponibilidad relativa de la CUR en dispersién sélida mostré un incremento de 3.6
veces el area bajo la curva (AUCo-+1) ¥ un aumento de casi 4 veces en la concentracion
maxima (Cmax), en comparacion con la CUR no formulada, lo que indica que la dispersion

sélida tuvo un cierto efecto en el aumento de la absorcién oral de este fitofarmaco.
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Figura 13. Perfil plasmatico de la curcumina (CUR) sin formular y en dispersion sélida (CUR/PVP) después de la
administracion oral de una dosis Gnica de 15 mg/kg en pollos de engorda machos de la estirpe Ross 308 de 42 dias
de edad y un peso promedio de 2.0 kg (media + error estandar, n=6).

Tabla 7. Pardmetros farmacocinéticos después de la administracién oral de la curcumina CUR sin formular y en
dispersion sélida (CUR/PVP) calculados por un método no compartimental®.

Parametro CUR CUR/PVP [1:9]
Trax () 10.00 + 3.06% 2.17 +0.40°
Crrax (NG/ML) 10.96 + 3.01° 41.10 + 4.212
ABCo«(ng/mL-h) 9158 +43.93" 327.50 +53.022
F - 3.58

1 Cada valor representa la media + error estandar. #® No hay diferencia significativa entre los valores
etiquetados con el mismo superindice en una fila (p <0.05), n=3.

Habiendo seleccionado los polimeros celul6sicos adecuados, en las proporciones
correctas, se procedio a la fabricacion de las formulaciones a través de un proceso de
granulacién por via humeda. Se obtuvieron dos formulaciones de granulados, la primera
consistio en la mezcla de los dos polimeros celulésicos previamente seleccionados (MCC y
CMC), y la segunda en esta misma mezcla incorporando la dispersion solida de CUR. Se
obtuvieron particulas de tamafio uniforme con un didmetro promedio de 700 um. Como se
puede observar en la Figura 14, la caracterizacion de estos granulados por SEM muestra que
conservaron la misma superficie rugosa y con una porosidad adecuada.
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Figura 14. Fotografias y micrografias de la formulacion con los polimeros celulésicos (A, By C), y la formulacion
con los polimeros y la dispersion sélida de curcuimina (D, Ey F).
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Debido a que la capacidad de estos polimeros para adsorber AFB1 ya se habia
determinado, el siguiente paso fue tratar de determinar la influencia del pH en su capacidad
de adsorcidn. Los valores de pH evaluados fueron los mismos que se utilizaron en el modelo
in vitro, que tratan de simular las condiciones de acidez a lo largo del tracto gastrointestinal
del pollo de engorda. Como se puede observar en los espectros de fluorescencia de la Figura
15, la capacidad de adsorcion de los polimeros celuldsicos varié considerablemente en

funcion del pH.
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Figura 15. Influencia de los polimeros celul6sicos en los espectros de fluorescencia de la AFB1 en funcién del pH
del medio 1.6 (A), 5.2 (B) y 6.6 (C). MCC = celulosa microcristalina, CMC = carboximetilcelulosa, MCC/CMC =
formulacidn con ambos polimeros en proporcién 9:1, respectivamente.

En la Tabla 8 también se puede observar que la capacidad de adsorcion de estos polimeros
se va incrementando significativamente conforme aumenta el pH, lo que sugiere que las
interacciones electrostaticas entre las cadenas de celulosa y la AFB1 se favorecen a valores

de pH menos &cidos. Esto podria explicarse debido a la naturaleza aniénica de los principales
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grupos funcionales de estos dos polimeros, tanto los grupos carboxilos de la CMC, como los
grupos hidroxilo presentes en ambos polimeros. A medida que el pH aumenta por encima del
pka de los grupos carboxilo, se favorece su deprotonacion y la formacion de especies de
carboximetilo disociadas [155]. Ademas, el incremento del pH y, consecuentemente, en el
numero de cargas negativas, ocasiona que las cadenas poliméricas se expandan como
resultado de las interacciones repulsivas, incrementando la exposicion de las cargas negativas
al medio en el que se encuentra, asi como su viscosidad [156], factores que favorecen las
cualidades de la CMC como adsorbente. Por otra parte, respecto a la MCC, es bien sabido
que el incremento del pH de las dispersiones acuosas de particulas coloidales de este
polimero aumenta también el potencial zeta, esto ocasiona un incremento de la fuerza de
repulsion electrostatica entre particulas y disminuye su agregacion, favoreciendo el éarea
superficial y de contacto para que la MCC pueda interactuar con la AFB1. Ademas, se ha
demostrado que la estructura agregada de las particulas de MCC se refuerza con valores bajos
de pH, pero esta estructura colapsa facilmente por la accion de repulsion electrostatica debido
a la carga negativa de los grupos hidroxilo al aumentar el pH, induciendo a la formacion de
una estructura de red tridimensional mediante interacciones no electrostaticas, como
interacciones hidrofébicas y fuerzas de van der Waals [157]. Esta estructura de red
tridimensional, cuyos espacios vacios se calculan alrededor de 450 nm, podria ser la
responsable de los sitios de adsorcion en la superficie de las particulas de MCC, aunque

todavia no existen datos disponibles para la identificacion definitiva de estos sitios.

Tabla 8. Efecto del pH sobre la capacidad para adsorber AFB1 de la celulosa microcristalina (MCC), la
carboximetilcelulosa (CMC), y de la formulacion desarrollada con estos dos polimeros celulésicos?.

% Adsorbido

pH 1.6 pH 5.2 pH 6.6
MCC 30.12+£0.57%%  75.48 +0.67>Y  86.85 +0.87"
CMC 4317 £1.34>Y 9481 £1.728x  90.95 + 2.823:%

MCC/CMC [9:1] 56.34£0.47%Y  92.08 +1.61** 94.00 +1.55%*

1 Cada valor representa la media + error estandar. ¢ No hay diferencia significativa entre los valores
etiquetados con el mismo superindice en una columna (p <0.05). *2 No hay diferencia significativa entre los
valores etiquetados con el mismo superindice en una fila (p <0.05), n=3.
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Para tratar de identificar el tipo de interacciones que se llevan a cabo entre la formulacién
desarrollada y la AFB1, se analizé la segunda derivada de los espectros FTIR. Se utilizé la
segunda derivada del espectro debido a que este tratamiento matematico proporciona mas
informacion de la estructura fina del espectro, mostrandonos los puntos de inflexién del
espectro original, los cuales se convierten en picos maximos y minimos claramente dos
maximos, llamados satélites, y el maximo de absorcién en un minimo, el cual coincide con
el maximo de absorcion del espectro de orden cero. El andlisis de la segunda derivada de los
espectros se presenta en la Figura 16, en donde podemos observar como existen picos de la
AFB1 y de la formulacion que van desapareciendo a lo largo de toda la region infrarroja
analizada. Por ejemplo, existen picos en la segunda derivada del espectro de la AFB1 que al
estar en contacto con la formulacién desparecen, tal es el caso de los picos en 3660, 3010,
1270, 990 y 850 cm™. También existen algunos picos en el espectro de la formulacion sola
que tras el contacto con la AFB1 desaparecen, como los picos en 2970, 2930, 2180 a 2200,
2140 a 2160, 1380, 1200, 1110, 1050, 880 a 910, 850 y 830 cm™. Por el contrario, existen
picos en la segunda derivada del espectro de la mezcla de la formulacion con la AFB1 que
no pertenecian a movimientos o vibraciones moleculares propios de ninguno de los dos
componentes de la mezcla, y que aparecen como consecuencia de la formacion de nuevos
enlaces e interacciones de tipo no electrostaticas entre ambos componentes. Tal es el caso de
los picos que aparecen en 3680, 1140 a 1150, 940, 910 a 930, 880 y 780 cm™. Estas
modificaciones en los espectros FTIR nos confirman que existen interacciones quimicas que
se llevan a cabo entre los grupos funcionales que constituyen las moléculas de los polimeros
celuldsicos y la AFBL1, actuando unos de estos grupos como donador de protones y el otro
como un donador de electrones. En este caso, los polimeros celulésicos jugarian el papel de
donadores, ya que los protones serian donados por sus grupos hidroxilo y carboxilo en las
unidades de glucosa, mientras que la AFB1 seria el donador de electrones, a través de sus
atomos de oxigeno situados sobre los grupos carbonilo, éter y en los anillos compuestos
heterociclicos [158], pudiendo dar lugar a la formacion de enlaces débiles por puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofébicas y fuerzas de van der Waals, que describimos

anteriormente.
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Figura 16. Segunda derivada de los espectros FTIR de la formulacién con polimeros celulésicos (azul), la AFB1
(rojo) y la mezcla de ambos (verde) para analizar las posibles interacciones quimicas entre ellos.

La dltima parte de la caracterizacion de las formulaciones consistié en evaluar la
liberacion de la CUR a partir del granulado fabricado con los polimeros celuldsicos. Los

resultados se presentan en la Figura 17, en donde se puede observar que la liberacion y la
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completa disolucion de la CUR se llevaron a cabo en menos de 1 h, tiempo suficiente para
permitir su absorcion a la circulacion sistémica. Como ya se ha explicado anteriormente, esto
se debe a que tanto la solubilidad como la estabilidad de la CUR mejoran considerablemente
gracias al uso de la dispersion solida. En la Tabla 9 se presentan los parametros de disolucion
modelo independiente calculados para cada medio de disolucién y se observa que no existe
diferencia entre el Area bajo la curva (ABC) ni la eficiencia de disolucion en ninguno de los
valores de pH. Unicamente se encontré diferencia significativa entre el valor del tiempo
medio de disolucion (TMD) en pH 1.6, ya que este resultdé ser menor que en los valores de
pH superiores. Tenemos que tomar en cuenta que estos parametros no proporcionan
informacion sobre el proceso de disolucion en si, o de su evolucidn; mas bien indican la
capacidad de disolucion, y al mismo tiempo nos ayudarian para establecer algin nivel de

correlacion in vitro-in vivo [159].
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Figura 17. Perfiles de liberacion y disolucién de la curcumina a partir de la formulacion con los polimeros
celulésicos en medios con diferentes valores de pH 1.6 (A), 5.2 (B) y 6.6 (C), n = 6.
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Tabla 9. Area Bajo la Curva, Eficiencia de Disolucion y Tiempo Medio de Disolucién de los perfiles de disolucion
de la formulacién con la dispersion sélida de curcuminal.

Pardmetro
ABC (% min) ED (%) TMD (min)
pH 1.6 5475.67 + 28.39? 91.26 £ 0.472 1.86 £0.27°
pH 5.2 5160.96 + 176.782 86.02 + 2.952 7.77 £1.022
pH 6.6 5133.57 + 158.072 85.56 + 2.63? 8.81 £1.012

1 Cada valor representa la media + error estandar. #° No hay diferencia significativa entre los valores
etiquetados con el mismo superindice en una columna (p <0.05), n=6.

Una vez realizada la caracterizacion de las formulaciones desarrolladas, se procedio a
realizar el estudio in vivo para evaluar su efectividad para reducir los efectos toxicos de la
AFB1 sobre los parametros de rendimiento, parametros bioquimicos en suero, parametros de
inmunidad celular y humoral, y dafios histopatoldgicos en el higado de pollos de engorda. El
experimento tuvo 5 grupos, un control negativo (CN); un control positivo (AFB1); el grupo
tratado con la dispersion de CUR (CUR); el grupo tratado con la formulacion de los
polimeros celulésicos (CEL); y otro grupo tratado con la formulacion de polimeros
celuldsicos y dispersién de CUR (CEL+CUR). Los resultados de los pardmetros productivos
del CN, AFB1 y de los grupos tratados con CUR, CEL y CEL+CUR se resumen en la Tabla
10. Las diferencias en el peso corporal (BW) del grupo AFB1 y los otros grupos comenzaron
a observarse a partir del dia 14 del estudio. Al dia 21, los pesos corporales de los tres grupos
tratados y el grupo CN fueron significativamente mayores que los de AFB1 (p<0.05).
Aunque la ingesta de alimento (FI) durante los 21 dias del experimento fue estadisticamente
similar para todos los grupos, la segunda semana del estudio comenzaron a observarse
diferencias en la ganancia de peso corporal (BWG). Al final del experimento, el valor BWG
de AFB1 fue aproximadamente 150 g mas bajo que el del grupo CN, y alrededor de 100 g
por debajo del resto de los grupos tratados. Por lo tanto, la misma tendencia se observo en la
tasa de conversion alimenticia (FCR), cuyos valores fueron significativamente mas altos para
el grupo AFB1 en comparacién con los otros grupos. El efecto negativo ocasionado por la
adicion en la dieta de 2 ppm de AFB1 sobre los pardmetros productivos se vio disminuido

por la adicion de los tres tratamientos en comparacion con los grupos control.
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Tabla 10. Evaluacion del peso corporal (BW), ganancia de peso corporal (BWG), consumo de alimento (FI) y
conversion alimenticia (FCR) en pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada

PO SI(J}11§/41%\(/I)

con AFB1 (2 ppm) suplementada con tres tratamientos?.,

CN AFB1 CUR CEL CEL+CUR SEM? Valordep
BW, g/ave
do 46.48 £ 0.66° 47.77 £ 0.66° 4812 0.83° 48.46 +0.63 46.71+0.73*  0.3198 0.2181
d7 135.28+4.37°  13228+279"°  13878+3.79°  154.56 £3.96°  132.07+3.33°  1.7493 <0.0001
d14 326.82+17.18* 28657 +10.30° 318.17 £13.33®  349.09 £+12.03* 32524 +11.73*  5.9347 0.0165
d21 651.28 +30.67* 500.48 +18.30°  590.47 £20.67°  615.06 +20.74* 604.57 £18.99* 105226 <0.0001
BWG, g/ave
do-7 88.80 % 4.02° 8452 +2.74° 90.66 + 3.42° 106.09 £3.90°  85.36+3.28°  1.6593 0.0001
d7-14 19154 £13.79*° 15428 +8.49"° 17940 +10.71® 19454 +9.45* 19317 +9.45°  4.7468 0.0293
d 14-21 324.46+1581* 213.92+10.01° 272.29+12.27° 26596 +13.59" 279.33+10.09°  6.1797 <0.0001
d0-21 604.80 +30.43* 45272 +1840° 542.34+20.52° 566.59 +20.65° 557.86 +£19.02* 105017 <0.0001
Fl, g/ave
- 13860 £4.03*  160.17 +3.16*  161.17+4.36*  157.35+£7.11*  133404.90°  3.6393 0.0054
0-7
- 21950 +8.81°  237.25+13.63*  241.42+3.44°  233.05+6.75°  23413+8.34°  3.8787 0.5135
7-14
- 392.45+1454* 37852+11.89° 38363+11.36* 36048 £+28.15* 39197+7.95  6.9276 0.6461
14-21
d0-21 750.55+17.23*  77593+351%  786.22+17.42%°  750.88+39.17° 75950 +21.15%  9.4079 0.7466
FCR
- 1.08 +0.06%° 1.21+£0.03 1.17 £0.05® 1.05 +0.05% 1.02 £0.01° 0.0250 0.0420
0-7
- 1.20 £0.07 1.39 +0.05° 1.28 £0.03% 1.18 £0.02 1.15 +£0.02 0.0288 0.0215
7-14
d14-21 1.27 £0.07° 1.55 +0.05° 1.35+0.03° 1.29 +0.01° 1.27 £0.02° 0.0326 0.0036
- 1.38£0.08 1.72 £0.07° 1.47 £0.04° 1.41 £0.02 1.38 £0.03 0.0390 0.0037
0-21

! os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
las filas indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 30. CN =
control negativo, AFB1 = control positivo, CUR = dispersion de curcumina, CEL = formulacién de polimeros celulésicos,
y CEL+CUR = formulacidn de polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.

Uno de los impactos economicos mas importantes de la AFB1 en la avicultura es la
disminucion de los parametros productivos. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado
anteriormente [49,70]. En este experimento, la adicion de 2 ppm de AFBL1 en el alimento de
las aves disminuy0 significativamente el BW y el BWG, y aument6 el FCR al final del
periodo de alimentacién de 21 dias, lo cual debe estar relacionado con alteraciones en la
utilizacion de proteina y energia, probablemente como consecuencia del deterioro de la
eficiencia digestiva y metabdlica de las aves [160,161]. La adicion de CUR (0.2%) o CEL
(0.3%) a la dieta que contenia AFB1 alivio significativamente sus efectos adversos sobre

estos parametros productivos ya que estos grupos tratados no mostraron diferencias con el
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grupo CN, lo cual indica que ni la CUR ni la CEL afectaron negativamente la integridad
nutricional. Sin embargo, la inclusion combinada de CUR (0.2%) y CEL (0.3%) en la dieta
no resulté en una mejoria adicional de los efectos toxicos de AFB1 en comparacién con los
grupos tratados con CUR o CEL solos. Aunque se ha demostrado que la suplementacion con
CUR mejora el BW, el BWG y muestra mejores resultados de FCR solo en dosis altas (0.5,
1.0 y 1.5%) [162—164], nuestros resultados confirman los mismos efectos incluso con una
dosis mucho menor de CUR (0.2%), que podria ser el resultado de la mejora de su solubilidad

y biodisponibilidad mediante el uso de una dispersion estable con PVP.

El peso relativo de los 6rganos de las aves utilizadas en el estudio se presenta en la Tabla
11. No hubo diferencia significativa en el peso de los higados de las aves que recibieron los
tres tratamientos en comparacion con el grupo CN, pero si hubo diferencia significativa en
comparacion con el grupo AFB1. El peso del intestino aumento significativamente (p<0.05)
en el grupo AFB1 en comparacion con los grupos CEL y CEL+CUR, pero solo
numeéricamente cuando se compar6 con los grupos CN y CUR. El peso relativo del bazo
aumento significativamente solo en aves del grupo AFB1 y en aquellas tratadas solo con
CEL, en comparacioén con los grupos CN y CEL+CUR, que no mostraron una diferencia
significativa entre ellas. El peso del bazo del grupo tratado solo con CUR permanecio
estadisticamente similar a ambos grupos control, mientras que el grupo CEL+CUR fue el
unico que no tuvo una diferencia significativa en comparacion con el grupo CN. Con respecto
al peso relativo de la bolsa de Fabricio, solo el grupo tratado con CUR permanecié similar al
grupo CN, siendo estos dos grupos significativamente diferentes al grupo AFB1. Los grupos
CEL y CEL+CUR no mostraron diferencias con ninguno de los grupos control. En la Tabla
11 también se muestra la relacion del peso bazo/bolsa, cuyo valor resulté ser mas alto para
el grupo AFB1, y estadisticamente diferente al resto de los grupos. Aunque la relacion
bazo/bolsa de todos los grupos tratados fue significativamente mas baja respecto al grupo
AFB1, solo los grupos CUR y CEL+CUR alcanzaron relaciones bazo/bolsa estadisticamente

similares al grupo CN.
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Tabla 11. Peso relativo del higado, bazo, bolsa de Fabricio e intestino de pollos de engorda que consumieron
alimento contaminado con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias suplementados con los tratamientos?.

Peso relativo (g) CN AFB1 CUR CEL CEL+CUR SEM? Valordep
Higado 324540101  4200+0.158*  3558+0179°  3.418+0.147°  3282+0.11°  0.0739 <0.0001
Intestino 9.635+0.499®  10.620+0.362° 9.326+0520°  8.813+0.444°  8873+0.333°  0.2060 0.0330
Bazo 0.119+0.008°  0.159+0.011°  0.136+0.008® 0157 +0016°  0.123+0.010°  0.0051 0.0257
Bolsa de Fabricio  0.281+0021°  0.214+0010°  0272+0016* 0.264+0.017®  0.252+0.023®  0.0083 0.0924
REIan)T Bazo/ 0.433+0.020°  0.755+0.050° 0528 +0.050"  0.600£0.040°  0.527 £0.047°*  0.022 <0.0001
olsa

!Los datos se expresan como media + error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
las filas indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 15. CN =
control negativo, AFB1 = control positivo, CUR = dispersion de curcumina, CEL = formulacion de polimeros celulésicos,
y CEL+CUR = formulacién de polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.

El andlisis histologico del higado revel6 un grado de lesion hepética significativamente
mas critico en el grupo AFB1, en comparacion con el grupo CN (Tabla 12). Como se muestra
en la Figura 18, se observo una extensa degeneracion vacuolar en los higados del grupo
AFB1. Ademas, se observé un cambio en la disposicion y proliferacion de células en los
conductos biliares cerca del espacio portal del higado o entre los hepatocitos, con la presencia
de necrosis focal, asi como infiltrados de células inflamatorias (Figura 19). La degeneracion
hepatocelular y la infiltracion linfoide disminuyeron al usar cualquiera de los tres
tratamientos, ya que pudieron mantener puntuaciones de lesiones significativamente méas
bajas que las del grupo AFB1. Sin embargo, la combinacion de CEL+CUR fue el Unico
tratamiento que redujo la infiltracion hetero6fila a una puntuacion de lesidn estadisticamente

similar al grupo CN.

Tabla 12. Degeneracion hepatocelular e infiltracion de células inflamatorias en higado de pollos de engorda que
consumieron alimento contaminado con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias suplementados con los tratamientos?.

CN AFB1 CUR CEL CEL+CUR
Degeneracion hepatocelular  2.50 (2.00;1.37)*  3.50 (3.00; 1.07)>  2.00 (2.00; 0.40)*  2.00 (2.00; 0.50)*  1.50 (1.00; 1.60)
Infiltracién linfoide 1.00 (1.00; 0.40)*  3.50 (4.00; 1.37)"  1.50 (1.00;0.67)*>  2.00 (1.50; 0.70)*  2.00 (2.00; 0.27)?
Infiltracion heteroéfila 0.50 (1.00; 0.30)*  1.50 (1.00; 3.87)°  2.50 (2.50; 1.87)>  3.00 (3.00; 1.80)°  1.00 (1.00; 0.97)®

!Los datos se expresan como mediana (moda; varianza). ° Los superindices diferentes dentro de las filas indican una
diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de Mann-Whitney U; n = 12. CN = control negativo, AFB1 = control
positivo, CUR = dispersion de curcumina, CEL = formulacién de polimeros celulésicos, y CEL+CUR = formulacion de

polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.
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Figura 18. Histopatologia del higado que muestra los diferentes valores de la puntuacion de las lesiones utilizada
para evaluar la degeneracidn hepatocelular. (A) Puntuacion de degeneracion hepatocelular de 0.5: seccion del
higado de un ave del grupo CN que muestra un nimero escaso de vacuolas intracitoplasmaticas. (B) Puntuacién de
degeneracion hepatocelular de 3.0: seccidn hepatica de un ave del grupo AFB1, después de 21 dias de recibir una
dieta con 2 ppm de AFB1, que muestra un aumento del nimero de vacuolas intracitoplasmaticas (flechas).
Tincién: hematoxilina y eosina.

Figura 19. Capas de células inflamatorias (heterdéfilos) alrededor de los espacios perivasculares hepaticos en una
seccion de higado de un ave del grupo AFB1, después de 21 dias de recibir una dieta con 2 ppm de AFB1. La linea
amarilla indica las capas celulares inflamatorias contadas contenidas en el radio con el mayor namero de capas
celulares, considerando el centro del espacio perivascular como el origen del radio.

Los resultados muestran que la contaminacion del alimento con 2 ppm de AFB1 causo6 un
aumento significativo en el peso relativo del higado y el bazo, y una disminucidn en el peso

relativo de la bolsa de Fabricio, mientras que no se observo una diferencia significativa en el
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peso relativo del intestino. Estos resultados son consistentes con los hallazgos de varios
estudios [165,166], en los cuales el aumento en el peso relativo del higado se atribuye a la
deposicidn de lipidos, produciendo caracteristicas de higado agrandado, friable y graso [167].
Ademas, los resultados histopatologicos respaldan los resultados del peso relativo del higado,
que también concuerdan con estudios previos [168,169]. Las lesiones de degeneracion
hepatocelular registradas en el higado de las aves pertenecientes al grupo AFB1 fueron
resultado de una degeneracion vacuolar y una deposicion severa de grasa (Figura 18), que
podria deberse al transporte lipidico deteriorado, y al aumento en la biosintesis de lipidos
[170]. En este grupo también observamos infiltrados severos de células inflamatorias,
principalmente compuestos por linfocitos y heterdfilos, como un mecanismo para responder
a los hepatocitos vacuolados degenerados [171]. Los resultados del peso relativo del higado
y los hallazgos histopatoldgicos obtenidos de los grupos tratados son similares a los del grupo
CN, lo que demuestra que la adicion en el alimento de CEL y CUR (0.2 y 0.3%,
respectivamente) podria ser una opcion para disminuir los efectos perjudiciales de la AFB1,
ya sean solos o0 en combinacion, principalmente a través de las propiedades de adsorcion que
hemos demostrado de los polimeros celulésicos, pero también a través de las propiedades de
hepatoproteccion de la CUR [172].

Por otro lado, la disminucion en el peso relativo de la bolsa de Fabricio podria ser causada
por la necrosis o el agotamiento celular de este érgano linfoide, ya que se ha demostrado que
los foliculos de la bolsa se reducen de tamafio durante la aflatoxicosis como resultado del
agotamiento de los linfocitos tanto corticales como medulares, asi como un arresto del ciclo
celular en las células de los pollos de engorda [173], lo que podria explicar también el
aumento del peso relativo del bazo como mecanismo compensatorio del dafio causado en la
bolsa de Fabricio [174]. Este efecto se confirmd con la relacion bazo/bolsa, cuyos valores
son indicativos del desarrollo y crecimiento de estos drganos linfoides. La mayor relacion
bazo/bolsa en el grupo AFB1 puede indicar atrofia de la bolsa y un aumento de la migracion
de las subpoblaciones de linfocitos al bazo y su proliferacion [175,176], y por lo tanto puede
ser utilizado como un indicador de campo del estado inmunoldgico. La adicién de CUR y

CEL en combinacion parecio ser efectiva para reducir el peso relativo del bazo, mientras que
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CUR fue el Gnico tratamiento que mantuvo el peso de la bolsa de Fabricio estadisticamente
similar al del grupo CN, evidenciando su efecto inmunomodulador al reducir la severidad de
las lesiones en este drgano. Curiosamente, tanto CUR como CEL, solos o en combinacion,
mostraron valores de la relacion bazo/bolsa similares a los del grupo CN, lo que significa que
estos tratamientos podrian ayudar a disminuir los efectos tdxicos de la AFBL1 en la bolsa de
Fabricio. No hubo diferencia entre los pesos relativos del intestino en los grupos control, lo
gue sugiere que este es un 6rgano dindmico que puede adaptarse a una exposicion cronica de
AFB1 como se ha demostrado [177]. Este hallazgo confirma los resultados de la mucina
sérica y la citrulina, dos biomarcadores de la salud de la barrera intestinal [178,179], que no

se modificaron significativamente ni en los grupos control ni en los tratados (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de los tres tratamientos sobre los niveles séricos de superéxido dismutasa (SOD), mucina, citrulina
y proteina C reactiva (CRP), los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle (ND) y los niveles de IgA
intestinal en pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm)
durante 21 dias®.

SOD Mucina Citrulina CRP ar-:-tiitcuL:grd?)s IgA intestinal
(U/mL) (pg/mL) (nmol/mL) (ng/mL) contra I\FI)D (ng/mL)

CN 1333+0.15°  104.00+28.25°  22.30 +354® 2510 +135% 1327.4 +99.70° 42.47 +7.46°

AFB1 0.83+0.81°  68.67 +14.24° 13.90 +1.97° 30.18 £4.112 846.5 +29.03" 2547 +2.38°

CUR 1132 £0.49°  62.67 +7.06° 21.40 +3.19® 21.86 +2.31° 1258.8 +112.72° 36.39 +2.84%

CEL 1150+0.67° 92,00 + 15.90° 26.27 +3.77 2251 +187 1467.2 + 126.66° 39.62 +5.28%

CEL+CUR 1145+013°  73.67+16.90°  17.72+2.89® 20.88 +2.13 1313.9 + 165.06° 4143 +4722
SEM? 0.2753 7.9510 1.5035 1.1861 57.8831 2.2718
Valor de p 0.0010 0.4522 0.0793 0.0871 0.0063 0.1129

! os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
la misma columna indican una diferencia significativa (p <0.05), segin la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 12.
CN = control negativo, AFB1 = control positivo, CUR = dispersion de curcumina, CEL = formulacién de polimeros
celuldsicos, y CEL+CUR = formulacién de polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.

En laTabla 13, se presentan el efecto de 2 ppm de AFBL1 sobre algunos parametros séricos.
En comparacion con el grupo AFB1, la actividad de la enzima SOD en el grupo CN fue
significativamente mayor. La actividad de la SOD en los grupos tratados también fue mas
alta que la del grupo AFB1, pero méas baja que la del grupo CN. No se observé diferencia

estadistica en los niveles séricos de mucina en ninguno de los grupos. Para los niveles séricos
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de citrulina, no hubo diferencia estadistica entre ambos grupos control, ni entre CEL y
CEL+CUR. Solo el grupo tratado con CEL fue significativamente mayor en comparacion
con el grupo AFB1. Con respecto a los niveles de CRP, tampoco hubo diferencias estadisticas
entre los grupos control, pero los grupos tratados tuvieron una concentracion

significativamente mas baja en comparacién con el grupo AFB1.

Se determin0 la actividad sérica de la SOD para investigar el efecto de los tratamientos
contra el estrés oxidativo inducido por AFB1, ya que esta enzima es una parte fundamental
del sistema antioxidante. En la Tabla 13, nuestros datos muestran que la actividad de la SOD
disminuyd notablemente en el grupo AFB1 en comparacién con la del grupo CN, lo que
sugiere que los pollos alimentados con 2 ppm de AFB1 pueden tener una regulacion negativa
en la expresion del gen SOD, lo cual es consistente con estudios anteriores [180]. En
comparacion con el grupo AFB1, la actividad de la SOD fue mayor en los pollos alimentados
con la dieta complementada con los tres tratamientos; aunque no pudieron alcanzar niveles
de SOD similares a los del grupo CN. Estos datos sugieren que tanto CUR como CEL solos,
pero mas eficientemente su combinacion, contrarrestan el dafio oxidativo causado por AFB1
a través de la adsorcion de esta micotoxina por la CEL y la capacidad antioxidante de la CUR

que reduce la peroxidacion lipidica y el dafio a la membrana celular [181].

Para evaluar los parametros inmunoldgicos, se midid el titulo de anticuerpos contra la
enfermedad de Newcastle y los niveles de IgA intestinal. En ambos casos, el grupo AFB1
mostro niveles significativamente mas bajos con respecto al grupo CN. Se encontré que los
tres grupos tratados tenian titulos de anticuerpos estadisticamente similares al grupo CN,
mientras que los niveles de IgA intestinal mostraron similitud estadistica solo entre el grupo
CN vy el grupo tratado con la combinacion CEL+CUR. Para los grupos CUR y CEL, los
niveles de IgA intestinal fueron solo numéricamente mas altos que los del grupo AFB1. Estos
resultados sugieren que la inclusion de estos tratamientos en la dieta de los pollos de engorda
mejora la respuesta inmune humoral local y sistémica, ya que la concentracion de IgA
intestinal y los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle fueron similares a
los del grupo CN sin aflatoxina. Este efecto también se observo para la respuesta inmune

celular, evaluada mediante la respuesta de CBH que se incremento con el uso de los
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tratamientos evaluados, especialmente con la combinacion CEL+CUR (Tabla 14). Los
resultados del grupo AFB1 confirmaron el efecto supresor de AFB1 sobre el sistema
inmunoldgico de las aves, ya que hubo una disminucion significativa en la respuesta de CBH
alas 12 y 124 h después de la inyeccion de PHA-M en comparacion con el grupo CN. A las
12 horas después de la inyeccidn, el grupo tratado con CUR no fue diferente del grupo AFB1,
mientras que los grupos CEL y CEL+CUR solo fueron numéricamente mas altos. A las 48 h
posteriores a la inyeccidn, los tres tratamientos fueron numéricamente mas altos que el grupo
AFB1, pero solo el grupo tratado con la combinacion CEL+CUR resulto significativamente

diferente del grupo AFB1.

Tabla 14. Respuesta a la hipersensibilidad cutanea por baséfilos (CBH) a las 12 y 24 h después de la inyeccion de
PHA-M en pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm)
suplementada con los tratamientos?.

| 12h(mm) 24 h (mm)

CN 0.692 +0.052°  0.788 +0.072
AFB1 0.486 +0.041°  0.577 +0.057
CUR 0.481+0.060°  0.702 +0.043%
CEL 0.555 +0.040®  0.719 +0.036%

CEL+CUR 0617 £0.047®  0.741 +0.050°
SEM? 0.023 0.025

Valor de p 0.0151 0.0798

I os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. #® Los superindices diferentes dentro de
la misma columna indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 12.
CN = control negativo, AFB1 = control positivo, CUR = dispersién de curcumina, CEL = formulacién de polimeros
celuldsicos, y CEL+CUR = formulacién de polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.

Los resultados con respecto a las evaluaciones de la inmunidad humoral y en mucosa
coinciden con estudios previos y confirman el efecto inmunosupresor de la AFB1 en pollos
de engorda [49,62]. Los pollos del grupo AFB1 mostraron la respuesta de anticuerpos mas
baja a la vacuna ND y la mé&s baja concentracién total de IgA intestinal. Este efecto podria
deberse a la capacidad de AFB1 para inhibir la ARN polimerasa, lo que resulta en una

disminucion de la sintesis de proteinas en general, pero en particular de las
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inmunoglobulinas; o al aumento de la digestion lisosomal de las inmunoglobulinas, con un
agotamiento grave y degeneracion de los linfocitos en los foliculos de la bolsa de Fabricio,
asi como al deterioro de la formacidn de citocinas por los linfocitos [182,183]. CUR (0.2%),
CEL (0.3%) y la combinacion de ambos tratamientos pudieron mejorar los efectos
inmunosupresores de la AFB1 con respecto al titulo de anticuerpos contra ND; sin embargo,
la combinacion CEL+CUR (0.5%) fue el Unico tratamiento que pudo mantener un nivel de

IgA intestinal comparable al nivel del grupo NC.

Del mismo modo, con los resultados de la prueba de CBH quedd claro que alimentar a las
aves con 2 ppm de AFB1 implica una disminucion significativa de la inmunidad celular. La
prueba cutanea de PHA se utiliza para evaluar la inmunidad celular, ya que el PHA es un
potente estimulante que activa las células inmunitarias que infiltran el tejido de la sangre
periférica, lo que causa una inflamacion local temporal en el sitio de la inyeccion [184]. En
el presente estudio, los pollos del grupo AFB1 también mostraron la respuesta mas baja a
CBH a las 12 y 24 horas después de la inyeccion de PHA. Curiosamente, a las 12 horas
después de la inyeccién, ningin tratamiento fue significativamente diferente del grupo
AFB1. Sin embargo, a las 24 horas, solo el grupo CEL+CUR tuvo una respuesta de CBH
estadisticamente similar a la del grupo CN, lo que indica que ni CUR ni CEL por si solos
podrian mejorar la funcion inmunitaria celular, pero la combinacion de ambos logré una
mejoria en esta respuesta. Estos hallazgos sugieren que los efectos inmunomoduladores de
la CUR estan relacionados principalmente con una mejora en la respuesta inmune humoral,
ejerciendo efectos nulos o beneficiosos en las funciones inmunes celulares, debido a su
actividad antiinflamatoria, por lo que se inhibe la proliferacion de linfocitos y las funciones
de inmunidad mediadas por células T se suprimen [185,186]. Sin embargo, una combinacion
de CUR con las propiedades de adsorcién de CEL podria ayudar a mejorar los efectos

adversos de AFB1 también en la respuesta inmune celular.

81



PoSCRADSE

LEDEFAR

Tabla 15. Efecto de los tratamientos sobre los parametros bioquimicos séricos en pollos de engorda que
consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias?.

CN AFB1 CUR CEL CEL+CUR SEM? \Galor
ep
Albdmina 1.12+0.03° 0.63+0.07° 0.82+0.07 0.71 +0.07° 1,00 +0.03° 00360  <0.0001
(g/dL)
Proteinas
totales 2.09 +0.06° 1.61+0.18" 2.27 +0.18° 1.96+0.11% 2.34+0.10° 0.0694 0.0040
(g/dL)

ALP (U/L) 27810 £19.96® 34450 £28.76°  247.40+27.30°  242.40 +34.21° 299.90 + 25.14% 12.9300 0.0712
ALT (U/L) 1.78 £0.220 3.49 +0.59 1.16 £0.24° 1.24 £0.24b 0.96 +0.23 0.1952 <0.0001

AST (U/L) 201.43 £7.48% 20039 +14.45°  17502+7.49°  194.66 +10.17% 207.43 £ 6.92% 4.4586 0.1797

GGT (U/L) 12.70 +0.68" 15.30 +0.76° 13.10 +0.62° 15.20 +0.76° 13.90 +0.57% 0.3295 0.0272
BUN 2.89 +0.07% 2.54 +0.19% 2.54 +0.14® 2.69 +0.20® 2.29 +0.15 0.0732 0.1170
(mg/dL) - - - - - : '
Colesterol
115.20 +4.95° 66.70 +8.41° 10450 +8.95®  91.30 +11.09 126.20 + 3.58° 4.4809 <0.0001
(mg/dL)
Triglicéridos
135.10 +11.91° 69.50 + 6.44° 70.50 + 6.98 80.90 +10.11° 96.20 +6.97° 5.1114 <0.0001
(mg/dL)
Glucosa
42200 +18.09*  287.50+12.60°  331.10+9.69°  297.20+12.29%  353.40 +12.69 8.9404 <0.0001
(mg/dL)
Creatinina 0.28 +0.01° 0.20 +0.00° 0.20 +0.01° 0.18 +0.02" 0.18 +0.02" 0.0090 0.0006
(mg/dL) 2840, 20+0. 20+0. 18+0. 18+0. : .
Acido drico
1156 +0.72 13.61+0.89° 9.66 +0.32 11.29 +0.71° 11.12 +0.49° 0.3350 0.0032
(mg/dL)
P (mg/dL) 9.04 +0.29° 7.36 +0.41° 7.88 +0.41% 8.59 +0.51° 8.48 +0.30% 0.1883 0.0381
Mg (mEqg/L) 3.75 +0.15° 2.72 £0.10° 2.57+0.12 2.99 +0.21° 2.98 +0.21° 0.0913 <0.0001
Fe (ug/dL) 130.30 +£5.21° 95.40 + 8.94 116.70 £5.95%  110.70 + 4.22% 120.80 + 10.09* 3.5183 0.0212

! os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. #¢ Los superindices diferentes dentro de
la misma fila indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 12. ALP
= fosfatasa alcalina, ALT = alanina aminotransferasa, AST = aspartato aminotransferasa, GGT = gamma
glutamiltransferasa, BUN = nitrogeno ureico en sangre, P = fosforo, Mg = magnesio, Fe = hierro, CN = control negativo,
AFBL1 = control positivo, CUR = dispersion de curcumina, CEL = formulacién de polimeros celulésicos, y CEL+CUR =
formulacion de polimeros celulésicos y dispersion de curcumina.

El efecto de los tratamientos evaluados sobre las variables bioquimicas séricas se muestra
en la Tabla 15. La ingesta de 2 ppm de AFB1 caus6 cambios significativos en casi todos los
parametros bioguimicos entre ambos grupos control, excepto para los valores de AST y BUN.

Para ALP tampoco hubo una diferencia significativa, aunque hay una diferencia numérica
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muy clara de mas de 60 U/L entre los grupos control y niveles mas bajos para los grupos
tratados con CUR y CEL en comparacién con el grupo AFB1. Se observo una disminucion
significativa en los niveles séricos de albumina, proteinas totales, colesterol, triglicéridos,
glucosa, creatinina, fosforo inorganico, magnesio y hierro en el grupo AFB1 en comparacion
con el grupo CN. Los grupos tratados con CUR y CEL, asi como el grupo tratado con la
combinacién CEL+CUR, ayudaron a disminuir los efectos adversos de la AFB1 manteniendo
concentraciones séricas mas altas de albumina, proteinas totales, colesterol, glucosa, fosforo
inorganico y hierro, en comparacion con el grupo AFB1. Sin embargo, ninguno de estos
tratamientos logré mantener valores séricos similares a los valores del grupo CN de
triglicéridos, creatinina ni magnesio, ya que fueron estadisticamente similares a los del grupo
AFB1. De acuerdo con los resultados, se observo un incremento en los niveles séricos de
ALT, GGT y &cido urico en el grupo AFB1 en comparacion con el grupo CN. Los resultados
también sugieren un efecto positivo de los tres tratamientos sobre estos parametros, ya que
el aumento en la actividad de las enzimas y los niveles de &cido drico se controlaron con al
menos uno de los tratamientos. Para la ALT y el &cido Urico, todos los grupos tratados se
mantuvieron estadisticamente similares al grupo CN. Para GGT, el grupo tratado con CUR
fue el Unico grupo que permanecié estadisticamente similar al grupo CN, mientras que el
grupo CEL+CUR result6 solo numéricamente mas bajo que el grupo AFB1, y el grupo CEL
no tuvo diferencias en comparacion con el grupo AFBL.

Los resultados de proteinas totales y albumina disminuyeron significativamente en el
grupo AFBL1 con respecto al grupo CN, lo cual es un indicador de lesion hepatica [37]. Dado
que las proteinas séricas, incluida la albimina, son sintetizadas principalmente por el higado,
se espera que la lesidn hepética causada por el consumo de AFBL1 resulte en una sintesis de
proteinas comprometida. Existen tres mecanismos probables por los cuales la AFB1 podria
causar una disminucion en los niveles de proteinas séricas, que estan relacionados con la
formacion de aductos. AFB1 puede formar aductos de ADN o ARN que alteran la
transcripcion y la traduccion en la expresion génica, y también puede formar aductos de lisina
que resultan en la degradacion o excrecion de proteinas, o al alterar la sintesis de ARN

mensajero por inhibicidn selectiva de la ARN polimerasa Il [187,188]. A pesar de que CUR
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y CEL solos podrian mejorar los efectos toxicos de AFB1 en los niveles séricos de proteinas
totales y albumina, fue la combinacion CEL+CUR la que mostro resultados estadisticamente
similares a los del grupo CN. Los cambios en la actividad enzimatica sérica de las aves de
corral como resultado de la lesién hepatocelular causada por la AFB1 se han reportado
previamente [60]. En este estudio, los pollos del grupo AFB1 que recibieron 2 ppm de AFB1
mostraron un aumento significativo en la actividad sérica de las enzimas ALT y GGT, y
aunque fue solo numérico, también hubo un claro aumento en la actividad ALP. Este aumento
en los niveles de enzimas séricas podria interpretarse como una consecuencia de la
degeneracion de los hepatocitos y la subsiguiente pérdida de enzimas en el torrente

sanguineo, asi como la colestasis biliar y la hiperplasia de los conductos biliares [37,187].

Por otro lado, no se encontraron cambios significativos en la actividad de la AST cuando
las aves se alimentaron con 2 ppm de AFBL, lo que podria atribuirse a que la AST no es
exclusivamente una enzima hepética en las especies domésticas, sino que también esta
presente en el citoplasma y las mitocondrias de tejidos como el musculo esquelético y
cardiaco de todos [189]. La actividad de las enzimas séricas ALP y ALT disminuy6 con
cualquiera de los tratamientos evaluados, ya sea solo con CUR o CEL, o con la combinacién
de ambos. Sin embargo, para alcanzar una actividad sérica de GGT similar al grupo CN,
unicamente funcioné CUR sola o en combinacion con CEL (CEL+CUR), lo que demuestra
una vez mas la actividad hepatoprotectora de la CUR, y las buenas propiedades de adsorcion
de la CEL contra AFBL. Los resultados no muestran diferencias significativas en los niveles
de BUN entre los grupos AFB1 y CN cuando los pollos se alimentaron con 2 ppm de AFB1,
mientras que, si se observé una disminucion significativa en los niveles séricos de colesterol,
triglicéridos, glucosa y creatinina, asi como un aumento del acido Urico. Se ha reportado que
la AFB1 causa alteraciones en el metabolismo de los lipidos, disminuyendo los niveles
séricos de colesterol y triglicéridos, nuestros resultados coinciden con los que se han
reportado anteriormente [190,191]. Una disminucion significativa en los niveles séricos de
colesterol y trigliceridos podria atribuirse a la inhibicion de la biosintesis del colesterol y de
los &cidos grasos, concomitante con una inhibicién de la movilizacién y transporte de estos

lipidos al tejido periférico, que resulta en la acumulacién de estos lipidos en el higado

84



POSI(J}11§/4]%\C/I) ,

LEDEFAR

[192,193], como se describio anteriormente. Estudios mas recientes han demostrado que la
AFB1 puede regular negativamente el receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma
hepatico (PPARa), una proteina receptora nuclear que es un importante regulador de la
homeostasis de los lipidos y la glucosa, lo que lleva a un aumento de la expresion y la
actividad de una enzima lipolitica, lipoproteina lipasa, y por lo tanto promueve la eliminacion
de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, asi como los niveles de triglicéridos circulantes
[194]. Los cambios observados en los niveles séricos de colesterol y triglicéridos y el higado
graso observados en este estudio corroboran el efecto nocivo de la AFB1 en el metabolismo
lipidico de los pollos de engorda. Curiosamente, ni CUR ni CEL solos pudieron contrarrestar
completamente estos efectos, aunque se encontraron niveles numéricamente més altos de
estos lipidos en los grupos tratados en comparacién con el grupo AFB1. Solo el grupo tratado
con la combinacion de CEL+CUR alcanzé niveles de colesterol estadisticamente similares
al grupo CN, mientras que ninguno de los tres tratamientos alcanzé niveles de triglicéridos
similares a los del grupo CN. Tanto la glucosa como los niveles séricos de creatinina
disminuyeron en el grupo AFB1 en comparacion con el grupo CN, lo que coincide con lo
que se reportd anteriormente cuando las aves se alimentaron con AFB1 [194,195]. La
disminucion de la glucosa en suero podria ser una consecuencia de la actividad reducida de
las enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa, unida a la regulacion negativa de
PPARa por AFB1 [194,196]. Por otro lado, el bajo nivel de creatinina sérica se debe al menor
aumento de masa muscular que se asocia con una lesién hepatica grave durante la
aflatoxicosis, ya que la creatinina es un metabolito resultante de la degradacion de la
fosfocreatina muscular, por lo que su nivel aumenta cuando las tasas de actividad muscular
aumentan [194,197]. Ningun tratamiento fue capaz de mantener niveles séricos de glucosa
similares al grupo CN, hubo una mejoria con CUR y CEL solos, pero el mayor aumento en
los niveles séricos de glucosa se observé con la combinacién CEL+CUR. Sin embargo, la
inclusién de estos tratamientos no fue suficiente para mejorar los niveles de creatinina sérica.
Se observo un aumento en el nivel sérico de acido drico en los pollos del grupo AFB1 con
respecto a los del grupo CN, lo que podria ser un indicativo de la funcién excretora renal
alterada debido al efecto toxico de AFB1 en el tejido renal [198,199]. Aunque no se

observaron cambios en los niveles séricos de creatinina durante los 21 dias de estudio,
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probablemente se incrementarian en los dias posteriores, ya que se ha reportado que los
cambios mas pronunciados en los niveles séricos de creatinina ocurren después de los 42 dias
de exposicion a AFB1 [200]. Los resultados sugieren que el incremento en los niveles séricos
de &cido Urico se contrarrest6 con la suplementacion de CUR y CEL, ya sea individualmente

0 en combinacion.

Los niveles de minerales en suero, como P, Mg y Fe, se redujeron significativamente
después de que las aves consumieron 2 ppm de AFB1, lo que coincide con informes
anteriores [95,191]. Los niveles méas bajos de P y Mg pueden deberse a la alteracion de su
metabolismo, ya que la AFB1 altera directamente la regulacion renal, intestinal y paratiroidea
de estos minerales [201,202]. Ademas, también se ha informado que la AFB1 produce
cambios en el nivel sérico de Fe, que probablemente esté relacionado con la inflamacion del
higado y el metabolismo alterado de las proteinas [203]. Sin embargo, las causas exactas de
la alteracion en el metabolismo mineral causada por AFB1 en pollos de engorda no se han
establecido y no se pueden dilucidar a partir de los resultados de este estudio. Ningln
tratamiento fue completamente capaz de revertir por completo la disminucién de los niveles
séricos de minerales en las aves; sin embargo, tanto CUR como CEL solos 0 en combinacion
pudieron mejorar numericamente los niveles séricos de P y Fe, mientras que ninguno de ellos
ayudd a regular los niveles de Mg. De acuerdo con los resultados de este estudio, la mejora
en la mayoria de los parametros bioquimicos de los pollos alimentados con 2 ppm de AFB1
corrobord la capacidad intrinseca de la CUR y la CEL para mantener la homeostasis
bioquimica [198,204,205], asi como sus efectos protectores contra AFB1, lo que podria
deberse a la actividad hepatoprotectora y antioxidante del CUR y la capacidad de adsorcién
de CEL en el tracto digestivo.

Finalmente, el efecto que tuvo la inclusion de CUR en la dieta de las aves sobre el perfil
de color de la piel del muslo y de la almohadilla plantar se muestra en la Tabla 16. La
suplementacién dietética con CUR y CEL+CUR produjo un valor de amarillamiento
promedio (b*) significativamente mayor tanto en la piel del muslo y como en la almohadilla
plantar de los pollos (p<0.05) en comparacién con el resto de los grupos que no recibieron

CUR como parte de la dieta. Los valores de b* en la almohadilla plantar fueron més altos
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que los de la piel del muslo. En el muslo hubo diferencias significativas en la luminosidad
(L*) y enrojecimiento (a*) entre algunos de los grupos. Por otro lado, no hubo diferencia

significativa en L* ni a* en la almohadilla plantar entre ninguno de los grupos del estudio.

Tabla 16. Efecto de los tratamientos sobre el color de la piel del muslo y la almohadilla plantar de los pollos de
engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm)™.

CN AFB1 CUR CEL CEL+CUR SEM? Valordep
Muslo
L* 7114 £047®  72.27+050* 70.55+0.28" 70.98+0.38°  69.71+0.38° 0.2118 0.0015
a* 3.36+043°  2.15+0.29° 1.89 +0.29° 1.88 +0.31° 1.79 £0.17° 0.1460 0.0011
b* 2.75+056°  4.89+0.41° 7.83+0.57 6.13 +0.29 7.54 +0.29° 0.3270 <0.0001
Almohadilla
L* 70.89+0.76° 70.94+053* 71.65+0.97° 70.66+058°  70.66+0.322  0.2978 0.5395
a* 2.36 +0.26° 2.03+0.32 1.92 +0.112 2.56 +0.442 1.82+0.312 0.1376 0.4001
* 13.08+05 13.65+0.34°  19.12 +0. 14.66 +0.55 17.25+1. . <0.
308+05%9 13.65+0.34° 19.12 +0.96° 66 +0.55° 2 36 0.4875 0.0001

! os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
la misma fila indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos maltiples de Duncan; L * =
luminosidad; a * = enrojecimiento; b * = amarillez; n = 12. CN = control negativo, AFB1 = control positivo, CUR =
dispersion de curcumina, CEL = formulacion de polimeros celulésicos, y CEL+CUR = formulacion de polimeros
celulésicos y dispersion de curcumina.

El efecto de la suplementacion con CUR en la pigmentacion de la piel se evalué y compard
con el grupo CN, ya que se informo anteriormente que la CUR tiene, ademas de los efectos
beneficiosos para contrarrestar la toxicidad de AFB1, efectos positivos en la pigmentacion
de la piel de pollos de engorda que es una calidad esencial de la carne de aves de corral para
los consumidores en muchos paises [206]. En el presente estudio, no tuvimos mucho interés
en el enrojecimiento de la piel, ya que no es un buen pardmetro cuando las aves estan vivas
porque el enrojecimiento de los vasos sanguineos interfiere con la lectura. Ademas, los
pigmentos amarillos de la CUR podrian haber enmascarado el enrojecimiento de los vasos
sanguineos y los musculos, lo que tal vez sea la razén por la que el grupo CN tuvo los valores
mas altos de a* en la piel [207]. No obstante, los resultados de este estudio mostraron que los
grupos cuya dieta incluia CUR como parte del tratamiento contra los efectos tdxicos de la

AFB1 dieron como resultado una mejor pigmentacion de la piel que aquellos que no la
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recibieron, produciendo un color amarillo en la piel del muslo y la almohadilla plantar de las
aves de estos grupos. Este resultado puede dar un beneficio adicional al uso de la CUR para
lograr el control de la aflatoxicosis en aves de corral y aumentar la aceptacién del color de la

piel por parte del consumidor.

El uso de materiales adsorbentes contra AFB1 es un campo que se ha explorado en las
ultimas décadas; aunque la mayoria de estos estudios se han centrado en materiales
inorgénicos, nuevos adsorbentes organicos o biopolimeros, y polimeros sintéticos se estan
estudiando y probando recientemente [208]. En este proyecto hemos demostrado la eficiencia
de adsorcion de los polimeros celulésicos in vitro, y los resultados sugieren que tienen una
alta capacidad de adsorcién para unirse a AFB1, y con los resultados del estudio in vivo se
confirma la efectividad de estos polimeros para prevenir los efectos toxicos de esta

micotoxina en pollos de engorda.

Ademas, se observd un aumento de la respuesta inmune celular con la adicién de la CEL
a la dieta, lo que coincide con informes previos de actividad inmunomoduladora de la CEL.
Esto puede resultar de los cambios en la expresion génica de varias moléculas tras la
estimulacion con CEL; moléculas como el factor nuclear kappa B (NF-xB) se activan a través
de vias de sefializacion cuando la CEL se une a receptores de lectina tipo Toll y tipo C,
ademas de que varios genes dentro de estas vias tienen una expresion regulada
negativamente, lo que modula los perfiles de citoquinas y el estado inmunitario [209,210].
Ademéas, como se menciond anteriormente, se ha demostrado que la CUR es un
quimioprotector natural eficaz contra los efectos toxicos de la AFB1 a través de tres
mecanismos primarios, sus efectos antioxidantes, acciones inmunomoduladoras y
actividades inhibitorias contra las isoenzimas del citocromo P450, sin olvidar sus importantes
propiedades hepatoprotectoras [172,211], que se potencializaron debido al aumento de su

biodisponibilidad y, por lo tanto, a su eficiencia y funcionalidad.
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La siguiente parte del proyecto consistio en evaluar la efectividad de una combinacion de
bacterias probidticas del género Bacillus, incorporadas como aditivo microbiano para
alimentacion directa (DFM) en la dieta de las aves, para contrarrestar los efectos toxicos
ocasionados por la AFB1. Por cuestiones de espacio-tiempo, y por razones practicas y
economicas, se decidio evaluar este DFM directamente in vivo sin tener estudios in vitro
indicativos de su efectividad contra los efectos de esta micotoxina. No obstante, las
caracteristicas bioldgicas de las bacterias probidticas que constituyen este DFM nos
permitian inferir que su incorporacion en la dieta de las aves tendria un efecto benéfico para
contrarrestar la toxicidad de la AFB1. Una de estas caracteristicas es su capacidad para
producir enzimas, compuestos antimicrobianos y biopeliculas, los cuales pudieran ser
efectivos para prevenir y controlar los efectos toxicos de AFBL1. Las cepas de Bacillus que
se evaluaron fueron seleccionadas por su capacidad para formar esporas que pueden
sobrevivir y colonizar el tracto intestinal de las aves, y por su superioridad para la produccion
de enzimas [212]; las cuales han demostrado tener un papel importante en la degradacion e
inactivacion de esta micotoxina [78,213]. Por otra parte, también ha sido reportada la

capacidad de estas cepas bacterianas para adsorber a la AFB1 en su pared celular [214].

Como se observa en la Tabla 17, las diferencias en el BW son significativas a partir del
dia 14 del experimento, cuando el BW del grupo AFB1 comenzd a ser mas bajo en
comparacién con los grupos CN y DFM. Al dia 21, el BW de los grupos CN y DFM fue
mayor que el grupo AFB1. Las diferencias en BWG comenzaron a observarse a partir de la
segunda semana (dias 7-14), con valores mas altos para los grupos CN y DFM. La ultima
semana del experimento (dias 14-21), el valor del BWG del grupo DFM permanecio més alto
que el grupo AFB1, pero mas bajo que el grupo CN. Al final del experimento, los grupos CN
y DFM obtuvieron valores de BWG mas altos en comparacion con el grupo AFB1. Ninguno
de los grupos mostr6 cambios en el consumo de alimento durante todo el experimento. El
grupo AFB1 tuvo el valor méas alto de FCR en comparacion con los grupos CN y DFM,

mientras que no hubo diferencias entre los grupos CN y DFM.
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Tabla 17. Evaluacion del peso corporal (BW), ganancia de peso corporal (BWG), consumo de alimento (FI) y
conversion alimenticia (FCR) en pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada
con AFB1 (2 ppm) suplementada con o sin DFM?,

CN AFB1 DFM SEM? Valor de p
BW, g/ave
do 46.23 £ 0.682 47.92 £0.722 48.12 £ 0.742 0.4174 0.1275
da7 133.29 £ 4.642 12992 +2.78¢? 137.02 £4.192 2.2763 0.4502
d14 32092 +17.53° 272.06 + 8.54° 318.42 + 14.65? 8.4215 0.0263
d21 640.10 + 31.512 47481 + 1557° 571.60 + 25.472 16.2361 0.0001
BWG, g/ave
do-7 87.06 + 4.242 82.00 £2.712 88.90 £4.152 2.1705 0.4103
d7-14 187.63 £13.822 142.13 +7.06° 181.40 +11.38? 6.7337 0.0097
d14-21  319.17 +16.082 202.75+£9.77¢ 253.17 + 14.89° 9.5832 <0.0001
d0-21  593.87 +31.21° 426.88 + 15.66°¢ 523.48 + 25.42° 16.2105 0.0001
FI, g/ave
do0-21 750.55 +17.232 775.93 + 3.51° 731.97 +£82.352 25.1292 0.8193
FCR
d0-21 1.27 £ 0.06° 1.82 £ 0.062 1.40 +0.06° 0.0875 0.0016

1| os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
las filas indican una diferencia significativa (p <0.05), segln la prueba de rangos multiples de Duncan; n=30. CN =
control negativo, y AFB1 = control positivo.

Como se menciond anteriormente, ya existen muchos informes de los efectos perjudiciales
de AFBL1 en los parametros de rendimiento, de hecho, este es el efecto economicamente mas
significativo de la aflatoxicosis en las aves de corral [215,216]. La disminucion en los
parametros de rendimiento resulta de alteraciones en los mecanismos de utilizacion de
proteinas y lipidos, asi como del efecto inhibidor de la AFB1 sobre la sintesis de proteinas y
la lipogénesis, que deteriora la eficiencia digestiva y metabolica de las aves y, por lo tanto,
afecta su crecimiento y salud general [160,216]. La adicion del DFM a la dieta contaminada
con AFB1 mejoré los parametros productivos, lo que podria ocurrir principalmente a través
de la mejora en la digestion enzimatica y de nutrientes, ya que las cepas de Bacillus pueden
producir ciertos nutrientes esenciales y enzimas extracelulares, asi como proporcionar los
factores de crecimiento necesarios para promover el crecimiento del hospedero [216,217].
Ademas, las cepas de Bacillus han demostrado la capacidad de esporular y resistir diferentes
condiciones bioquimicas del tracto gastrointestinal de las aves de corral, secretando

sustancias activas que podrian degradar AFB1 y, por lo tanto, reducir su absorcion [218,219].

90



PoSURARD!

LEDEFAR

Como se menciond anteriormente, la seleccion de estas cepas de Bacillus para la formulacion
del DFM estuvo justificada en el hecho de que estos microrganismos pueden producir un
conjunto variable de enzimas [212], que podrian actuar sobre la lactona o el anillo de difurano
en la molécula de la AFBL, reduciendo su toxicidad [220,221].

Como se muestra en la Tabla 18, no hubo diferencia en el peso de los higados de las aves
que recibieron el DFM en comparacién con el grupo CN, pero fue menor en comparacion
con el grupo AFB1. No se observaron diferencias significativas en el peso de los intestinos
de los tres grupos. El peso relativo del bazo aumentd solo en las aves del grupo AFBL,
mientras que las tratadas con DFM se mantuvieron similares al grupo CN. Con respecto al
peso relativo de la bolsa de Fabricio, el grupo CN mostré valores mas altos en comparacion
con el grupo AFB1, mientras que el grupo DFM no mostr6 diferencias con ninguno de los
otros grupos. El grupo AFB1 tuvo el valor mas bajo de la relacion del peso del bazo respecto

al de la bolsa de Fabricio, mientras que el grupo DFM fue similar al grupo CN.

Tabla 18. Peso relativo del higado, bazo, bolsa de Fabricio e intestino de pollos de engorda que consumieron
alimento contaminado con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias suplementados ¢ suplementada con o sin DFM™.,

Peso relativo (g) CN AFB1 DFM SEM? Valor de p
Higado 3.301+0.103°  4.427+0.166° 3516 +0.141>  0.1078 <0.0001
Intestino 9.804 £0.507¢  10.211£0.4092  9.781+0.525%  0.2741 0.7796
Bazo 0.121+0.008°  0.168+0.012*¢  0.118 £0.006°>  0.0062 0.0006
Bolsa de Fabricio 0.286 +0.021*  0.226 £0.011°  0.260+0.016®  0.0100 0.0454
Relacion Bazo /Bolsa ~ 2.380 £0.113*  1.435+0.125° 2.259 £0.140*  0.0953 < 0.0001

!Los datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. * ° Los superindices diferentes dentro de
las filas indican una diferencia significativa (p <0.05), segln la prueba de rangos maltiples de Duncan; n = 15. CN =
control negativo, y AFB1 = control positivo.

El analisis histoldgico del higado reveld un mayor nivel de lesién hepatica en el grupo
AFB1, en comparacién con los grupos CN y DFM, como se muestra en la Tabla 19. El
analisis revel6 degeneracion hepatocelular caracterizada por una extensa vacuolizacion en el
grupo AFBL1, en comparacion con el grupo CN. Los hallazgos histolégicos en las muestras
de higado del grupo AFB1 también revelaron un cambio en la disposicién y proliferacién de

células en los conductos biliares cerca del espacio portal del higado o entre los hepatocitos,
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con la presencia de necrosis focal e infiltrados inflamatorios de ceélulas. Tanto la
degeneracion hepatocelular como la infiltracién linfoide disminuyeron cuando se agregé el
DFM a la dieta, ya que las aves de este grupo mostraron puntuaciones de las lesiones mas

bajas que las del grupo AFB1.

Tabla 19. Degeneracion hepatocelular e infiltracion de células inflamatorias en higado de pollos de engorda que
consumieron alimento contaminado con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias suplementados con o sin DFM 1.

CN AFB1 DFM
Degeneracion hepatocelular  2.50 (2.00; 1.37)°  3.50 (3.00; 1.07)2  1.00 (1.00; 0.27)¢
Infiltracion linfoide 1.00 (1.00; 0.40)>  3.50 (4.00; 1.37)2  1.00 (1.00; 0.40)P

Infiltracion heterdfila 0.50 (1.00; 0.30)> 1.50 (1.00; 3.87) 1.00 (1.00; 1.37)®

!Los datos se expresan como mediana (moda; varianza). ¢ Los superindices diferentes dentro de las filas indican una
diferencia significativa (p <0.05), segln la prueba de Mann-Whitney U; n = 12. CN = control negativo, y AFB1 = control
positivo.

El incremento en el tamafio y en el peso del higado se atribuyen al aumento en el contenido
de lipidos, que produce un higado friable y graso [167,222]. Estos resultados estan
respaldados por las observaciones histopatoldgicas, en las que se observé degeneracion
vacuolar y deposicion severa de grasa en el higado de las aves del grupo AFB1, como
resultado del transporte de lipidos deteriorado méas que por el aumento en la biosintesis de
lipidos [170]. En el grupo AFB1 también se observaron grandes infiltrados de células
inflamatorias, compuestos principalmente por linfocitos y heteré6filos, como mecanismo para
responder a los hepatocitos degenerados vacuolados [171]. ElI mantenimiento del peso del
higado y la menor gravedad de las lesiones histopatoldgicas en el grupo DFM probablemente
se debieron a una modificacién en la sintesis, el transporte y la acumulacion de lipidos en el
higado, ya que se ha demostrado que la suplementacion dietética con cepas de Bacillus puede
influir en el metabolismo de los lipidos a través de la promocion y/o supresion de los
metabolitos de los lipidos en suero [223]. La bolsa de Fabricio en el grupo AFB1 mostré una
disminucion en su peso relativo, que podria ser causada por la necrosis o el deterioro celular
de este drgano linfoide, ya que se ha demostrado un menor nimero de células mitoticas

durante la aflatoxicosis, asi como deterioro linfofolicular y arresto en el ciclo celular de las
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células de la bolsa de Fabricio de los pollos de engorda [173,224]. Por otro lado, el aumento
del peso relativo del bazo podria ser un mecanismo compensatorio para la disminucién del
peso Y la actividad de la bolsa de Fabricio [174,224], sumado a la congestion de la pulpa roja
de este 6rgano, lo que resulta en la funcion inmune humoral y celular posiblemente alterada
[225].

La relacién del peso de la bolsa de Fabricio y el bazo confirmé este efecto, ya que los
valores mas bajos en el grupo AFB1 pueden reflejar el mayor peso del bazo debido a la mayor
migracion de las subpoblaciones de linfocitos y su proliferacion, asi como a la disminucion
del peso de la bolsa causada por su atrofia [175,176]. La suplementacion dietética con este
Bacillus-DFM mostré una mayor relacién bolsa/bazo porque la bolsa de Fabricio conservé
la mayor parte de su integridad y el bazo no recibi6 subpoblaciones de linfocitos migratorios;
por lo tanto, esta relacion puede usarse como un indicador de campo del estado inmune,
mejor que el peso relativo de la bolsa sola. Se ha demostrado que un mecanismo esencial de
la accion probidtica es la estimulacion del sistema inmune [226], y también se podria
hipotetizar que estas cepas de Bacillus pueden unirse o degradar con éxito la AFB1 en el
tracto gastrointestinal de los pollos de engorda, evitando su absorcién y, por lo tanto,
mejorando el peso relativo de estos tejidos linfoides, lo que también puede explicar los
efectos positivos observados en la capacidad de producir anticuerpos tanto sistémicos (contra
ND) como locales (IgA).

Respecto al peso relativo del intestino, no hubo diferencias entre ninguno de los grupos
experimentales, lo que sugiere que es un 6rgano dindmico que puede adaptarse a una
exposicion cronica a la AFB1 como se ha demostrado previamente [177]. Esto también puede
explicar los resultados de la mucina sérica y la citrulina, dos biomarcadores confiables de la
salud y la funcion de la barrera intestinal [179,227], que no se modificaron significativamente

en ninguno de los grupos experimentales.

La actividad de la SOD en los grupos CN y DFM fue similar y mayor que en el grupo
AFB1. Con respecto a los marcadores de integridad intestinal mucina y citrulina, no se

observaron diferencias estadisticas entre los grupos. Respecto a los niveles de CRP, el grupo
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CN tuvo una concentracion sérica mas baja en comparacion con el grupo AFB1, mientras
que el grupo DFM estaba entre los dos otros grupos control. El titulo de anticuerpos contra
la enfermedad de Newcastle y los niveles de IgA intestinal se midieron como indicadores
inmunoldgicos (Tabla 20). En ambas mediciones, el grupo CN mostrd niveles mas altos que
el grupo AFBL1. El grupo DFM tuvo un titulo de anticuerpos mas alto en comparacion con el
grupo AFBL1 y similares al grupo CN, pero respecto a los niveles de IgA intestinal, este grupo
solo mostr6 niveles numéricamente mas altos que el grupo AFB1, lo que sugiere que la
inclusién de DFM en la dieta de los pollos de engorda ayuda a preservar la respuesta inmune

humoral sistémica y local.

Tabla 20. Efecto del DFM sobre los niveles séricos de superéxido dismutasa (SOD), mucina, citrulina y proteina C
reactiva (CRP), los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle (ND) y los niveles de IgA intestinal en
pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm) durante 21

dias.
- Titulo de . .
SOD (U/mL)  Mucina (pg/mL) Citrulina CRP (ng/mL) anticuerpos 1gA intestinal
(nmol/mL) (ng/mL)
contra ND
CN 13.14 £ 0.18° 53.78 £10.18%  18.40+2.64* 23.89+1.17°  1327.40+99.70% 42.47 +7.46°

AFB1 10.25 +0.73° 50.81 + 8.242 13.90 £1.978 3342 +£4.43 846.50 +29.03° 25.47 +2.38°
DFM 12.24 +0.36° 54.18 + 6.042 13.62 £3.24% 24.97 +2.54®  1144.70 + 93.06 33.73 + 3.06%

SEM? 0.3434 4.4983 1.5394 1.8910 58.0181 2.9942
Valor de p 0.0006 0.9507 0.3754 0.0731 0.0010 0.0629

ILos datos se expresan como media + error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
la misma columna indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 12.
CN = control negativo, y AFB1 = control positivo.

Dado que la SOD es una enzima que forma parte fundamental de los sistemas de defensa
antioxidante, su actividad se determino para investigar el efecto del DFM contra las especies
reactivas de oxigeno generadas intracelularmente por el consumo de AFB1. Los datos de este
experimento muestran que la actividad de la SOD disminuy6 en los pollos tratados con
AFBL1, lo que confirma que existe una regulaciéon negativa de la expresion del gen SOD,
como se describié anteriormente [180]. La actividad de SOD fue mayor en pollos
alimentados con la dieta suplementada con el tratamiento DFM, lo que sugiere que este

Bacillus-DFM contrarresta el dafio oxidativo causado por la AFB1, ya sea por su capacidad
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de absorcion o su capacidad antioxidante. Los probioticos dietéticos, especificamente las
cepas de Bacillus, han demostrado ser benéficos para mejorar los efectos adversos del estrés
oxidativo y promover la actividad de las enzimas antioxidantes, ayudando asi a la resistencia
contra la oxidacion, eliminando los radicales hidroxilo y aumentando la capacidad
antioxidante [228,229].

La respuesta de anticuerpos a la vacuna contra ND y la concentracion total de IgA
intestinal fueron menores en las aves del grupo AFB1 como resultado de la inmunodepresion,
lo que podria deberse a la capacidad de AFB1 para inhibir la ARN polimerasa. Esta
inhibicion da como resultado la disminucion de la sintesis de proteinas en general, pero
particularmente de las inmunoglobulinas; ademas, hay un aumento de la digestion lisosémica
de las inmunoglobulinas, con reduccién y degeneracion de los linfocitos en los foliculos
bursales y el deterioro de la formacion de citocinas por los linfocitos [62,183]. EI DFM
mantuvo la capacidad de las aves para producir anticuerpos contra ND al mismo nivel que
los pollos que no reciben AFB1 y mostré una tendencia a producir un mayor nivel de IgA
intestinal en comparacion con el grupo AFB1. Se ha reportado que los DFM basados en
Bacillus modulan las respuestas inmunes humoral y celular en pollos de engorda al aumentar
el nimero de células de los 6rganos linfoides y, por lo tanto, activan la respuesta inmune del
bazo y el timo [217]. Varios estudios han informado que los DFM mejoran la respuesta
humoral de los pollos de engorda, posiblemente al aumentar la frecuencia de las células
secretoras de inmunoglobulina circulantes [230,231], lo que puede estar relacionado con la
activacion y maduracion de las células inmunes epiteliales, asi como con el aumento de la
actividad y el nimero de células T y B, lo que conduce a la proliferacion activa, la induccion
local de citocinas especificas y el aumento de la sintesis de inmunoglobulinas [232].

Curiosamente, se observo el mismo efecto para la respuesta inmune celular, evaluada con
la respuesta CBH, que mejor6 con el uso del DFM, como se muestra en la Tabla 21. Los
resultados revelaron una disminucion en la respuesta CBH en las aves del grupo AFBL1 a las
12 y 24 horas después de la inyeccién de PHA-M en comparacion con el grupo CN. El grupo
tratado con DFM permanecio sin diferencias en comparacion con el grupo CN a las 12 y 48

horas después de la inyeccion y mostré una respuesta de CBH mas alta que el grupo AFBL.
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Tabla 21. Efecto del DFM en la respuesta a la hipersensibilidad cutanea por basofilos (CBH) inducida por la PHA-
M en pollos de engorda que consumieron una dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm)™.

12 h (mm) 24 h (mm)
CN 0.692 +0.0522  0.788 £ 0.0722
AFB1 0.486 £0.041°  0.577 +0.057°
DFM 0.639 +£0.053*  0.779 £ 0.059?
SEM? 0.0312 0.0389
Valor de p 0.0153 0.0376

!Los datos se expresan como media * error estandar. ?Error estandar de la media. *® Los superindices diferentes dentro
de la misma columna indican una diferencia significativa (p <0.05), segln la prueba de rangos multiples de Duncan; n =
12. CN = control negativo, y AFB1 = control positivo.

Nuestros resultados muestran que las aves del grupo AFBL1 tuvieron una respuesta a CBH
mas baja a las 12 y 24 horas después de la inyeccion de PHA, que es el resultado de la
inhibicion de la capacidad quimiotactica de los leucocitos y la capacidad fagocitica de los
heterdfilos en los pollos [233]. Curiosamente, las aves del grupo DFM mostraron una
respuesta CBH similar al grupo CN a las 12 y 24 horas después de la inyeccion de PHA, lo
que indica que esta DFM podria mejorar la funcion inmune celular. Esto podria estar
relacionado con el posible efecto de las bacterias probioticas para activar las células
dendriticas en las placas de Peyer, estimulando el conjunto circulante de linfocitos T de la
mucosa [234], o la capacidad bien estudiada de las cepas de B. subtilis para regular
significativamente las citocinas proinflamatorias necesarias para el inicio y la regulacién de
la inmunidad celular a través de la diferenciacion de las células T virgenes en células Th-1
[235,236].

Finalmente, el efecto del DFM contra 2 ppm de AFB1 en las variables bioquimicas séricas
se muestra en la Tabla 22. La inclusién de AFB1 en la alimentacion indujo cambios
significativos en la mayoria de los parametros bioquimicos del grupo control, excepto ALP,
AST, BUN vy &cido Urico. Se observd una disminucién en los niveles séricos de albumina,
proteinas totales, colesterol, triglicéridos, glucosa, creatinina y minerales como fésforo
inorganico, magnesio y hierro en el grupo AFB1 en comparacion con el grupo CN. El
tratamiento con DFM ayud6 a disminuir los efectos adversos de AFB1 manteniendo

concentraciones séricas mas altas de albuimina, proteinas totales, colesterol, triglicéridos y
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glucosa en comparacion con el grupo AFB1. Aunque para algunos parametros, como la
albimina, el colesterol y la glucosa, el grupo DFM no alcanzo niveles séricos similares al
grupo CN, mostrd niveles mas altos que el grupo AFB1. Con respecto a los minerales, el
tratamiento con DFM ayudd a mantener los niveles de magnesio mas altos que el grupo
AFB1, mientras que el fésforo inorganico y el hierro solo mejoraron numericamente. Por
otro lado, el tratamiento con DFM no ayudé a mantener valores séricos de creatinina
similares al grupo CN, permaneciendo similares a los del grupo AFB1. También se mostro

un aumento en los niveles séricos de ALT y GGT en el grupo AFB1 en comparacion con los

grupos CN y DFM.

Tabla 22. Efecto del DFM sobre los parametros bioquimicos séricos en pollos de engorda que consumieron una
dieta a base de maiz y soya contaminada con AFB1 (2 ppm) durante 21 dias?.

CN AFB1 DFM SEM?  Valor de p
Albtimina (g/dL) 1.12 +0.032 0.61 +0.07° 0.78 +0.05° 0.0488 <0.0001
Proteinas totales (g/dL) 2.09 £ 0.06? 1.60 +£0.18° 1.99 +0.112 0.0805 0.0256
ALP (U/L) 278.10+19.96° 34450+28.76%  267.80+29.79°  16.0744 0.1043
ALT (U/L) 1.78 +0.22 3.69 +0.492 2.32 +0.46° 0.2703 0.0074
AST (U/L) 201.81+7.72¢ 20028 +14.48%  208.34+9.61°  6.1510 0.8597
GGT (U/L) 12.70 +0.68° 15.30 + 0.762 12.00 + 0.70P 0.4779 0.0075
BUN (mg/dL) 2.89+0.07 2.47 £0.15 2.55 +0.19 0.0881 0.1162
Colesterol (mg/dL) 116.20 + 4.432 65.70 +7.76¢ 88.20 + 8.59° 5.5329 0.0001
Triglicéridos (mg/dL) ~ 136.10+11.618  70.00£6.64°  108.70 +14.422  8.0853 0.0013
Glucosa (mg/dL) 42200 +18.09%  28750+12.60° 329.20+7.33"  12.8366  <0.0001
Creatinina (mg/dL) 0.27 £0.012 0.21+0.01° 0.22 +0.01° 0.0088 0.0067
Acido arico (mg/dL) 11.54 +0.732 13.61 + 0.89° 12.85 + 0.60° 0.4472 0.1622
P (mg/dL) 9.14 +0.232 7.36 +0.41° 8.22 +0.36% 0.2328 0.0040
Mg (mEa/L) 3.79 £0.14° 2.72+0.10° 3.14 +0.10 0.1043 <0.0001
Fe (ug/dL) 130.30 +5.212 95.40+8.94>  11250+501% 45471 0.0038

1| os datos se expresan como media * error estandar. 2Error estandar de la media. ¢ Los superindices diferentes dentro de
la misma fila indican una diferencia significativa (p <0.05), segun la prueba de rangos multiples de Duncan; n = 12. ALP
= fosfatasa alcalina, ALT = alanina aminotransferasa, AST = aspartato aminotransferasa, GGT = gamma
glutamiltransferasa, BUN = nitrogeno ureico en sangre, P = fosforo, Mg = magnesio, Fe = hierro, CN = control negativo,
y AFB1 = control positivo.
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Los resultados mostraron una disminucion aparente en las proteinas totales y los niveles
séricos de albimina en aves del grupo AFB1, en comparacion con el grupo CN. Dado que el
consumo de AFB1 causa dafio hepatico, la sintesis de proteinas se ve comprometida, lo que
resulta en una disminucion de los niveles de proteinas séricas, incluida la albumina. La
disminucion en la sintesis de proteinas podria deberse a la formacion de aductos, ya que se
ha informado que la AFB1 puede formar aductos de ADN o ARN que alteran la transcripcion
y la traduccion en la expresion génica, tambien puede formar aductos de lisina que producen
degradacion o excrecion de proteinas, o por inhibicion selectiva de la ARN polimerasa I,

perjudicando la sintesis de ARN mensajero [187,188].

Otro indicador de dafio hepéatico causado por la AFB1 es la alteracion en los niveles séricos
de enzimas hepaticas [237]. En este experimento, las aves del grupo AFB1 mostraron una
mayor actividad sérica de las enzimas ALT y GGT, y también hubo un aumento aparente en
la actividad de ALP en comparacion con las aves del grupo CN. Estas enzimas se encuentran
en el citoplasma y las mitocondrias de los hepatocitos, por lo que cuando se dafia la integridad
estructural del higado y aumenta la permeabilidad de la membrana celular o la necrosis de
los hepatocitos, estas enzimas se filtran del citosol al torrente sanguineo [238]. Ademas, estos
cambios también se observan en casos de obstruccion o dafio en el sistema biliar, ya sea
dentro del higado o en los canales biliares mas grandes fuera del higado [37]. Por el contrario,
no hubo diferencias significativas en los niveles séricos de AST cuando las aves fueron
alimentadas con AFB1, lo cual coincide con las observaciones realizadas anteriormente
[239]. Esto también podria estar relacionado con el hecho de que la AST también esta
presente en el citoplasma y las mitocondrias de tejidos como los musculos esquelético y
cardiaco [189]. La ingesta de probioticos se ha reconocido por su efecto hepatoprotector y su
capacidad para reducir la alteracion de las actividades de las enzimas hepaticas [240]. En la
salud del higado, los principales beneficios de los probioticos pueden ocurrir al prevenir la
produccion y la absorcion de lipopolisacaridos en el intestino y, por lo tanto, reducir los

niveles de inflamacion de bajo grado [241].

Estudios anteriores también han demostrado que el consumo de AFB1 causa alteraciones

en el metabolismo de los lipidos [242,243], lo que podria ser una consecuencia del
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metabolismo hepatico alterado después del dafio hepatocelular, lo que lleva a una biosintesis
reducida de colesterol y triglicéridos, relacionado con la inhibicion de la movilizacién y el
transporte de estos lipidos al tejido periférico, lo que resulta en la acumulacion de estos
lipidos en el higado [192,222] Ademas, estudios recientes han demostrado que la AFB1
puede regular negativamente el PPARa, una proteina del receptor nuclear que es un regulador
primario de la homeostasis de los lipidos y la glucosa. Esta regulacion negativa puede
conducir a un aumento de la expresion y la actividad de una enzima de la lipdlisis, la
lipoproteina lipasa, y por lo tanto promueve la eliminacion de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos, asi como de los niveles de triglicéridos circulantes [194]. Curiosamente, los
niveles séricos de colesterol y triglicéridos en el grupo DFM fueron mas altos que en el grupo
AFB1, pero no pudieron alcanzar niveles similares a los del grupo CN. Esto se debe a que la
suplementacidn con probidticos reduce significativamente los niveles séricos de colesterol y
triglicéridos en pollos de engorde al afectar el metabolismo de los lipidos a nivel de
absorcion, movilizacion y recirculacion [244]. Se han establecido varios mecanismos a traves
de los cuales los microorganismos probiéticos causan este efecto hipolipidémico. Algunos
de estos microorganismos podrian usar el colesterol presente en el tracto gastrointestinal para
su metabolismo, reduciendo asi la cantidad absorbida. Otros microorganismos reducen el
colesterol en la sangre al desconjugar las sales biliares en el intestino, evitando asi que actlen
como precursores en la sintesis de colesterol. Ademas, también se ha demostrado que los
microorganismos probidticos inhiben o disminuyen la actividad de enzimas como la acetil-
CoA carboxilasa y la hidroximetilglutaril-coenzima A, enzimas relacionadas con la
esterificacion de acidos grasos a triglicéridos y vias de sintesis de colesterol, reduciendo el
almacenamiento de estos lipidos en suero e higado [245]. Este efecto también podria explicar
el menor peso relativo del higado observado en el grupo DFM en comparacion con el grupo
AFB1, ya que la menor absorcién intestinal de lipidos o su mayor catabolismo evita la

redistribucion de lipidos del suero al higado.

Con respecto a los niveles séricos de glucosa y creatinina, ambos disminuyeron cuando
las aves fueron alimentadas con AFB1, lo que también ha sido reportado anteriormente

[246,247]. Los niveles séricos mas bajos de glucosa podrian ser consecuencia de la actividad
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reducida de las enzimas involucradas en el catabolismo de carbohidratos y la distrofia
hepética asociada con la glucogendlisis y la gluconeogénesis, pero también de la regulacion
negativa de PPARa [194,196]. Aunque el nivel de glucosa en suero de las aves del grupo
DFM no pudo alcanzar un nivel similar al grupo CN, hubo un aumento significativo en
comparacion con el grupo AFB1. Los efectos pro-absorbentes del DFM pueden causar este
efecto a través de la estimulacion de la absorcién difusional trans y paracelular de glucosa,
debido al aumento de las tasas de produccion de células de la cripta, el mayor namero de
poros pequefios en las vellosidades, el aumento de la actividad enzimatica en la membrana
del borde de cepillo, aumento del flujo de glucosa en la mucosa y una estimulacion marcada
de la absorcion de D-glucosa dependiente de sodio en las vesiculas de la membrana del borde
de cepillo con el aumento correspondiente del cotransportador de sodio-glucosa tipo 1 en
todas las diferentes regiones de la seccion intestinal [248,249]. Por otro lado, un nivel de
creatinina sérica mas bajo en el grupo AFB1 puede indicar toxicidad renal y enfermedad
hepatica grave [194,246]. La disminucion del nivel sérico de creatinina en el grupo AFBL1 es
el resultado de una menor ganancia de masa muscular asociada con problemas hepéticos
causados por esta micotoxina, ya que la creatinina es un metabolito resultante de la
degradacion de la fosfocreatina muscular, y su nivel disminuye cuando hay una utilizacion
reducida de fosfocreatina para las contracciones musculares inferiores [197]. El nivel sérico
de creatinina del grupo DFM no fue comparable al del grupo CN, lo que sugiere que este
Bacillus-DFM no pudo disminuir o prevenir la lesion renal causada por AFB1.

Finalmente, se analizaron los niveles séricos de algunos minerales como P, Mgy Fe, cuyos
valores en las aves que consumieron 2 ppm de AFB1 fueron mas bajos que en las aves de
grupo CN, lo cual coincide con informes anteriores que indican que durante la aflatoxicosis
se produce una alteracién severa en el metabolismo o absorcion de minerales principalmente
debido a las lesiones hepaéticas y renales [95,250,251]. La disminucion de los niveles de Py
Mg puede ser el resultado de un desequilibrio entre la absorcion intestinal y la excrecion
renal con regulacién adicional por las glandulas suprarrenales, tiroideas y paratiroideas
[201,250]; mientras tanto, las alteraciones de Fe probablemente estén relacionadas con la

inflamacidn del higado y el metabolismo alterado de las proteinas [203]. Aunque la inclusion
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en la dieta de este DFM no pudo mejorar por completo la disminucion de los niveles de
minerales en suero en las aves que consumieron AFB1, hubo un marcado aumento en sus
niveles séricos. Esto podria atribuirse al ambiente favorable en el tracto intestinal ocasionado
por el consumo de Bacillus spp., ya que se ha demostrado que las cepas probidticas pueden
disminuir el pH de la superficie en el duodeno, el yeyuno, el ileon y el ciego, creando un

mejor ambiente para la absorcion de minerales [203,252].

Como se pudo observar en los resultados de los experimentos realizados para evaluar la
efectividad de las formulaciones y los tratamientos desarrollados contra los efectos toxicos
de la AFBL1 en pollos de engorda, todos mostraron resultados favorables y prometedores para
su aplicacién practica en la industria avicola. No obstante, cuando se evalu6 la formulacion
desarrollada con los polimeros celul6sicos y la dispersion solida de CUR, en combinacion
con el Bacillus-DFM, los resultados no mostraron mas ventajas de las que tuvieron ambos
tratamientos de manera individual, por lo que se descartd la posibilidad de desarrollar un

producto con ambos tratamientos.

101



PO SI(J}11§/41%\(/I) :

LEDEFAR

8. CONCLUSIONES

e Los resultados del primer estudio demostraron que los polimeros celulésicos tuvieron la
mayor capacidad de adsorcién para todas las micotoxinas evaluadas, mostrando la
capacidad adsorbente mas baja para DON, y los porcentajes de adsorcion mas altos para
ZEAy OTA.

e Aunque el quitosano de alto peso molecular y no reticulado que se evalu6 mostro
propiedades adsorbentes significativas contra cinco de las seis micotoxinas que se
evaluaron, es posible que un quitosano de diferente peso molecular, grado de
desacetilacion o reticulado, pueda mostrar diferentes propiedades de adsorcién contra
estas micotoxinas.

e La caracterizacion fisicoquimica de los materiales poliméricos por técnicas como SEM,
FTIR-ATR, y DSC, permitio6 sugerir un probable mecanismo mediante el cual se lleva a
cabo el fendmeno de adsorcion de la AFB1.

e El presente estudio confirmo que la PVP K30 resultd ser un acarreador apropiado para la
preparacion de una dispersion solida de CUR por el método de evaporacion del solvente,
pudiendo confirmar la transformacion de la curcumina del estado cristalino al amorfo con
las técnicas de DSC y SEM.

e Elusode ladispersion sélida de CUR permitié mejorar sus propiedades biofarmacéuticas
de solubilidad y permeabilidad, ademas de su estabilidad quimica, lo cual se vio reflejado
en el incremento de su biodisponibilidad oral, sin incrementar su citotoxicidad.

¢ Debido a la naturaleza quimica de los polimeros celulésicos utilizados para el desarrollo
de la formulacidn, su capacidad de adsorcion depende del pH, siendo mayor a valores de
pH superiores a 3.0.

e Los datos obtenidos del estudio in vivo comprobaron los efectos tdxicos ocasionados por
el consumo cronico de AFBL1 en pollos de engorda, afectando los parametros productivos,
bioquimicos e inmunolodgicos, asi como un dafio hepatico grave.

e Aunque existen muchos métodos para contrarrestar los efectos tdxicos causados por la

contaminacion con AFB1, todavia no existe la estrategia perfecta para eliminar este
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problema, por lo tanto, se deben combinar estrategias efectivas para superar las limitantes
que cada una tiene, lo que conduce a una mejor prevencion o incluso a la eliminacién de
problemas de aflatoxicosis en la industria avicola, mejorando la seguridad alimentaria,
los problemas de salud publica y los beneficios econémicos.

e La adicion dietética de 0.3% de la formulacion desarrollada con los polimeros
celulosicos y 0.2% de la dispersion solida de CUR por separado disminuyd
significativamente algunos de los efectos toxicos resultantes de la ingesta de AFB1. Sin
embargo, el uso combinado de los polimeros celulésicos y la dispersién de CUR mostrd
un enfoque mejor integrado para el manejo de los problemas de salud en la avicultura
relacionados con el consumo de AFB1, ya que tienen diferentes mecanismos de accién
con diferentes efectos positivos.

e Actualmente existen métodos diferentes y efectivos para contrarrestar los efectos
adversos causados por la contaminacion con AFB1; sin embargo, la suplementacion
dietética con probidticos proporciona efectos benéficos adicionales, como la regulacién
en el equilibrio de la flora intestinal y las bacterias enterotoxigénicas, funcion de barrera,
actividad antiinflamatoria y antioxidante, asi como inmunomodulacion humoral y
celular.

e Nuestros resultados sugieren que el uso del Bacillus-DFM evaluado, en una
concentracion de 10° esporas/gramo de alimento, puede usarse para contrarrestar los
efectos adversos que ocurren cuando los pollos de engorda consumen dietas
contaminadas con altos niveles de AFB1, mostrando efectos benéficos sobre los
parametros productivos, el peso relativo de los organos, las lesiones hepaticas, la
respuesta inmune y las variables bioquimicas séricas.

e La combinacion de la formulacion desarrollada con los polimeros celulésicos y la
dispersion solida de CUR, con el Bacillus-DFM, no mostré mas ventajas de las que
tuvieron ambos tratamientos de manera individual, por lo que se descart6 la posibilidad

de desarrollar un producto con ambos tratamientos.
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Abstract: Mycotoxins are secondary toxic metabolites that are produced by fungi representing threats
to human and animal health. The objective of this study was to evaluate the adsorption capacity of
Chitosan (CHI), and three cellulosic polymers (HPMC, CMC, and MCC), on six mycotoxins (AFB;;
FUB,; OTA; T-2; DON; and, ZEA) using an in vitro digestive model for poultry. The adsorbent
capacity of the materials in the supernatant of each compartment was evaluated by a non-competitive
chemiluminescent assay. Control groups with no adsorbent material had an adsorption value of 0.00%
against all six mycotoxins that were evaluated. All four materials tested showed significant (p < 0.05)
binding activity against all of the mycotoxins when compared with the control non-treated group.
However HPMC, CMC, and MCC showed better adsorbent capacity when compared with CHI.

Keywords: adsorption; cellulosic polymers; chitosan; in vitro; mycotoxins
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Abstract: To evaluate the effect of cellulosic polymers (CEL) and curcumin (CUR) on aflatoxin Bl
(AFBI1) toxic effects on performance, and the biochemical and immunological parameters in broiler
chickens, 150 one-day-old male broiler chicks were randomly allocated into five groups with three
replicates of 10 chickens per pen: Negative Control (feed); AFBI (feed + 2 ppm AFB1); CUR (feed +
2 ppm AFB1 + Curcumin 0.2%); CEL (feed + 2 ppm AFB1 + 0.3% Cellulosic polymers); and, CEL +
CUR (feed + 2 ppm AFB1 + 0.3% Cellulose polymers + 0.2% Curcumin). Every week, body weight,
body weight gain, feed intake, and feed conversion ratio were calculated. On day 21, liver, spleen,
bursa of Fabricius, and intestine from five broilers per replicate per group were removed to obtain
relative organ weight. Histopathological changes in liver, several biochemical biomarkers, antibody
titers, and muscle and skin pigmentation were also recorded. Dietary addition of 0.3% CEL and 0.2%
CUR separately significantly diminished some of the toxic effects resulting from AFB1 on performance
parameters, relative organs weight, histopathology, immune response, and serum biochemical variables
(P < 0.05); however, the combination of CUR and CEL showed a better-integrated approach for the
management of poultry health problems that are related with the consumption of AFBI, since they have
different mechanisms of action with different positive effects on the responses of broiler chickens.

Keywords: aflatoxin B1; broiler chickens; cellulosic polymers; curcumin; performance

Key Contribution: The dietary addition of 0.3% cellulosic polymers and 0.2% curcumin, separately
or in combination, significantly diminished some of the toxic effects that resulted from AFB1 on
performance parameters, relative organs weight, histopathology, immune response, and serum
biochemical variables.

105



LEDEFAR

POSURARO!

Solis-Cruz, B., Hernandez-Patlan, D., Petrone, V. M., Pontin, K. P., Latorre, J. D.,
Beyssac, E., Hernandez-Velasco, X., Merino-Guzman, R., Arreguin, M. A., Hargis,
B. M., Lopez-Arellano, R., and Tellez G. (2019). Evaluation of a Bacillus-based
direct fed microbial on aflatoxin B1 toxic effects, performance, immunological status
and serum biochemical parameters in broiler chickens. Avian Diseases.

AVIAN DISEASES 63:000-000, 2019

Evaluation of a Bacillus-Based Direct-Fed Microbial on Aflatoxin B1 Toxic Effects,
Performance, Immunologic Status, and Serum Biochemical Parameters in
Broiler Chickens

o P A . A A : . B G D
Bruno Solis-Cruz,” Daniel Hernandez-Patlan,” Victor M. Petrone,” Karine P. Pontin,” Juan D. Latorre,” Eric Beyssac,
) E = E ; = G A
Xochitl Hernandez-Velasco,” Ruben Merino-Guzman, ™ Margarita A. Arreguin, Billy M. Hargis,” Raquel Lopcz—Arcllanof
s ; . 266G
and Guillermo Tellez-Isaias

ALaboratorio 5: LEDEFAR, Unidad de Investigacion Multdisciplinaria, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
Universidad Nacional Auténoma de México, Cuautitlan Izcalli 54714, State of Mexico, Mexico
Departamento de Medicina Veterinria Preventiva, Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Avidria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre RS 97105-900, Brazil
“Department of Poultry Science, University of Arkansas, Fayetteville, AR 72704
PLaboratoire de Biopharmacie et Technologie Pharmaceutique, UFR de Pharmacie, Facult¢ de Pharmacie, Université Clermont Auvergne,
Clermont-Ferrand 63001, France
FDepartamento de Medicina y Zootecnia de Aves, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México,

~ Mexico City 04510, Mexico
FEco-Bio LLC, Fayetteville, AR 72701

Received 10 April 2019; Accepted 17 August 2019; Published ahead of print 17 August 2019

SUMMARY. The aim of the present study was to evaluate the effect of a commercial Bacillus direct-fed microbial (DEM) on
aflatoxin B1 toxic effects, performance, and biochemical and immunologic parameters in broiler chickens. Ninety 1-day-old Cobb
500 male broiler chicks were raised in floor pens for a period of 21 days. Chicks were neck-tagged, individually weighed, and
randomly allocated to one of three groups: Negative control (basal feed), aflatoxin B1 (basal feed + 2 ppm AFBI), and DFM (basal
feed + 2 ppm AFBI1 + Bacillus direct-fed microbial). Each group had three replicates of 10 chickens (= 30/group). Body weight
and body weight gain were calculated weekly, while feed intake and feed conversion ratio were determined when broilers were 21
days old. On day 21, all chickens were bled, gastrointestinal samples were collected, and spleen and bursa of Fabricius were
weighed. This study confirmed that 2 ppm of AFB1 causes severe detrimental effects on performance, biochemical parameters, and
immunologic parameters, generating hepatic lesions in broiler chickens (2 < 0.05). However, it was also observed that DFM
supplementation provided beneficial effects that might help to improve gut barrier function, anti-inflammatory and antoxidant
activities, as well as humoral and cellular immunomodulation. The results of the present study suggest that this Bacillus-DFM
added at a concentration of 10° spores/gram of feed can be used to counteract the negative effects that occur when birds consume
diets contaminated with AFBI, showing beneficial effects on performance parameters, relative organ weights, hepatic lesions,
immune response, and serum biochemical variables. The addition of this Bacillus-DFM might mitigate and decrease aflatoxicosis
problems in the poultry industry, improving food security, alleviating public health problems, and providing economic benefits.
Future studies are needed to fully elucidate the specific mechanisms by which this Bacillus DFM counteracts the toxic effects of
aflatoxin B1.
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Abstract

An important approach to prevent aflatoxicosis in poultry is the addition of non-nutritional
adsorbents in the diet to bind aflatoxin B1 (AFB1) in the gastrointestinal tract. These adsor-
bents are large molecular weight compounds that are able to bind the mycotoxin, forming a
stable complex adsorbent-mycotoxin, which can pass through the gastrointestinal tract. In
this chapter, we evaluate the use of polymers and probiotics to reduce AFB1 toxic effects in
poultry. Our results on the efficacy of polymers and probiotics in sequestering mycotoxins
are highly promising, although this field is still in its infancy and further research is needed.
Furthermore, in vivo studies are needed to confirm the effectiveness of these materials
against AFB1 toxic effects, since results in the past have indicated that there is great variabil-
ity in the efficacy of adsorbing materials in vivo, even though the compounds may show
potential adsorption capacity of the mycotoxin in vitro.

Keywords: aflatoxins, chickens, polymers, adsorption, probiotics
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Chapter

The Use of Probiotics in Poultry
Production for the Control of
Bacterial Infections and Aflatoxins

Daniel Hernandez-Patlan, Bruno Solis-Cruz, Billy M. Hargis
and Guillermo Tellez

Abstract

In intensive poultry production, a large number of antimicrobials are frequently
employed to prevent (prophylactic use) and treat (therapeutic use) diseases, as
well as for growth promotion (subtherapeutic use), in order to increase productiv-
ity. However, it has been reported that the use of antimicrobials at subtherapeutic
doses is closely related to the increase in bacterial resistance and with the treatment
failure. In addition to antimicrobial resistance, another problem derived from the
use of antimicrobials is the presence of residues in animal products. Therefore,
these problems and the ban of antimicrobial as growth promoters have prompted
the poultry industry to look for alternatives with similar benefits to antibiotics.
Among these alternatives, probiotics are one of the most widely studied and inter-
esting groups. Hence, in the present chapter, the effect of probiotics and direct-fed
microbial against foodborne pathogens and mycotoxins will be summarized.

Keywords: probiotics, direct-fed microbial, foodborne pathogens, antimicrobial
resistance, aflatoxins
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