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RESUMEN
En pollos parrilleros (n=160), se evaluó el efecto de incluir aditivos 

anti-micotoxinas (AMM) en raciones naturalmente contaminadas, sobre 
parámetros serológicos y hematológicos. Se realizaron dos experimentos; en 
el experimento 1 se evaluó una  ración con  6 ppb de aflatoxina, 4,5 ppm de 
fumonisina, y  en el experimento 2, una ración con 500 ppb de DON, 1,2 
ppm de fumonisina y 500 ppb de zearalenona. Cada  ración  se combinó con 
aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS), glucomananos 
esterificados (EGM) o aditivo multimodular (MM), recibiendo un grupo de 
aves (en cada experimento) ración  sin AAM.  A los 21 días se extrajo sangre 
determinándose Lactato deshidrogenasa (LDH), proteína total, albúmina, 
ácido úrico, colesterol, hemoglobina y hematocrito. Los experimentos fueron 
analizados conjuntamente en un  diseño  completamente aleatorizado con  
arreglo factorial de tratamientos. Se detectó una interacción (P<0.001) entre 
la ración y el AAM incluido. En el experimento 1, al incluir AAM resultó en 
menor (P<0.001) LDH y ácido úrico, y mayor (P<0.001) proteína total, colesterol 
y hematocrito. La albúmina fue mayor (P<0.0001)  con MM y EGM, y menor 
(P<0.02) con HSCAS. En el experimento 2,al incluir AAM  generó menor 
(P<0.001) LDH, excepto con HSCAS.  Con MM se observó mayor (P<0.001) 
proteína total, albúmina y hematocrito y menor (P<0.001) ácido úrico. Con 
EGM mayor (P<0.001) colesterol y hematocrito  y con HSCAS menor 
(P=0.03) proteína total y mayor (P<0.001) colesterol. En  el experimento 1, 
los tres AAM evaluados aparecerían como promisorios mientras que  en el 
experimento 2, MM aparentó ser el más efectivo

SUMMARY
In diets naturally contaminated with mycotoxins, effect of inclusion of 

three anti-mycotoxin additives (AAM) in serological and hematological 
parameters, was evaluated in growing broiler chickens (n=160). Two trials 
were conducted. In trial 1, diet contained 6 ppb aflatoxin, 4,5 ppm fumonisin, 
and in trial 2, diet contained 500ppb DON, 1,2 ppm fumonisin, and 500ppb 
zearalenona. Each diet was combined with hydrated sodium calcium 
aluminosilicate (HSCAS), esterified-glucomannan polymer (EGM) or multi 
modular additive (MM). In each trial, ration without AAM was provided to  a 
group of  broilers. Blood was collected at 21 days to determine lactate 
dehydrogenase activity (LDH), total protein, albumin, uric acid, cholesterol, 
haemoglobin and haematocrit.  Trials were analyzed together in a completely 
randomized 2 x 4 factorial design. A diet x AAM interaction was detected 
(P<0.001). In trial 1, inclusion of AAM resulted in less (P<0.001) LDH and uric 
acid, and greater (P<0.001) total protein, cholesterol y haematocrit. Albumin 
was greater (P<0.0001) with MM and EGM, and less (P<0.02) with HSCAS. 
In trial 2, inclusion of AAM produced less (P<0.001) LDH, except with 
HSCAS.  With MM greater (P<0.001) total protein, albumin y haematocrit, 
and less (P<0.001) uric acid was observed. With EGM greater (P<0.001) 
cholesterol y haematocrit was registered, meanwhile less (P=0.03) total 
protein, and greater (P<0.001) cholesterol was observed with HSCAS. In trial 
1, the three AAM seemed to be promissory to counteract the adverse effect 
produced by the mycotoxins combination evaluated. Meanwhile in trial 2, MM
appeared to be the most promissory.
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1. INTRODUCCIÓN

Las micotoxinas son metabolitos tóxicos secundarios producidos por 
hongos filamentosos toxicogénicos (Coulombe, 1993; Ballesteros & Ramón, 
2000; Chowdhury et al., 2005c). Estas toxinas se forman esporádicamente 
en condiciones de campo, cuando se produce un estrés para el crecimiento 
del hongo y durante el almacenamiento cuando se presentan determinadas 
condiciones ambientales (Humphreys, 1990; Osweiler, 1996; Santin, 2005).  
Se liberan al medio con la finalidad de inhibir la multiplicación de otros 
organismos (Santin, 2003; Morante, 2006; Mallmann et al., 2008). Sin 
embargo, la sola presencia del hongo en el alimento, no indica 
necesariamente que existan toxinas (Meireles & Riet, 1991; Devewogda & 
Murthy, 2005; Santin, et al., 2003a).

La contaminación de los alimentos por hongos y micotoxinas ocurre 
en el mundo entero, así por ejemplo la, Food and Agriculture Organization 
(FAO) estimó que el 25% de las reservas anuales de granos del mundo 
estaban contaminadas con micotoxinas (Bhat & Vasanthi, 1999). Estas 
toxinas causan enormes pérdidas de orden económico, sanitario y comercial 
aunque el mayor problema se atribuye a los daños que ocasionan en la 
salud humana y animal, afectando diversos órganos y sistemas (Diekman et 
al., 1992; Osweiller,  2000; Watts et al., 2003; Wyatt, 2005; Mallman et al., 
2008).

Si bien se conocen cerca de 300 micotoxinas, no todas tienen la 
misma importancia por la frecuencia y las lesiones que producen (Osweiller,  
2000; Watts et al., 2003).  La tolerancia de los animales a las micotoxinas, 
varía con la especie, el sexo, la edad, el estado fisiológico y sanitario y  las 
condiciones ambientales de estrés, variando los cuadros tóxicos según los 
órganos y sistemas involucrados, como también con los tipos, dosis, tiempo 
de consumo y combinación de toxinas presentes (Chowdhury et al., 2005c; 
Devegowda & Murthy, 2005; Wyatt, 2005).  Esos cuadros se pueden asociar 
a síntomas de hepatoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, déficit 
inmunitario o alteraciones reproductivas (Santin, 2005; Riley & Pestka, 
2005). Adicionalmente a los efectos directos de las micotoxinas, la 
metabolización de las mismas puede generar compuestos tóxicos 
secundarios capaces de pasar a la carne, al hígado, los huevos o la leche, lo 
que representa un importante riesgo para la salud pública (Jacobson et al, 
1974, Midio & Martins, 2000; Mabbett, 2004; Tedesco et al., 2004; Zaghini et 
al., 2005; Denli et al., 2009).

Un aspecto particular de la mayoría de las micotoxicosis, es la 
aparición de efectos tóxicos combinados al interactuar varias micotoxinas.   
Lo más frecuente es que los alimentos sean invadidos por varias especies 
de hongos y que una especie de hongo produzca más de una micotoxina 
(Meireles & Riet, 1991; Santin, 2003a; Devegowda & Murthy, 2005; Kumar & 
Balachandran, 2009). Esta combinación de toxinas a diferentes 
concentraciones provoca cuadros clínicos confusos (Caemán & Repetto, 
1995; Mabbett,  2004; Chowdhury et al., 2005c; Wyatt, 2005).  La ingestión 
continua de alimentos contaminados con bajas dosis de micotoxinas, puede  
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pasar desapercibida por la ausencia de signos o lesiones evidentes en los 
animales, pero puede producir severas pérdidas económicas (Osweiller, 
2000; Mabbett, 2004; Devegowda & Murthy, 2005; Diaz, 2007).

El empleo de raciones  contaminadas por micotoxinas representa una 
importante limitante en la industria avícola ya que las nuevas líneas 
comerciales de aves a pesar de tener  un potencial genético para 
performance y conversión alimenticia  son muy exigentes en cuanto a la 
calidad de la dieta y muy sensibles a la presencia de  micotoxinas (Mabbett, 
2004; Díaz, 2007) lo cual deprime rápidamente el crecimiento y conversión.  
El amplio espectro de efectos biológicos que producen en las aves, así como 
su gran  resistencia de la mayoría de las micotoxinas a las altas  
temperaturas, y que no generan inmunidad provoca que su presencia en los 
alimentos sea un serio problema para la producción avícola (Perusia & 
Rodríguez, 1997; Devegowda & Murthy, 2005; Díaz, 2007; Janaczyk et al.,
2006). 

Los efectos tóxicos de las micotoxinas han sido estudiados en su gran 
mayoría usando alimentos artificialmente contaminados con micotoxinas 
puras. Esto aportó una valiosa información sobre el modo de acción y el
impacto que causan en forma individual. (Kubena et al., 1985; 1990a; 1990b; 
1995, Espada et al.,  1994, Fernández et al., 1994, 1995) Actualmente existe 
la tendencia de evaluar los efectos resultantes de la ingestión de raciones 
naturalmente contaminadas por varias toxinas ya que esto refleja la realidad 
(Santin, 2003a; Chowdhury, 2004).  Se ha comprobado que las micotoxinas 
presentes  en granos naturalmente contaminados, son más tóxicas que las 
dosis equivalentes de toxina purificada.  Esto posiblemente se deba a la 
presencia de otras micotoxinas no identificadas y de precursores de las 
mismas que actúan sinérgicamente entre sí (Chowdhury et al., 2005c; 
Devegowda & Murthy, 2005; Kahn, 2007).

Una  alternativa posible para la  detoxificación de micotoxinas son los  
aditivos anti-micotoxinas (AAM) con diferentes mecanismos de acción. Estos 
productos también se conocen como secuestrantes o adsorbentes de 
micotoxinas. Son polímeros orgánicos o inorgánicos de gran peso molecular 
que al añadirse a la ración serían capaces de formar complejos irreversibles 
con moléculas de micotoxinas en la luz intestinal.  Los complejos formados 
serían indigestibles, obteniéndose así una reducción de la dosis de 
micotoxinas absorbidas (Campos & Malaquido, 2003; Díaz & Smith, 2005).  
Actualmente se admite que todas las dietas para aves en la fase pre inicial 
deberían incluir en su formulación AAM y en el resto de las fases debería 
tenerse en cuenta el riesgo de su presencia para incluirlas (Mallman,  2008).

En Uruguay se dispone de distintos tipos de AAM entre los que se 
encuentran los alumino silicatos hidratados de calcio y sodio (HSCAS), los 
glucomananos esterificados (EGM) y un tercer aditivo multi modular (MM) 
formado por cinco fracciones minerales, enzimas, microorganismos, 
sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos 
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El objetivo de este trabajo, fue evaluar la actividad detoxificadora de 
estos AAM en raciones naturalmente contaminadas con aflatoxinas, 
fumonisina, DON y/o zearalenona en  los valores séricos (LDH, proteínas 
totales, albúmina, ácido úrico y colesterol) y hematológicos (Hb, Hto y 
MCHC) mediante una prueba “in vivo” realizada en pollos parrilleros en 
iniciación.

2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS

2.1.  Descripción de las micotoxinas y su acción.
2.1.1.   Toxinas del Género Aspergillus y Penicillium
2.1.1.1. Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AF) son metabolitos tóxicos producidos  por hongos del 
genero Aspergillus principalmente Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. 
nomius  y cepas de Penicillium,  son  las más distribuidas a nivel mundial 
(Blood  & Radostitis, 1992; Smith 1997; Devegowda et al., 1998; Miazzo et
al., 2000; Castiglioni et al., 2006).  Fueron las primeras en ser  
caracterizadas al inicio de la década del 60 y las más estudiadas hasta el 
momento en términos de su naturaleza química, mecanismo de acción, 
toxicocinética y efectos producidos (Price et al., 1993; Midio & Martins, 2000; 
Devegowda & Murthy, 2005).

Químicamente son furocumarinas, presentando un núcleo central 
cumarínico unido a una estructura  bifuránica por lo que se clasifican como 
compuestos furánicos policíclicos (Osweiller, 1996; Midio & Martins, 2000). 
Son fluorescentes lo que es importante para su detección (Osweiller, 1996; 
González & Heus, 2000; Midio & Martins, 2000; Roder, 2002).  Se forman 
naturalmente en las conidias como productos metabólicos de los hongos, 
excretándose en un  90% (Jurado Couto, 1989). Estas micotoxinas son 
hepatotóxicas, carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, e 
inmunosupresoras (Roder, 2002; Pimpukdee et al., 2004; Devegowda & 
Murthy, 2005; Arrieta et al., 2006a).  Se  producen en sustratos muy 
variados, principalmente los granos de maíz, centeno, sorgo, cebada,  trigo,  
y arroz y las semillas de algodón y maní (Osweiller, 1996; Perusia & 
Rodríguez, 1997; Klaasen & Watkins, 2000).

Se conocen en la actualidad por lo menos 18 aflatoxinas (Tejada et al.,
2008) siendo los principales tipos de interés  B1, B2, G1, G2, M1 y M2  De 
estas  la AFB1 es la más tóxica y la más estudiada (Jurado Couto, 1989; 
Coulombe, 1993; Hollinger, 1999; Castiglioni et al., 2006).  Las 4 primeras 
las producen los hongos en forma natural y se encuentran en el alimento, el 
resto son productos metabólicos de éstas, formándose en  el animal por 
microorganismos presentes en su tubo gastrointestinal, o son producidas 
espontáneamente en respuesta a productos químicos  del medio ambiente. 
(Rivero et al., 1991; Osweiller, 1996; Mc Kenzie et al., 1998, Tejada et al., 
2008).  Las letras B y G se deben al color fluorescente que adoptan en la 
cromatografía en capa fina al irradiarlas con luz ultravioleta azul (B: blue) o 
verde (G: green)  (González & Heuhs, 2000).  La letra M indica leche (Milk) 
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refiriéndose a la vía de eliminación más importante de dicha toxina 
(Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000).

La principal vía de ingreso de estas micotoxinas al animal es la oral, 
aunque pueden ingresar por inhalación de, esporas o fragmentos de 
micelios. En general, las aves son las especies más susceptibles a las 
aflatoxinas, siendo mayor su acción  en la fase inicial de crecimiento, o sea, 
durante los primeros 21 días de vida (Perusia & Rodríguez, 1997; Santurio, 
2000).  Esta alta toxicidad en las aves se debe a su rápida absorción desde 
el tracto gastrointestinal por ser liposolubles, absorbiéndose por difusión 
pasiva (Midio & Martins, 2000).  Luego de absorbidas se ligan rápidamente 
en forma reversible a la albúmina y a otras proteínas, para ser transportadas 
al hígado, donde por su liposolubilidad entran rápidamente al hepatocito 
(Santurio, 2000; Midio & Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005). En el hígado, 
órgano blanco de las aflatoxicosis, estas toxinas son biotransformadas por 
enzimas microsomales del sistema de oxidasas mixtas en varios productos 
metabólicos (Osweiler, 1996; Riley & Pestka, 2005). Estos metabolitos 
pueden ser detoxificados por conjugación con aminoácidos, ácido 
glucorónico o sales biliares y ser eliminados por orina y heces.  La 
manifestación de la toxicidad de las aflatoxinas dependerá del balance entre 
la generación de metabolitos tóxicos y su metabolización a productos no 
tóxicos.  Las vías metabólicas relacionadas a estos procesos de 
detoxificación presentan diferencias entre las especies animales, lo cual 
define la susceptibilidad de las mismas a las aflatoxicosis (Hollinger & 
Ekperigin, 1999; Tedesco et al., 2004; Riley & Pestka, 2005).

Entre los productos metabólicos que se forman se incluye: aflatoxicol, 
aflatoxina Q1, aflatoxina P1, aflatoxina M1 y aflatoxina 8,9 epóxido, siendo 
este último particularmente tóxico (Tung et al., 1972; Coulombe, 1993; 
Osweiller, 1996; Midio & Martins, 2000).  Su toxicidad se debe a que es   
altamente reactivo por ser inestable, por este motivo busca estabilidad 
química interactuando con compuestos endógenos (ADN, ARN y proteínas) 
produciendo aductos (Klaassenn & Watkins, 2000; Roder, 2002; Riley & 
Pestka, 2005).  Su acción produce severas lesiones principalmente en 
hígado, alterando el metabolismo hepático de proteínas lípidos y glúcidos,
que se manifiestan en los parámetros séricos (disminución  de  proteínas  
totales, albúmina, triglicéridos, colesterol, glucosa.) y hematológicos 
(disminución del: recuento de eritrocitos, hematócrito, concentración de 
hemoglobina, trombocitos y linfocitos) (Fernández et al., 1994; Fernández et 
al., 1995; Basmacioglu et al., 2005; Wyatt, 2005).

Las aflatoxinas pueden alterar el metabolismo proteico hepático al unirse 
al ADN inhibiendo la ARN polimerasa e interfiriendo con la transcripción, ya 
que hay reducción en la síntesis de ARN mensajero (Riley & Pestka, 2005). 
Las modificaciones en el ADN se producen por dos mecanismos: al 
intercalarse en el ADN formando un aducto covalente con la guanina, y por 
la alquilación del ADN con la toxina, resultando en la pérdida de una base 
del ADN (Coulombe, 1993; Hollinger & Ekperigin, 1999).  Como resultado, se 
producen mutaciones que se pueden reparar espontáneamente o 
enzimáticamente y los aductos removidos se excretan con la orina.  Otras 
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veces se afecta  la actividad de biotransformación y reparación del ADN con 
riesgos carcinogénicos y mutagénicos (Coulombe, 1993; Hollinger & 
Ekperigin, 1999; Riley & Pestka, 2005) produciendo mutaciones que son 
heredables a la siguiente generación de células hepáticas, lo que puede 
producir carcinoma hepático (Coulombe, 1993).  Por esta razón, la 
International Agency for Research of Cancer (IARC) en 1991 confirmó la 
inclusión de las aflatoxinas dentro del grupo  1 que comprende los agentes 
carcinógenos comprobados en humanos (Repetto 1995; Castenaro et al.,
1998; Hollinger & Ekperigin, 1999; Midio & Martins, 2000).

La disminución marcada en la síntesis proteica hepática se manifiesta por 
una disminución de proteínas totales en suero.  Este efecto  se debe 
principalmente a la disminución de albúmina, que se sintetiza 
exclusivamente en el hígado.  Las proteínas totales y la albúmina en suero, 
son los indicadores más sensibles de aflatoxicosis. (Huff et al., 1986; 
Fernández et al., 1995; Osweiller, 1996; Kaneko, 1997; Mc Kenzie et al.,
1998). 

Otra manifestación de la disminución de la síntesis proteica, es que se 
produce una disminución en la síntesis de enzimas involucradas en el 
metabolismo hepático que actúan sobre proteínas, lípidos, y carbohidratos 
alterando su funcionalidad (Osborne & Hamilton, 1981; Devegowda & 
Murthy, 2005; Wyatt, 2005).  La disminución de la síntesis de enzimas 
involucradas en el catabolismo de los aminoácidos, resulta en una menor 
formación de productos de ese catabolismo (ácido úrico, urea) y por lo tanto 
de su presencia en suero (Huff et al., 1986 Lumeij, 1997; Devegowda & 
Murthy, 2005).

Las modificaciones en el metabolismo proteico hepático, también se 
asocian a una disminución de la fracción proteica de las lipoproteínas (lo que 
disminuye el transporte y excreción de los ácidos grasos  metabolizados en 
el hígado), y de enzimas vinculadas al metabolismo de lípidos.  Por estos 
motivos la presencia de aflatoxinas se asocia a menores niveles de 
colesterol, triglicéridos y ácidos grasos en plasma (Mc Kenzie et al., 1998; 
Raju & Davegowda, 2000; Aravind et al., 2003; Wyatt, 2005).  La disminución 
de la colesterolemia sería resultado, no solamente de una síntesis limitada 
de la fracción proteica de las lipoproteínas de baja densidad (VLDL) sino 
también la disminución de la síntesis y actividad de una o más enzimas, que 
participan en el proceso (Kubena et al., 1995; Mc Kenzie et al., 1998; 
Anyanwu et al., 2007).  La principal enzima afectada es la hidroxi-metil-
glutaril CoA-reductasa (HMG-CoA-reductasa) que interviene en la activación 
del acetato, lo cual es el primer paso en la biosíntesis del colesterol hepático 
(Hussein & Brasel, 2001; Sandoval et al., 2004).

También se ha observado disminución en la síntesis de enzimas 
relacionadas al metabolismo de la glucosa, tales como glucosa-6-fosfatasa y 
succinato deshidrogenasa (Devegowda & Murty, 2005).

El efecto de las aflatoxinas en la síntesis proteica del hígado, se puede 
asociar también a los valores hematológicos de animales consumiendo 
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dietas contaminadas, ya que existen reportes de disminución de transferrina 
y otras proteínas asociadas a la síntesis de hemoglobina (Tung et al., 1975 
a; Maurice et al., 1983; Huff et al., 1986).  La disminución de la síntesis de 
transferrina, proteína transportadora de hierro, compromete la absorción de 
hierro en el intestino y su transporte.  Como resultado, puede producirse 
anemia al verse disminuida la hematopoyesis (Tung et al., 1972; Huff et al., 
1986).

Estas alteraciones en la síntesis de hemoglobina, potencian la anemia 
hemolítica, característica de las aflatoxicosis, que es consecuencia de que la 
médula ósea es incapaz de compensar la destrucción prematura de los 
glóbulos rojos maduros por medio del aumento en su producción.  Esta 
anemia hemolítica se caracteriza por disminución del hematocrito (volumen 
celular total y recuento de eritrocitos) y del nivel de hemoglobina 
acompañado de hiperplasia de la medula ósea (Tung et al., 1975ª; Huff et 
al., 1986; Mc Kenzie et al., 1998).  Nuevas investigaciones argumentan que 
la anemia hemolítica podría estar relacionada a la disminución de la enzima 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6FD) en los glóbulos rojos, lo que 
podría llevar a una disminución de la potencia antioxidante intracelular, 
produciendo una oxidación de la hemoglobina que la desnaturaliza y 
disminuye la vida media del glóbulo rojo (Surai & Dvorska, 2005).

Actualmente se considera que los cambios más importantes que produce 
la aflatoxina son debidos a la formación de lípido peroxidasas que son 
tóxicas para los sistemas antioxidantes,  provocando una disminución de los 
mismos. Como resultado, se produce daño oxidativo y aumento de especies 
activas de oxígeno, que pueden oxidar las moléculas biológicas dañando las 
membranas celulares y de los organelos lo que puede producir necrosis 
(Osweiller, 1996; Repetto 1998; Midio & Martins, 2000; Surai & Dvorska, 
2005; Guaiame, 2005).

La detección de anemia hemolítica en animales consumiendo dietas 
contaminadas con aflatoxinas, así como alteraciones de la integridad celular 
en órganos y tejidos, ha sido asociada  a los niveles séricos de actividad de 
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Mc Kenzie et al., 1998; Devegowda 
& Murthy, 2005).  La LDH comprende  un grupo de enzimas que participan 
en la inter conversión de piruvato y lactato y se encuentran en la sangre y 
otros tejidos del cuerpo, participando en el metabolismo energético de las 
células y aparecen aumentadas en sangre cuando se altera la integridad 
celular.

2.1.2. Toxinas del género Fusarium

Las micotoxinas producidas por Fusarium causan importantísimas 
pérdidas en la industria avícola (Awad et al., 2006; Devegowda & Murthy, 
2005; Girish et al., 2008b).  Estas toxinas son numerosas, diversas en la 
estructura química y en las alteraciones metabólicas que producen en los 
animales (Smith et al., 2001; Devegowda & Murthy, 2005).  En Uruguay al 
igual que en sur de Brasil, los hongos del género Fusarium se destacan 
como los más importantes en términos de pérdidas globales debido a que 
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producen muchas micotoxinas y que las condiciones climáticas son más 
propicias para su producción (Santin et al., 2000 y 2005).  Por su ocurrencia 
en los alimentos, se considera que las toxinas más importantes producidas 
por este género, son los trichotecenos, las fumonisinas y la zearalenona 
(Santin et al., 2000; Devegowda & Murthy, 2005; Faixová et al., 2007a; 
Girish et al., 2008c).

2.1.2.1. Trichotecenos

Los trichotecenos son un grupo de más de 180 micotoxinas con la 
misma estructura básica (sesquiterpenoide con un núcleo tricotecano),  
catalogándose como lactosas sesquiterpenas (Roder 2002; Swamy et al., 
2002a; Riley & Petska, 2005; Girish et al., 2008a).  Poseen el esqueleto de 
los sesquiterpenoides 12-13 epoxy trichoteceno tetraciclico, siendo este 
núcleo epóxido, el responsable del efecto tóxico del trichotecenos; 
observándose frecuentemente efectos aditivos al estar presentes varias 
toxinas del grupo (Osweiller, 1996; Raju & Devagowda, 2000; Chowdhury et 
al., 2005b).  Los trichotecenos se clasifican en 4 grupos: A, B, C y D, siendo 
el grupo B el que comprende las toxinas más importantes por su ocurrencia 
y toxicidad.  Una de ellas la 4 deoxynivalenol (DON) también denominad 
vomitoxina, es la más prevalente de los trichotecenos en los granos que se 
usan para alimentación animal (Osweiler, 1996; Osweiller et al., 2000; Midio 
& Martins, 2000; Faixová et al., 2007b).  El DON es producido principalmente 
por el Fusarium graminearum, (Teleomorfo Gibberella zeae) F. culmorum y 
F. sporotrichioides aunque también otros géneros de hongos como 
Trichothecium, Myrothecium, Cephalosporium, Stachybotrys, Trichoderma; 
Cylindrocarpon (Midio & Martins 2000; Klaassenn C. & Watkins 2000; 
Ballesteros & Ramón, 2000; Kahn, 2007) producen tricotecenos.  Los 
sustratos que se asocian más frecuentemente a estos trichotecenos, son 
granos de trigo, maíz y cebada (Osweiller, 2000; Mabbett, 2004).

Estas micotoxinas son rápidamente absorbidas en las partes 
superiores del intestino delgado y se distribuyen uniformemente por el 
organismo, no depositándose en órganos o tejidos específicos (Midio & 
Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005; Awad et al., 2007).  En el hígado se 
biotransforman en compuestos menos tóxicos, produciéndose una 
desepoxidación y posterior conjugación con ácido glucrónico eliminándose 
principalmente en la orina (Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000; Awad et 
al., 2007).  Así como sucede en las aflatoxinas, el efecto negativo de las 
trichotecenos, es función del balance entre la generación de metabolitos 
tóxicos y su metabolización a productos no tóxicos (Riley & Pestka, 2005).

En general, las aves son menos sensibles al DON que otras especies. 
(Hulan et al., 1982; Moran et al., 1983; Kubena et al., 1985; Swamy et al., 
2004a; Murthy & Devegowda, 2005; Awad et al., 2007). Sin embargo,
estudios experimentales (Danicke et al., 2002) sugieren que en pollos, el 
DON produciría un efecto muy variable, ya que su presencia indica que se 
habrían dado las condicionantes para que estén presentes otras micotoxinas 
de Fusarium que actuarían con efecto sinérgico.
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Los trichotecenos pueden inhibir la iniciación de la síntesis proteica en 
los ribosomas de las células eucariotas, ya que tienen afinidad por la 
subunidad ribosomal 60s. También se unen con la enzima peptidil 
transferasa ribosomal, la que interviene en los pasos de elongación y 
terminación (Osweiller, 1996; Roder, 2002; Riley & Pestka, 2005).  Como 
consecuencia, de esta inhibición de la síntesis proteica se puede  inducir  
una rápida apoptosis (Mikami et al., 2004).  Los tejidos más susceptibles son 
los que tienen altas tasas de regeneración tales como el hígado (Coulombe, 
1993; Santin et al., 2000; Dänicke et al., 2003; Girish et al., 2008a).  Por este 
motivo se detecta disminución de las proteínas plasmáticas y de los niveles 
de albúmina en aves: pollos parrilleros (Swamy et al., 2002a; Faixova et al., 
2007a), gallinas ponedoras (Chowdhury & Smith, 2005b), pavos (Girish et 
al., 2008a) y patos (Chowdhury et al., 2005a) consumiendo raciones 
naturalmente contaminadas con DON, y un aumento del ácido úrico en 
plasma (Swamy et al., 2002a; Chowdhury & Smith 2004 y 2005; Girish et al.,
2008a).  El aumento del ácido úrico plasmático en aves se explicaría porque 
los aminoácidos no empleados para la síntesis proteica podrían ser usados 
como fuente de energía.

La hipoproteinemia puede agravarse por el rechazo a alimentarse 
(Girish et al., 2008c), por la disminución de la absorción de nutrientes 
provocada por la alteración del tránsito de los mismos a través de la 
membrana del intestino (Coulombe, 1993; Roder, 2002; Osweiller, 2000; 
Chowdhury et al., 2004; Awad et al., 2004, 2005a y 2007; Girish et al., 2008 
b), y por las alteraciones de las vellosidades intestinales y la gastroenteritis 
que provocan estas toxinas al entrar en contacto directo con las mucosas 
digestivas (Coulombe 1993; Swamy et al., 2002b; Devegowda & Murthy, 
2005; Zaviezo & Contreras, 2007).

Faixová et al., (2007b) demostraron  que pollos consumiendo raciones 
con DON, tuvieron  una  disminución de los triglicéridos del plasma,  
posiblemente por una acción similar a la de las aflatoxinas (Kubena et al., 
1985; Huff  et al., 1986). 

Debido a su carácter anfipático, los trichotecenos pueden incorporarse 
en los compuestos lipídicos de las membranas celulares de los hepatocitos y 
estimular la peroxidación de las membranas lipídicas. Esto produce una 
disminución de la glutation peroxidasa (GSH) y los radicales libres pueden 
sobrepasar los mecanismos de defensa celulares, causando excesivo estrés 
oxidativo, con el consiguiente daño celular (Mezes et al., 1999; Roder 2002;  
Surai & Dvorska, 2005; Faixová et al., 2007a). Estas alteraciones 
histopatológicas pueden llegar a ser muy graves, produciendo necrosis  
(Swamy et al., 2002b).

Estas toxinas también poseen acción citotóxica directa sobre la 
médula ósea, pudiendo producir anemia hemolítica e hipocrómica y 
leucopenia. Coulombe (1993),  Kubena et al. (1985), y Harvey et al. (1991), 
reportaron un descenso en el Hematocrito (Hto) y en la concentración de 
Hemoglobina (Hb) por acción de los trichotecenos en aves. Las células 
progenitoras hematopoyéticas son susceptibles también a la toxicidad de los 
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trichotecenos y producen disminución y disfunciones en las mismas (Wyatt 
2005; Girish et al., 2008c).  La disminución de las células de la sangre 
parece deberse a fallas en la médula ósea por la mielotoxicidad de estas 
toxinas, ya que se comprobó que las células circulantes son menos 
sensibles a su acción (Chowdhury et al., 2005 c; Girish et al., 2008c).

2.1.2.2. Fumonisinas

Las fumonisinas (FB) son un grupo de micotoxinas producidas 
principalmente por Fusarium verticillioides (F. moniliforme), F. nygamai, F. 
subglutinans  y F. proliferatum y por hongos del género Alternaria (Midio & 
Martins, 2000; Santin et al., 2000; Bianchi et al., 2005), pudiéndose
encontrar presente con otras micotoxinas tales como aflatoxina, DON y 
Zearalenona (Devegowda & Murthy, 2005).

Químicamente, son hidrocarburos alifáticos con un grupo amino 
terminal y dos cadenas de ácidos tricarboxílicos.  Estas toxinas casi 
exclusivamente, se asocian al maíz, aunque pueden contaminar otros 
granos como sorgo y avena (Roder, 2002).  Su efecto tóxico puede ser 
atribuido a la alteración del metabolismo de los esfingolípidos, lo que altera 
la regulación celular (Osweiler, 1996; Roder, 2002; Devegowda & Murthy, 
2005).

Hasta el momento hay 28 tipos de fumonisinas aisladas y 
caracterizadas destacándose por su frecuencia de aparición, la fumonisina 
B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) y fumonisina B3 (FB3) (Fernandes et al., 2007).  
La  FB1 es la más tóxica y abundante, representa el 70% de la detectada en 
alimentos naturalmente contaminados por fumonisina (Midio & Martins, 
2000; Roder, 2002; Devegowda & Murthy, 2005; Castiglioni et al., 2006).  Se 
cataloga como carcinogénica, incluyéndose dentro de la categoría 2B de la 
IARC (Midio & Martins, 2000) y también como hepatotóxica y nefrotóxica 
(Kubena et al., 1997; Midio & Martins, 2000; Roder, 2002). 

Por su estructura química, presentan baja liposolubilidad, lo que 
produce  baja velocidad de absorción gastrointestinal, y al ser hidrosolubles 
son predominantemente eliminados con la orina (Midio & Martins, 2000; 
Riley & Pestka, 2005).

Las fumonisinas producen directa o indirectamente, un espectro 
amplio de cambios en el metabolismo lipídico y en las vías bioquímicas de 
las células. Hay inhibición de la enzima N acetyl transferasa, y como 
consecuencia de esta, se produciría acumulación de bases esfingoides libres 
(esfinganina), que aumentarían en los tejidos, sangre y orina (Bromead et 
al., 2002; Tardieu et al., 2007). La esfinganina disminuye la producción de 
esfingolípidos de membrana celular, que son imprescindibles para la unión 
con proteínas extracelulares, la comunicación entre células y la estructura de 
membranas (Henry et al., 2001; Roder, 2002).  Como consecuencia, se 
alteran todas las funciones celulares, pudiendo producirse muerte celular 
simultánea (apoptosis) y efectos carcinogénicos. Como indicador de pérdida 
de la integridad celular (Edrington et al., 1997; Osweiller, 1996; Bromead et 
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al., 2002 y Tardieu et al., 2004) describieron aumento de LDH en pollos 
alimentados con raciones que contenían fumonisina, lo que indicaría lisis
celulares que podrían deberse a la peroxidación y pérdida de integridad de 
las membranas.

La disrupción del metabolismo de esfingolípidos, puede producir  
incrementos de fosfoglicerolípidos, ácidos grasos y colesterol en plasma
(Ledoux et al., 1992; Espada et al., 1994; Osweiler, 1996; Kubena et al., 
1997). Estos incrementos se han reportado en aves consumiendo dietas 
contaminadas con fumonisina con niveles de exposición  superiores (> 32 
ppm) a los que afectan la performance de las aves. (Tardieu et al., 2007).

En relación a la acción de las fumonisinas sobre el hemograma, hay 
discrepancias entre las diferentes investigaciones. En pollos, Weibklng et al.,
(1993) y Del Bianchi et al., (2005), no observaron alteraciones ni en el 
hematocrito ni en la hemoglobina con dosis de hasta 500 ppm de FB1.  En 
contraposición, Kubena et al., (1997), detectaron que al administrar 300 ppm 
de FB1 se produjo un aumento del hematocrito, mientras que Javed et al., 
(1995), reportaron una disminución del hematocrito y de la hemoglobina con 
niveles entre 125 y 270 ppm en una ración en pollos de 14 días.  El
mecanismo de toxicidad específico por el cual se afectan los parámetros 
hematológicos no está completamente aclarado, relacionándose estas 
alteraciones a la presencia de otras micotoxinas de Fusarium en la ración 
(Castiglioni et al., 2006).  También se ha comprobado una acción sinérgica 
entre AFB1 y FB1 en pollos parrilleros, siendo los efectos tóxicos 
hematológicos más intensos al estar las dos presentes (Castiglioni et al., 
2006).

Las aves son más resistentes que los mamíferos a la acción de esta 
micotoxinas, siendo los parrilleros relativamente resistentes al cuadro agudo, 
que solo se alcanzaría con altos niveles de FB1 (150ppm) produciendo 
menor crecimiento, y necrosis hepática multifocal (Weibking et al., 1994; 
Bromead et al., 2002; Devegowda & Murthy,  2005). 

2.1.2.3. Zearalenona          

La zearalenona (F-2) es producida principalmente por Fusarium 
graminearum y F. roseum, aunque también la producen otras especies tales  
como F. culmorum, F. oxysporum, F. roseum, F. equiseti, y F. nivale.  Estas 
micotoxinas son lactonas del ácido fenólico resorcílico, no son compuestos 
esteroides pero tienen estructura similar al agente estrogénico zearalenol, 
por lo que producen respuestas estrogénicas en animales susceptibles (Chi 
et al., 1980; Diekman et al., 1992; Coulombe, 1993; Osweiler, 1996; Kahn, 
2007).

Esta toxina es un fitoestrógeno que puede producir desórdenes 
reproductivos, asociándose a un síndrome de hiperestrogenismo que varía 
según la especie, sexo, edad y estadio de madurez reproductiva (Hollinger 
1996; Riley & Pestka, 2005).
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Frecuentemente se encuentra en forma conjunta con DON, 
contaminando granos de maíz, trigo, cebada, avena, sorgo, arroz, soja y 
centeno (Midio & Martins, 2000; Roder, 2002; Riley & Pestka, 2005; 
Chowdhury et al., 2004;  Kahn, 2007).  Su propiedad fluorescente puede ser 
usada como una ventaja analítica al ser irradiada con luz ultravioleta (Midio  
& Martins, 2000). 

Se absorbe en el tracto gastrointestinal y es metabolizada en el 
hígado por reducción enzimática, convirtiéndose en alfa y beta zearalenol. 
Estos compuestos son más activos estrogénicamente que el precursor y 
más polares lo que facilita su posterior eliminación (Osweiler, 1996; Midio & 
Martins, 2000) por bilis a las heces y en la orina (Osweiler, 1996; Midio & 
Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005).

Se une a los receptores estrogénicos citoplasmáticos 17 β estradiol 
del útero, glándula mamaria, hipotálamo y pituitaria formando un complejo 
receptor-zearalenona.  Este complejo posteriormente migra al núcleo, para 
unirse a los sitios del ADN para el estradiol iniciando la trascripción selectiva  
del ARN, incrementando así la síntesis proteica en el aparato reproductor 
(Hollinger & Ekperigin, 1999; Riley & Pestka, 2005).  Como consecuencia,  
aumenta la secreción de las células endometriales, la síntesis de las 
proteínas uterinas y el peso del tracto reproductivo (Coulombe, 1993; Riley & 
Pestka, 2005). 

Las aves son relativamente resistentes a la acción de la Zearalenona 
con una mayor susceptibilidad en los animales jóvenes (Hollinger & 
Ekperigin, 1999; Dänicke et al., 2002).  Esta variación de la susceptibilidad 
en las diferentes especies, parece explicarse por la afinidad diferencial de la 
zearalenona con los receptores estrogénicos (Coulombe, 1993).

2.2. Límites de tolerancia de micotoxinas 

Para intentar reducir el impacto toxicológico y económico de las 
micotoxinas, muchos países han intentado regular los niveles de las mismas 
en alimentos. Estas legislaciones intentan salvaguardar la salud de los 
consumidores cuidando el interés económico de la producción.

La FAO (2003), presenta los resultados de una encuesta mundial 
(tabla I) sobre la situación reglamentaria de los valores de tolerancia de 
micotoxinas en alimentos para consumo humano y animal.



12

Tabla I. Límites de tolerancia para Deoxynivalenol, Zearalenona,  
Fumonisinas, Aflatoxina B1 y  Aflatoxinas totales, según FAO (2003).

A nivel regional (Mercosur) y Nacional, existe reglamentación 
circunscripta a los niveles de aflatoxina y DON.  En ambas reglamentaciones 
los límites máximos admisibles de AF son 20 ppb para alimentos destinados 
a humanos y animales (Decreto MSP 155/006).  En referencia al DON, el 
MGAP (Resolución Ministerial del 26/12/01) estableció en 5ppm los niveles 
máximos de tolerancia en alimentos para animales y materias primas para 
raciones.  Esto concuerda con el valor máximo admisible por la FDA y con 
trabajos previos (Hamilton et al., 1985; Dänicke et al., 2001a; Hulan & 
Proudfoot, 1982) que comprobaron que esta dosis era tóxica para aves.

Estos valores se han definido a partir de trabajos experimentales en 
los que se estudió el efecto de la adición de distintos niveles de micotoxinas 
puras en el comportamiento animal.  Estos trabajos han sido compilados por 
Watts et al., (2003), quien reporta que las dosis tóxicas para aves serían: 0.2 
ppm de AFB1, 16 ppm de DON, 75 ppm de FB1 y 800 ppm de zearalenona.

Hoy en día, existen recomendaciones más estrictas cuando la meta 
es evitar la incidencia de estas toxinas en la salud de los animales. Así  
Mallmann (2009) plantea la total ausencia de aflatoxinas,  y máximos de 100 
ppb de fumonisina y 200 ppb de DON en las raciones destinadas a pollos 
parrilleros de 0 a 3 semanas, recomendando como norma general, la 
inclusión de AAM, en todas las dietas en la fase inicial.

2.3. Aditivos antimicotoxinas

Hay numerosos estudios en los que se emplean compuestos 
orgánicos e inorgánicos, intentando disminuir la magnitud de las 
micotoxicosis  por medio de métodos físicos, químicos y biológicos (Ramos 
et al., 1996; Binder 2000). Dentro de los métodos físicos, se incluyen 
inactivación térmica, radiaciones gamma, separación por densidad, 
extracción por solventes y la adsorción con diferentes sustancias 
(Sammarajeewa et al., 1990; Santin et al., 2003a;  Devegowda & Murthy, 

Límites de 
tolerancia

Proporción del  
total de países 
encuestadosMicotoxina

Ppb (%)

Deoxynivalenol 750  a 1000 76

Zearalenona 200  a 1000 87

Fumonisinas 1000 67

Aflatoxina  B1 2 a 5 70

Aflatoxinas 
totales

4  a 20 87
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2005).  Los métodos químicos consisten en degradar la estructura molecular 
de las micotoxinas o inactivarlas mediante el uso de ácidos, bases, 
aldehídos, agentes oxidantes y/o gases varios como amoníaco (Dwyer et al.,
1997; Mc Kenzie et al., 1998; Martínez et al., 2000;  Santin et al., 2003a; 
Tedesco et al., 2004).  Los métodos biológicos  comprenden el uso de 
microorganismos tales como levaduras, hongos, algas y bacterias para 
modificar y/o inactivar las toxinas fúngicas (Stanley et al., 1993; El Nezami et 
al., 2001; Santin et al., 2003a; Tejada et al., 2008).  Se incluyen en estos 
métodos biológicos, los glucomananos provenientes de las células de la 
pared de las levaduras Saccharomyces cerevisiae. Muchas de estas 
alternativas son impracticables a gran escala debido al costo y a la poca 
practicidad.  Un avance en esta problemática, ha sido el empleo de aditivos 
anti micotoxinas (AAM) que secuestran las toxinas o las transforman, 
reduciendo su absorción desde el tracto gastrointestinal (Scheideler et al.,
1993; Santurio, 2000). 

Los AAM son polímeros inorgánicos u orgánicos de gran peso 
molecular, que al añadirse a las raciones, son capaces de formar complejos 
irreversibles con las moléculas de micotoxinas en la luz intestinal. Tales 
complejos son indigestibles, atravesando el tracto digestivo sin ser 
absorbidas, y  excretándose en las heces.  Como resultado de su acción, 
hay una reducción de la dosis de micotoxinas absorbidas, (Devegowda & 
Murthy, 2005; Campos & Malaquido, 2003; Díaz & Smith, 2005), pero se
reconoce que ningún AAM es capaz de atrapar o inactivar el 100% de la 
toxina presente en el alimento (Santin et al., 2003a; Devegowda & Murthy, 
2005).

En el mercado actual del Uruguay, existen como alternativa de 
detoxificación de micotoxinas AAM de diversos tipos y con diferentes 
mecanismos de acción. Entre los AAM disponibles se encuentran AAM 
inorgánicos tales como los aluminosilicato de sodio y calcio hidratado 
(HSCAS), AMM orgánicos tales como los glucomananos esterificados (EGM)
y mixtos como aditivo multimodular (MM) integrado por fracción inorgánica y 
compuestos orgánicos.

Los productos inorgánicos usados como adsorbentes o secuestrantes  
son derivados de carbón activado (Dalvi et al., 1983; Dalvi et al., 1984; 
Edrington et al., 1997) de las bentonitas (Kececi et al., 1998; Oliver et al., 
1989; Miazzo et al., 2001; Miazzo et al., 2005; Desheng et al., 2005; Morbini 
et al., 2006), de la montmorillonita (Bailey et al., 1998; Desheng et al., 2005),  
de zeolitas naturales (Willis et al., 1982), sintéticas (Miazzo et al., 2000) y de 
tierra de diatomeas (Denli et al., 2009). 

Los HSCAS son derivados de las zeolitas, considerados como 
inocuos y están incluidos en la categoría Generally Recognized As Safe 
(GRAS) (Scheideler et al., 1993; Investigación aplicada 1996; Pimpukdee et 
al., 2004).  Estos aditivos se activarían al ponerse en contacto con los jugos 
digestivos, formando complejos indisolubles y estables con las micotoxinas, 
no permitiendo de esta manera que éstas se absorban en el tracto 
gastrointestinal (Díaz & Smith, 2005).  Las micotoxinas se ligarían por cargas 



14

eléctricas al aluminosilicato, ya que éste AAM tiene carga eléctrica negativa 
lo que atrae  compuestos catiónicos como las aflatoxinas (Ramos et al.,
1996; Devewogda et al., 1998).  La unión entre el AAM y la toxina se 
produciría  entre β-keto lactona o bi lactona de la aflatoxina con los iones 
metálicos de las HSCAS (Phillips et al., 1990; Devegowda & Murthy, 2005).

El primer reporte del uso de HSCAS para adsorber aflatoxinas fue 
realizado en 1987 (Davidson et al., 1987; Phillips et al., 1987), existiendo 
numerosos reportes que demuestran su efecto detoxificante sobre la 
aflatoxina B1 y su metabolito M1 (Ramos et al., 1996).  Hay estudios en aves 
(Kubena et al., 1990a; Kubena et al., 1990b; Kubena et al., 1991; Kubena et 
al., 1993a y b; Abo-Norag, 1995; Kubena et al., 1998; Ledoux et al., 1999; 
Pimpukdee et al., 2004), bovinos de leche (Harvey et al., 1991b), cabras 
lactantes (Smith et al., 1994), corderos (Harvey et al., 1991a) y cerdos 
(Harvey et al. 1994; Linderman et al., 1993).  Estos aditivos tienen como 
desventaja la posibilidad de adsorber minerales, vitaminas y coccidiostáticos 
(Chung et al., 1990; Smith 1997; Devewogda et al., 1998; Santin et al.,
2003a) y un escaso margen de eficiencia secuestrante ya que solo las 
aflatoxinas se secuestran significativamente (Devewogda et al., 1998; 
Osweiller 2000) siendo su valor limitado o ineficaz para trichotecenos 
(Kubena 1990 y 1993; Dänicke et al., 2004), zearalenona (Bursian et al.,
1992; Díaz & Smith 2005), fumonisina (Ramos et al., 1996; Osweiler, 2000) y 
ochratoxinas (Huff et al., 1992; Santin et al., 2002).  Estos aditivos tienen 
además el inconveniente que deben ser incluídos en altas concentraciones 
en las dietas, lo que produciría una disminución en la disponibilidad de 
importantes micronutrientes (Huwing et al., 2001).

Los EGM se obtienen a partir de la esterilización de la pared celular 
de las levaduras Saccharomyces cerevisiae.  Inicialmente los cultivos de la 
cepa 1026 de estas levaduras, fueron utilizados como suplemento 
nutricional, comprobándose que al adicionarlos a las dietas de pollos se 
obtenía una mejor performance (Stanley et al., 1993).  Las células de la 
pared de las levaduras mejorarían la mucosa intestinal, a esto se debería el 
aumento de peso constatado en los animales que las ingirieron (Santin et al., 
2001).  También se comprobó que actuaban con efecto secuestrante de 
micotoxinas, contribuyendo a su capacidad  como promotores de crecimiento 
(Bradley et al., 1993) y probióticos (Brenes et al., 1993; Spring et al., 2000; 
Sun et al., 2005). 

La pared celular de estas levaduras está formada por polisacáridos 
(glucosa, manosa y nacetyl glucosalina) y glicoproteínas dispuestas en 
forma de red tridimensional con una estructura dinámica (Díaz & Smith 2005; 
Chowdhury et al., 2005b; Morales 2007).  Aunque el modo de acción de los 
EGM todavía no es del todo conocido, hay hipótesis que las micotoxinas  
serían atrapadas en la matriz del glucomannano en el tubo gastrointestinal, 
lo que impediría su posterior absorción (Raju & Davegowda 2000).  Esta 
capacidad de absorción de micotoxinas se vería favorecida por la disposición 
tridimensional de los polisacáridos y su naturaleza porosa, por lo que serían 
efectivas para contrarrestar micotoxinas tales como aflatoxina, zearalenona y 
ochratoxina (Yianninkouris et al., 2004).
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Los EGM han demostrado ser efectivos aún cuando se incluyen en 
raciones a bajas concentraciones, lo que representaría una ventaja sobre los 
aditivos inorgánicos (Díaz et al., 2005).  Como ventaja complementaria, los 
EGM tendrían un alto grado de antigenicidad, produciendo un aumento de la 
respuesta inmune en los animales, habiéndose encontrado (Devewogda, 
1998; Smith et al., 2001) mejoras en los títulos de anticuerpos y protección 
en los parámetros que se ven afectados por aflatoxinas en aves. 
Adicionalmente suplementarían con enzimas formadas por las levaduras, las 
que contribuirían a mejorar la utilización de los alimentos al acelerar la 
transformación de ciertos tóxicos y disminuir la duración e intensidad de los 
efectos de los mismos (Dalvi et al., 1984).  Este efecto beneficioso de los 
EGM en animales consumiendo dietas con aflatoxinas, estaría asociado a la 
influencia del pH y concentración de fosfato en el medio.  Estudios “in vitro”  
han mostrado que la máxima adsorción de las aflatoxinas a la pared de las 
levaduras se daría a pH 4 y a una concentración de fosfato de 0.5 M, 
condiciones que son normales en el tubo gastrointestinal (Díaz et al., 2005).

La efectividad detoxificante de estos aditivos con dietas artificialmente 
contaminadas con aflatoxina B1 fue demostrada en pollos (Stanley et al.,
1993; Aravind et al., 2003; Santin et al., 2003b; Arrieta et al., 2006b) y 
gallinas ponedoras, disminuyendo los residuos de toxina que pasan a los 
huevos (Zaghini et al., 2005) y mejorando la inmuno supresión (Stanley et 
al., 1993; Devegowda et al., 1998).  Del mismo modo, Devewogda et al., 
(1998), reportaron efectos beneficiosos al suplementar a reproductoras 
pesadas, observándose que atenuó el descenso en la producción de huevos 
provocado por la toxina.  Adicionalmente Santurio et al., (1999), encontraron  
lesiones hepáticas de menor magnitud y en áreas más restringidas, en aves 
que consumían raciones contaminadas con aflatoxina B1.

Se ha constatado que los EGM también secuestran efectivamente 
algunos trichotecenos, contrarrestando algunos de los efectos que producen 
estas toxinas, como la disminución en la ganancia de peso.  También se ha 
reportado que actúan previniendo parcialmente los cambios neuroquímicos 
(mejorando las concentraciones de norepinefrina, dopamina y otros 
mediadores), que inciden en la ingestión voluntaria de alimento (Smith et al.,  
2001; Swamy et al., 2002 b; Girish et al., 2008c).  Complementariamente, 
atenuarían los efectos que producen estas toxinas en algunos valores 
séricos de función hepática y renal, así como en los parámetros 
hematológicos alterados y en los títulos de anticuerpos (Raju & Devegowda, 
2000; Faixová et al.,  2007b) de aves consumiendo dietas contaminadas.  Se 
ha comprobado también que los EGM protegerían los niveles de los 
sistemas antioxidantes celulares, por lo que serían eficaces para prevenir la 
peroxidación lipídica en el hígado (Dvorska & Surai, 2001; Landeros, 2008). 
Hay datos sobre la efectividad “in vivo” de EGM en suinos,  (Swammy et al.,
2002b, 2003) equinos, (Raymond et al., 2003) y bovinos (Korosteleva et al.,
2007) consumiendo raciones contaminadas con micotoxinas  producidas por  
Fusarium.
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Sin embargo, Arrieta et al. (2006b y 2007) sugieren que el consumo
de extractos de levaduras Saccharomyces cerevisiae podría ser 
hepatotóxico, pudiendo producir alteraciones histológicas y funcionales del 
hígado.  

El MM está formado por minerales, enzimas, microorganismos, 
sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos.  La fracción mineral está 
constituida por una mezcla de minerales que actúan sinérgicamente en la 
adsorción selectiva y estable de las micotoxinas polares, principalmente 
aflatoxinas (Kececi et al., 1998; Kiran et al., 1998; Celik et al., 2000; Gargees 
& Shareef 2008) y  fumonisinas cuando se dan condiciones tales como un 
pH ácido (Starkl 2008). Estos productos tendrían la ventaja que la adsorción 
de nutrientes y antibióticos sería muy baja lo que representaría una ventaja 
frente a los HSCAS (Starkl 2008). La fracción biológica está compuesta por 
enzimas que serían capaces de inactivar las micotoxinas poco polares (por 
ejemplo las toxinas del género Fusarium), degradando sus grupos 
funcionales (como el 12-13 epoxi de los trichotecenos) (Díaz G., 2002 y 
2005) o hidrolizando enlaces éster, (como zearalenona), convirtiéndolas en 
metabolitos inactivos y no tóxicos (Dänicke et al., 2003). La fracción 
microbiana, incluye bacterias encapsuladas del género Eubacterium 
(Eubacterium BBSH 797), que se obtienen del rumen de bovinos.  Estos 
microorganismos tendrían la capacidad de proliferar rápidamente en el tracto 
gastrointestinal y producir un sistema enzimático que neutralizaría e 
inactivaría las micotoxinas por biotransformación. Las enzimas específicas 
que producen, llamadas de-epoxidasas, cambiarían el anillo epóxido, a un 
metabolito no-tóxico transformándolo en dieno (Díaz  et al., 2005). Este sería 
un método efectivo para contrarrestar micotoxinas  que tienen una menor 
capacidad de ser adsorbidas a los AAM inorgánicos, tales como 
trichotecenos, zearalenona y ochratoxina A. Complementariamente, estos 
microorganismos evitarían que bacterias patógenas se implantaran en el 
tracto gastrointestinal por exclusión (Mycofix Plus 3.0). La cuarta fracción 
está formada por extractos de plantas que contienen flavonolignanos, 
saponinas y terpenoides. Los flavonolignanos actuarían como 
hepatoprotectores,  impidiendo que las toxinas penetren las membranas 
celulares del hígado. Las saponinas y los terpenoides actuarían en la 
protección de las mucosas. Por último, los constituyentes ficolíticos 
(formados por extractos de algas inmunoestimulantes) actuarían 
fortaleciendo la respuesta del sistema inmunológico natural compensando 
los efectos supresores de las micotoxinas. También regularían  las funciones 
metabólicas, coadyuvando de esta manera en la síntesis del ARN y en la 
interconversión y catabolismo de los aminoácidos.

La efectividad detoxificante de MM se ha reportado en aves que 
consumieron dietas artificialmente contaminadas con aflatoxinas (Kececi et 
al., 1998; Kiran et al., 1998; Celik et al., 2000), trichotecenos como 4,15-
diacetoxiscirpenol (Díaz et al., 2002); T-2 (Diaz et al., 2005); DON (Horea 
2005); fumonisinas (Starkl 2008) y ochratoxinas (Horea, 2005; Hanif et al.,
2008).  Dänike et al. 2002) han mostrado un escaso efecto protector de este 
aditivo para zearalenona.  También existen datos (Dänicke et al., 2004) que 
indican que la adsorción de zearalenona y DON “in vitro” al aditivo, es baja y 
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que la presencia de epoxidasa no sería suficiente para desdoblar el anillo 
epóxido característico de los trichotecenos.

2.4 DIETAS NATURALMENTE CONTAMINADAS

Los parámetros serológicos y hematológicos, así como la 
performance de las aves pueden deprimirse por la combinación de pequeñas 
concentraciones de micotoxinas presentes en alimentos naturalmente 
contaminados a niveles inferiores de los tradicionalmente propuestos como 
tóxicos (Smith et al., 2001). Esto se produciría por el efecto aditivo y/o 
sinérgico entre las micotoxinas a bajos niveles individuales que potenciarían 
su acción (Chowdhury et al., 2004).

La efectividad de los AAM en secuestrar o inactivar micotoxinas 
específicas ha sido evaluada en dietas artificialmente contaminadas con 
micotoxinas presentes en niveles reconocidos como tóxicos. En estos 
últimos años ha sido de interés estudiar su efectividad en dietas 
naturalmente contaminadas, en las que se encuentran mezclas de varias 
micotoxinas a niveles muy inferiores a lo aceptado tradicionalmente como 
tóxico pues esta situación se  asemeja más a lo que ocurre en la realidad 
(Santin, 2003; Swamy et al., 2002a; Girish et al., 2008a). 

En la tabla II se presenta un resumen de estudios realizados en aves 
en los cuales se evaluó la capacidad de AAM para contrarrestar los efectos
adversos de distintas micotoxinas suministradas a aves.
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Tabla II. Efectos de la inclusión de aluminosilicato de calcio y sodio 
hidratado (HSCAS), glucomananos esterificados (EGM) y aditivo 
multimodular (MM) en  dietas para aves naturalmente contaminadas con 
micotoxinas.

Micotoxina Efecto negativo
AAM Micotoxinas Concentración respecto al grupo control Beneficio de incluir AMM Autor

      (sin micotoxinas)
HSCAS 1% DON 1 ppm

Parrilleros Fumonisina B 5 ppm   peso s/e

21 días Aflatoxina B1 100 ppb  albúmina s/e Watts et al., 2003

Zearalenona 1 ppm  globulina s/e

Ocratoxina A 0,5 ppm  Ca sérico s/e

Moniliformina 5 ppm

EGM 0,05% Aflatoxina B1 168 ppb  peso  peso

Parrilleros Ochratoxina 8,4 ppb  GGT  GGT Aravind et al., 2003

35 días Zearalenona 54 ppb BUN                    BUN

T-2 32 ppb

EGM  0,20% DON 9,7 ppm Enrojecimiento  pechuga Mejora el enrojecimiento

Parrilleros Acido Fusárico 21,6 ppm  peso (luego 42 días) s/e peso Swamy et al., 2002

56 días Zearalenona 0,8 ppm  albúmina  albúmina

 ácido úrico ácido úrico

Efecto en la inmunidad Mejora la inmunidad

EGM  0,20% DON 9,5 ppm

Parrilleros FA 21,4 ppm  peso (21 días - 42 días) s/e Swamy et al., 2004
56 días Zearalenona 0,7 ppm  no  de linfocitos B Previene la de linfocitos  B

15 Acetyl DON 0,5 ppm

EGM 0,20% DON 12,1 ppm

Ponedoras 15 Acetyl DON 0,5 ppm  peso (hasta semana 4)  peso
45 semanas 

de edad 
durante 12 
semanas

Zearalenona 0,6 ppm
 postura (entre 4 y 8 semanas)  
   
 ácido úrico

 postura 

 ácido úrico

Chowdhury et al.,
2004

 albúmina/colesterol s/e

EGM 0,2% DON 11,7 ppm

Ponedoras 15 Acetyl DON 0,4
 tasa de síntesis fraccional de 
proteínas en hígado

s/e para contrarrestar esta 
reducción

Chowdhury et al.,
2005

32 semanas 
edad durante 

4 semanas
Zearalenona 0,6 ppm parámetros productivos

Recuperación parcial de 
parámetros productivos

EGM 0,2% DON 12,1ppm  leve hematocrito s/e

Ponedoras
45 semanas 

edad durante
15 Acetyl DON 0,5ppm no total de linfocitos

Previene la de linfocitos  B 
y de IgA

Chowdhury et al.,2005

12 semanas Zearalenona 0,6 ppm

  proteínas  totales  proteínas séricas

EGM 0,2% DON 2,8 ppm  ácido úrico  ácido úrico Girish et al., 2008a

Pavos 15 Acetyl DON 0,2
 el peso (crecimiento y 
desarrollo)

 el peso

12 semanas Zearalenona 0,2
Afecta parámetros 
inmunológicos

Previene algunas 
alteraciones de estos 
parámetros

EGM 0,2%
Pavos 0 a 3 

iniciador DON 2,8 ppm
Altera los índices morfológicos 
de las vellosidades intestinales

Previene esos efectos Girish et al., 2008b

Pavos 4 a 6 
crecimiento 15 Acetyl DON 0,2 ppm Altera menos los índices

Pavos 7 a 9 
desarrollo Zearalenona 0,2 ppm No altera los índices

Pavos  10 a 12
terminador Acido Fusárico 10,2 ppm No altera los índices

EGM 0,2% DON 3,3 ppm

Pavos 15 Acetyl DON 0,2 ppm
Altera la concentración de 
neurotransmisores en puente 
serotoninergico

Parcialmente inhibió esos 
efectos

Girish et al., 2008 c

6sem Acido Fusárico 12,4 ppm

MM DON 17,63 hematocrito  hematocrito

Ponedoras 15 Acetyl DON 5,5 peso s/e Dänicke et al., 2002
28 semanas 
edad durante
12 semanas

Zearalenona 1,6 consumo s/e

Fumonisina <100 postura s/e

* HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio hidratados;  EGM: glucomananos esterificados; 
MM: multimodular; s/e: sin efecto; GGT: Gamma-glutamil transpeptidasa: BUN nitrógeno 
ureico en sangre  s/e: sin efecto.
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Los antecedentes sugieren que la adición de HSCAS a dietas con 
mezclas de micotoxinas, aún cuando estén presentes aflatoxinas, no 
mejorarían las variables afectadas por las mismas (Watts et al., 2003; Tabla 
II). Esto podría estar relacionado a su mecanismo de acción,  por el que solo 
se formarían complejos entre iones metálicos de las HSCAS y las 
quetolactonas de las aflatoxinas, siendo pobre la formación de estos 
complejos con otras micotoxinas (Phillips et al., 1988; Watts et al., 2003).

En contraposición, los EGM se han reportado como efectivos para 
disminuir algunos efectos tóxicos en pollos parrilleros (Swamy et al., 2002; 
2004; Aravind et al., 2003), pavos (Chowdhury et al., 2005 b; Girish et al.,
2008a, b y c), y gallinas ponedoras (Chowdhury et al., 2004), consumiendo 
alimentos naturalmente contaminados con múltiples micotoxinas (Tabla II)

En experimentos con pollos (Dänicke et al., 2003) y gallinas  
ponedoras (Dänicke et al., 2002) que recibieron dieta naturalmente 
contaminada con micotoxinas de Fusarium concluyeron que MM no fueron 
efectivos para contrarrestar la mayoría de los efectos negativos causados 
por estas. Tampoco mostraron efectividad para contrarrestar los efectos 
negativos de dietas naturalmente contaminadas por micotoxinas de 
Fusarium en patos (Chowdhury et al., 2005 a).

No se encontraron antecedentes de estudios  de eficacia “in vivo”  que 
comparaen en forma simultánea la capacidad de detoxificación de  HSCAS, 
EGM y MM en pollos parrilleros consumiendo dietas naturalmente 
contaminados  con micotoxinas.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Las micotoxinas implican enormes pérdidas de orden económico, 
sanitario y comercial (Zaviezo & Contreras, 2005). El mayor daño se atribuye 
a  lesiones subclínicas ocasionadas en órganos y sistemas, lo que llevaría a 
una disminución del rendimiento productivo (Mabbett, 2004; Wyatt, 2005). En
condiciones prácticas no hay alimentos para aves completamente libres de 
micotoxinas, lo cual constituye un problema comercial importante ya que se 
ha demostrado que combinaciones de micotoxinas a bajas concentraciones 
pueden tener efectos negativos en las aves (disminución de la performance 
productiva y alteración de los valores hematológicos y serológicos) aún 
cuando las concentraciones de toxinas individuales sean menores a las 
concentraciones que producen efectos negativos (Kubena et al., 1995; 
Devegowda, 2005; Wyatt, 2005). Frente a esta problemática los AAM se 
presentan como una alternativa de detoxificación.
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3.1 Hipótesis

La inclusión de MM, EGM y HSCAS en dietas naturalmente 
contaminadas con aflatoxinas, fumonisina, DON y/o zearalenona modificaría 
favorablemente los valores séricos (LDH, proteínas totales, albúmina, ácido 
úrico y colesterol) y hematológicos (Hb, Hto y la concentración de 
hemoglobina corpuscular media MCHC) de pollos parrilleros.

3.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de incluir AAM en raciones naturalmente 
contaminadas con micotoxinas en algunos parámetros séricos y 
hematológicos indicativos de actividad detoxificadora en pollos parrilleros.

3.3 Objetivo específico

Evaluar la inclusión de MM, EGM y HSCAS en dietas naturalmente 
contaminadas con aflatoxinas, fumonisina, DON y/o zearalenona en  los 
valores séricos (LDH, proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol) y 
hematológicos (Hb, Hto y MCHC) de pollos parrilleros.  

4. MATERIALES Y MÉTODOS

El protocolo del manejo de los animales durante la experimentación 
fue revisado y aprobado por la Comisión Honoraria de Experimentación 
Animal de la Universidad de la República. Los procedimientos fueron 
realizados de acuerdo a la Guía de Buenas Prácticas para el uso de 
animales en investigación, pruebas y enseñanza de la Universidad de la 
República (Diario Oficial N° 25.467,  2000).

4.1. Ubicación geográfica del estudio

La investigación  se realizó en un establecimiento comercial ubicado 
en la Localidad de San Bautista en el departamento de Canelones 
(Uruguay), en el período Noviembre - Diciembre 2005. 

4.2. Acondicionamiento del galpón

La semana previa al trabajo experimental el galpón fue prolijamente 
lavado y desinfectado y se delimitó el area de experimentación dentro del 
mismo Esta  consistió  en dos filas de cuatro corrales de experimentación (2 
x 1,5 m c/u) cada una, separadas entre sí por un pasillo de un metro de 
ancho. Cada fila correspondió a un experimento y recibió una dieta 
tratamiento.  Cada corral  estaba cercado con una malla de plástico duro de 
70 cm de altura El piso fue cubierto con cáscara de arroz con una 
profundidad de 5 cm. Esta área de experimentación fue rodeada en su 
totalidad por  cortinas de plastillera” que prendían  de tirantes de madera 
desde el techo del galpón  formando así “una carpa” lo que favorecíó a crear  
el microclima adecuado y conservar la temperatura (promedio 30oC) 
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adecuada para alojar pollos en los primeros días de vida. El galpón fue 
calefaccionado con 24 horas de anticipación a la llegada de las aves para 
proporcionar la temperatura adecuada en toda el área antes del arribo de los 
mismos Se realizó manejo constante de estas cortinas para permitir una 
adecuada ventilación. La temperatura ambiente se monitoreó 
permanentemente por tres termómetros colgados a diferentes alturas.dentro 
del área de experimentación.

4.3. Animales de experimentación

De una incubaduría comercial se obtuvieron 160 pollitos parrilleros  no 
sexados de un día de edad de línea comercial ROSS, asignándose por 
sorteo 20 animales a cada tratamiento  El nivel de consumo definido fue ad 
libitum, las aves tuvieron acceso libre y continuo a agua de buena calidad, 
fueron mantenidas en un plan de 24 horas de luz y  fuente de calor continua  
con un monitoreo permanente de la temperatura ambiente.  Las aves se 
controlaron diariamente para evaluar signos de confort térmico, enfermedad, 
o constatar mortalidad.

4.4. Preparación de las dietas

Los corrales se dividieron al azar en dos grupos, asignándose a cada 
grupo una dieta naturalmente contaminada con micotoxinas. Las dietas 
asignadas diferían entre sí en en las micotoxinas presentes, o en la 
concentración de las mismas. Para la elaboración de las dietas 
experimentales se empleó una fórmula comercial (aprobada por la Dirección 
de Servicios Agronómicos del MGAP) denominada “Iniciador Parrillero” 
(Tabla III).  La fórmula  establecía que la ración  contenía un mínimo de  21 
de proteína cruda y 3% de extracto al éter, un máximo de 12.5% de 
humedad, 5% de fibra cruda , 6.5% de minerales totales y 0.6% de cloruro 
de sodio; un mínimo y un máximo de calcio (0.9 y 1.3%, respectivamente) y 
fósforo (0.7 y 1.05%, respectivamente) y un máximo de 0.03% de cornezuelo 
de centeno En un mismo molino, se  elaboraron simultáneamente y con los 
mismos alimentos las dos dietas evaluadas cuya única diferencia consistió 
en el origen de los granos de maíz que se emplearon.

Se elaboró un plan de muestreo por el que se tomaron muestras 
representativas de distintos sectores de las raciones (Whitaker 2005), 
formándose muestra compuesta para la determinación de micotoxinas de 
cada ración. 
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Tabla III  Composición de la dieta que se usó en ambos experimentos. 

ALIMENTO Kgs

Maíz 598,0

Soja 290,0

Harina de Carne 130,0

Sebo 20,0

Cloruro de sodio 2,0

Metionina 1,6

Lisina 1,5

Coccidiostático 0,6

Núcleo vitamínico mineral 1,0

4.5. Determinaciones  de Micotoxinas

En las dos muestras de raciones, las detecciones de micotoxinas 
fueron realizadas en la Sección Toxicología del Departamento de 
Patobiología de la División Laboratorios Veterinarios Dr. Miguel C. Rubino 
(MGAP) Montevideo, Uruguay.  Allí se realizaron las detecciones para: DON, 
zearalenona, T-2 y ochratoxina.  Estas fueron realizadas por Cromatografía 
en Capa Fina (TLC), utilizándose columnas de limpieza Romer 224 para 
aflatoxina y zearalenona, y Romer 225 para DON y T-2. Se sembraron los 
extractos de las muestras y patrones de concentración conocida, en placas 
de sílica-gel (Sil G. Alugran, Macherey-Nagel, Ref 818-033).  Luego de 
realizadas las cromatografías bidireccionales se observaron bajo luz U.V. y 
se cuantificaron.  Los límites de detección de esta técnica son: 500 ppb para 
deoxynivalenol, 500 ppb para zearalenona, 125 ppb para T-2 y 10 ppb para 
ocratoxina.  

Para la determinación de aflatoxinas se enviaron muestras de las dos 
raciones al Departamento de Toxinas Naturales del Laboratorio Tecnológico 
del Uruguay (LATU), donde se determinaron: aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 
individuales y totales.  La determinación se realizó por TLC (AOAC 2005 met 
970.45).

4.6. AAM evaluados 

Los AAM evaluados fueron: HSCAS, EGM, y MM 

La composición del HSCAS utilizado en estos experimentos es: 
Dióxido de Silicio, Óxido de Aluminio, Óxido de Hierro, Óxido de Calcio, 
Óxido de Magnesio, Óxido de Sodio, Óxido de Potasio (Sintox  Allinat).

Los EGM se obtienen a partir de la esterilización de la pared celular 
de las levaduras Saccharomyces cerevisiae  (Mycosorb  Alltech).



23

El MM está formado por minerales, enzimas, microorganismos, 
sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos (Mycofix Plus 3.0  
Biomin).

4.7. Tratamientos evaluados

En dos experimentos simultaneos y de igual duracion (21 dias) se 
evaluaron dos raciones con diferentes combinaciones de micotoxinas.  Las 
aves comenzaron a consumir las dietas tratamiento una vez que llegaron al 
predio. La ración 1 (Experimento 1), contenía 4.6 ppb de aflatoxina B1, 1.1 
ppb de aflatoxina B2 y 4.5 ppm de fumonisina.  La ración 2 (Experimento 2), 
contenía 500 ppb de zearalenona, 500 ppb de DON, y 1.2 ppm de 
fumonisina.  Cada una de estas raciones se combinó con cada uno de los 
AAM evaluados los cuales se incluyeron en las raciones en los niveles 
máximos recomendados por los fabricantes, quedando un grupo control sin 
el agregado de AAM.  De esta forma se evaluó el efecto de tres AAM en 
relación a un control.  Ambos experimentos fueron simultáneos y tuvieron 
una duración de 21 días, asignándose a cada tratamiento en forma aleatoria 
una unidad de experimentación de 20 animales 

Los tratamientos evaluados en cada uno de los experimentos fueron:

Tratamiento sin AAM = Ración contaminada + 0% de AAM

Tratamiento  MM = Ración  contaminada+ 1,5% de MM

Tratamiento EGM = Ración  contaminada+ 0,2% de  EGM

Tratamiento HSCAS = Ración contaminada + 0,5 % HSCAS

4.8. Parámetros evaluados

A los 21 días de edad, en condiciones de  ayuno de 6 horas, se 
extrajo de cada animal  1 ml de sangre intra cardíaca por la técnica de 
punctura cardíaca por el flanco izquierdo. Para esto se utilizaron jeringas 
descartables de 5 ml con aguja 21G. Posteriormente  los pollos fueron 
sacrificados  por  el método de dislocación cervical

Las muestras de sangre obtenidas de cada animal fueron colectadas 
en dos grupos de tubos.  En un  grupo - en las que se determinaron valores 
hematológicos - se usaron tubos Tap-Val ®  con etilen diamino tetra acético 
(EDTA) como anticoagulante. La otra mitad de las muestras, donde se 
realizaron determinaciones serológicas, fueron colectadas en tubos sin 
anticoagulante. En el laboratorio, las muestras sin anticoagulante fueron 
rápidamente centrifugadas para obtener el suero y conservadas a -20º C 
hasta que se realizaron las cuantificaciones correspondientes.  Todas las 
determinaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Análisis Clínicos de
la Facultad de Veterinaria (UdelaR). 
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En cada experimento se evaluaron valores séricos (proteínas totales, 
albúmina, ácido úrico, colesterol, y actividad de lactato deshidrogenasa), 
valores hematológicos (hematocrito, hemoglobina, y en base a ellos se 
calculó la MCHC), Adicionalmente se  determinó en forma individual el peso 
corporal a los 7, 14 y 21 días de vida. Se registraron las muertes que 
ocurrieron en los diferentes lotes (un pollito en el tratamiento MM y dos del 
tratamiento HSCAS en el experimento 1, y  dos pollitos en el tratamiento MM 
en el experimento 2) las que se produjeron en su totalidad dentro de la 
primer semana de vida,  no realizándose autopsia en los mismos.

En el suero se realizaron técnicas de determinación cuantitativa de 
acuerdo a las recomendaciones establecidas en los Kits comerciales (Bio 
Systems España) con lectura en espectrofotómetro.  Estas técnicas fueron: 
actividad de la deshidrogenasa láctica por método ultravioleta optimizado 
DGK (lectura a 340 nm). (IFCC, 1994) proteínas totales por método 
colorimétrico de Biuret (lectura a 540 nm) (Doumas, 1995) albúmina por 
método colorimétrico de verde de  Bromocresol (BCG en medio tamponado 
a pH 3.8  lectura a 625 nm) Johnson et al., (1999) ácido úrico por técnica 
enzimática del punto final de Trinder (lectura a 505 nm) (Newman & Price, 
1999), colesterol por la técnica enzimática  colorimétrica de Alain, (lectura 
505 nm), (Rifal et al., 1999).  Para realizar estas determinaciones se utilizó 
un fotómetro con filtro interferencial. Humalizer Junior (HUMAN GmbH, 
Germany). A las muestras con anticoagulante se les hicieron las siguientes 
determinaciones: Hematocrito (Hto), Hemoglobina (Hb) y en base a ellos se 
calculó el Indice Hematimétrico de Hemoglobina Corpuscular Media (MCHC) 
expresada en g/dl.  Para Hto se usó la técnica del micro hematocrito 
(Bounus & Stedman, 2000) expresándose el resultado como porcentaje.  Se 
utilizaron tubos capilares que fueron centrifugados 5 minutos  en centrífuga 
Hawksley Micro-haematrocrit a 10000 rpm. Para el cálculo de Hemoglobina, 
se usó la técnica de Cianuro de Hemoglobina (pH 7,2 con lectura en 
espectrofotómetro a 540 nm) expresándose en g/dl. (Bounus & Stedman,
2000). 

Los pesos de los animales se monitorearon a los 7, 14 y 21 días 
posteriores al inicio del consumo de las dietas tratamiento

4.9. Análisis estadístico

Los resultados se analizaron en un diseño completamente 
aleatorizado con un arreglo factorial (2 raciones X 3 AAM)  empleando un 
procedimiento mixto (raciones como efecto fijo y AAM como efecto aleatorio)
del  SAS (PROC MIXED) (SAS Institute., Inc., Cary, NC) con grados de 
libertad ajustados por el método Kenward - Roger. Para el análisis de los 
resultados hematológicos y serológicos  cada pollo fue considerado una 
unidad experimental. Para el análisis de los pesos en las distintas fechas se 
consideró el corral como unidad experimental. Las diferencias entre 
tratamientos se consideraron significativas cuando P ≤ 0.05, y las diferencias 
entre medias con  valores de P > 0,05 y ≤  0,10 se aceptaron como 
tendencias a diferencias.
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El modelo matemático utilizado fue:

YiJ = µ + Ri +Ti + Ri xTi + E i j
YiJ = Respuesta
µ = media general
Ri  = Ración
Tj =Tratamiento
E i j= Error

5. RESULTADOS

En la tabla IV se presentan los resultados de los experimentos 1 y 2.
Para todas las variables séricas y hematológicas se detectó una interacción 
(P < 0.001) entre la ración (combinación de micotoxinas) y el AAM incluido 
en la misma. 

En ambos experimentos, la inclusión de los AAM produjo respuestas 
diferentes en los parámetros indicadores de funcionamiento hepático 
(proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol), de daño tisular (LDH), 
y de las variables hematológicas (hemoglobina, hematocrito y concentración 
de hemoglobina corpuscular media (MCHC) con respecto a los animales que 
habían consumido la dieta sin AAM.

En el experimento 1, en el suero de los animales que consumían las
raciones con AAM presentaron concentraciones menores (P <.0001) de LDH 
y ácido úrico y mayores (P <.0001) valores de proteínas totales y colesterol. 
Se registró una respuesta diferencial en las concentraciones séricas de 
albúmina, observándose mayores (P < 0.0001) valores en los pollos 
consumiendo las raciones con MM y EGM respecto al grupo control mientras  
que el grupo consumiendo HSCAS mostró menores (P < 0.02)
concentraciones que el grupo control.
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Tabla IV.  Variables séricas y hematológicas y  peso vivo de pollos parrilleros consumiendo raciones naturalmente contaminadas 
(Experimento 1:4.6 ppb de aflatoxina B1, 1.1 ppb de aflatoxina B2 y 4.5 ppm de fumonisina; Experimento 2: 500 ppb de 
zearalenona, 500 ppb de DON, y 1.2 ppm de fumonisina) sin y con el agregado de AAM.

Experimento 1 Experimento 2
C MM EGM HSCAS C MM EGM HSCAS CME Significancia

n 20 19 20 18 20 18 20 20
Variables séricas

Lactato 
deshidrogenasa,UI/l 335.0 a 207.7 c 204.1 c 245.7 b 252.4 b 171.3 d 203.0 c 246.3 b 11.5 ***
Proteína Total, g/dl 3.0 b 3.4 a 3.3 a 3.3 a 2.7 c 3.1 b 2.7 c 2.4 d 0.1 ***
Albúmina, g/dl 1.6 c 2.0 b 2.1 b 1.3 d 1.6 c 2.5 a 1.7 c 1.7 c 0.1 ***
Ácido úrico, mg/dl 6.2 a 3.4 c 2.9 d 4.3 b 3.1 cd 2.1 e 2.8 d 3.7 c 0.2 ***
Colesterol, mg/dl 114.6 d 179.4 b 247.7 a 138.2 c 124.1 c 107.2 cd 262.7 a 212.0 b 6.0 ***

Variables hematológicas
Hemoglobina, g/dl 8.5 c 8.1 c 7.6 c 10.5 b 12. a 8.9 c 8.0 c 7.8 c 0.3 ***
Hematocrito, % 26.4 c 29.4 b 28.4 b 30.3 b 25.1 c 30.7 b 32.3 a 25.3 c 0.7 ***
MCHC, g/dl 32. 2 bc 27.6 d 27.0 d 34.5 b 49.7 a 29.4 d 25.2 d 31.1 c 0.9 ***
Edad - días Peso vivo - g

7 109 106 106 106 105 122 113 118 4 NS
14 352 253 351 334 336 347 342 337 11 NS
21 561 606 596 581 588 605 631 622 18 NS

* MM: multimodular; EGM: glucomananos esterificados; HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio hidratados CME: Cuadrado medio del error MCHC
Concentración de Hemoglobina Corpuscular Media En las filas, números con letras distintas difieren con P < 0.05 NS, no significativo; * P < 0.05;  ** P < 0.01; 
*** P < 0.001
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En referencia a las variables hematológicas los animales que 
consumieron la ración que incluía MM y EGM presentaron igual 
concentración de Hb, y mayor (P < 0.02) Hto, lo cual resultó en una menor 
(P< 0.001) MCHC con respecto a los animales control. Los pollos que 
consumieron la ración con HSCAS mostraron mayor (P < 0,001), Hb y Hto y 
similar MCHC.

En el experimento 2, la inclusión de AAM en las raciones generó 
menores (P < 0.001) niveles de LDH en suero, excepto al incluir HSCAS. 

En el suero de los animales que consumían las raciones con MM se 
observó una respuesta similar a la detectada en el experimento 1,
registrándose mayores (P < 0.001)) valores de proteínas totales y albúmina, 
menor (P < 0.001) de ácido úrico pero similares valores de colesterol en los 
animales tratamiento que los del grupo control.

En los animales que consumieron alimento que incluía EGM
presentaron  concentraciones séricas de  proteínas totales, albúmina y ácido 
úrico similares que los del grupo control pero mayor (P < 0.001) colesterol.  
En contraposición,  los pollos que consumieron las ración con HSCAS, si 
bien presentaron similares valores de albúmina y  ácido úrico que el grupo 
control, mostraron menores (P = 0.03) valores de proteínas totales y mayor 
(P < 0.001) colesterol. 

Con respecto a los valores de hematología, la inclusión de los tres 
AMM resultaron en valores menores de Hb (P < 0,001) y MCHC que la dieta 
control presentando MM y EGM mayores niveles (P <0,001) en el 
hematocrito, mientras que con el agregado de HSCAS esta variable no 
presentó variaciones con respecto al control. 

En los dos experimentos,  en ninguna de las fechas  se registraron 
diferencias entre los tratamientos en el peso de las aves.

6. DISCUSION

Para todas las variables séricas y hematológicas, la interacción 
observada entre la ración (combinación de micotoxinas) y el AAM evaluado, 
indicaría que la respuesta a la adición de cada AAM dependería de la 
combinación de micotoxinas presente en la ración. 

Los niveles de micotoxinas presentes en las dos raciones evaluadas 
en este trabajo estuvieron por debajo de los valores máximos admisibles por 
la normativa internacional y nacional (FAO, 2003; MERCOSUR, 2002) y de 
los valores indicados como tóxicos para los parrilleros de 0 a 3semanas 
(Watts et al., 2003).  Sin embargo, los niveles de toxinas en las raciones 
evaluadas fueron superiores a los sugeridos (Mallmann 2008, 2009) como 
máximos, para las líneas actuales de parrilleros de alta performance en la 
fase de iniciación.  La ración del experimento 1 contenía aflatoxinas y un 
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nivel de fumonisinas elevado (4.5 ppm) y en la ración del experimento 2, se 
detectaron contenidos de DON (500ppb) y fumonisinas (1.2 ppm) superiores 
a los sugeridos.

En los dos experimentos, los menores niveles de LDH en los animales 
que habían consumido dietas con AMM, estarían indicando que estos 
aditivos podrían haber evitado o disminuido el daño tisular resultante de la 
presencia de aflatoxinas, (experimento 1), fumonisinas, (experimentos 1 y 2) 
y DON (experimento 2).  Este daño celular sería resultado de las lisis de las 
membranas celulares como producto de la peroxidación de las mismas; esa 
pérdida de integridad celular genera necrosis tisular y liberación de enzimas 
al medio sanguíneo.  En esta situación, el nivel sérico de LDH (grupo de 
enzimas participantes en la interconversión de piruvato y lactato), es 
considerado un indicador de esa integridad celular, ya que esta enzima 
aumenta cuando se produce destrucción tisular por efecto del consumo de 
dietas contaminadas con aflatoxinas (Skukla et al., 1995, Arrieta et al., 
2005), fumonisinas (Brown et al., 1992, Espada et al., 1994, Santin, 2000) y 
DON  (Kubena et al., 1997).

El efecto dañino de las raciones evaluadas, también estaría 
evidenciado  por los valores de las variables séricas y hematológicas de los 
pollos consumiendo la dieta control. Estos mostraron diferencias en los 
niveles de proteínas totales, albúmina, acido úrico, colesterol, Hto y Hb, con 
respecto a los valores considerados como normales (Proteínas totales: 3.18 
± 0.42 g/dl; albúmina: 1.59 ± 0.33 g/dl; ácido úrico: 8.49 ± 3.48 mg/dl 
colesterol total: 143 ± 18 mg/dl, Hto.: 28.9 ± 2.48 %, y Hb.: 9.05 ± 1.1 g/dl; 
(Sandoval et al., 2004) para esta categoría de aves. 

En el grupo control del experimento 1, los niveles promedio de 
proteínas totales, Hto y  Hb fueron cercanos al límite inferior del rango de 
normalidad, mientras que el colesterol estuvo por debajo del límite inferior.  
Del mismo modo, en el experimento 2, los valores promedio de proteínas 
totales y colesterol estuvieron cercanos al límite inferior de normalidad (143 
± 18 mg/dl), y el hto estuvo por debajo de ese límite. (28.9 ± 2.48 %)  En 
ambos experimentos, los rangos de valores observados sugieren que en 
algunas de las aves que consumieron las dietas control, podría haberse 
producido anemia, probablemente como resultado de los niveles de 
micotoxinas presentes en las raciones.  Estos resultados son consistentes 
con reportes (Aravind et al., 2003; Watts et al., 2003; Smith et al., 2001; Huff 
et al., 1986 Santin et al., 2003; Jaramillo, 2006) que indican que  las 
variables serológicas y hematológicas de los pollos pueden ser  deprimidas 
por el efecto aditivo o sinérgico de la combinación de  micotoxinas presentes
a bajos niveles individuales. 

Las diferencias en las proteínas totales, albúmina y ácido úrico de los 
animales consumiendo dietas con aditivos con respecto a los animales 
alimentados con las dietas control, también fueron reportadas en aves 
consumiendo raciones que incluían HSCAS (Kubena et al., 1990), EGM 
(Swamy et al., 2002; Chowdhury et al., 2004; Chowdhury & Smith, 2005; 
Faixová et al., 2007; Girish et al., 2008) y MM (Micheluzzi, 2004).   En los 
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animales consumiendo las raciones con AAM, la mayor concentración de 
proteínas totales y albúmina, así como el menor ácido úrico en suero, 
podrían relacionarse a un aumento de la síntesis proteica en el hígado como 
resultado de la acción protectora de los aditivos.  En raciones contaminadas 
con micotoxinas, las tasas fraccionales de síntesis proteica hepática, se 
reducen por la acción de las aflatoxinas y DON (Kubena et al., 1990; Watts 
et al., 2003; Swamy et al., 2002; Mikami et al., 2004; Chowdhurry et al.,
2004; Faixová et al., 2007a,b; Rotter et al., 1996).  La disminución en la 
síntesis de proteínas en el hígado, es consecuencia de la afinidad de 
metabolitos de aflatoxinas con regiones específicas del ADN del núcleo de 
los hepatocitos (Osweiler 1996; Roder 2002) y de la acción inhibitoria directa 
del DON sobre la fase de iniciación, transcripción y traducción (Osweiler 
1996; Swamy et al., 2002; Chowdhurry et al., 2005).   Esto se evidenciaría 
en una disminución de proteínas totales en suero que se debe 
principalmente a la disminución de albúmina, proteína que se sintetiza 
exclusivamente en el hígado (Kaneko, 1997).  Al afectarse negativamente la 
síntesis proteica, los aminoácidos no empleados podrían usarse como fuente 
de energía resultando en un aumento de ácido úrico en el plasma (Swamy et 
al., 2002; Chowdhury & Smith 2004 y 2005; Girish et al., 2008).

La mayor concentración de colesterol sérico en aves, como resultado 
de la incorporación de AAM en las raciones estudiadas en estos 
experimentos, también ha sido reportada al evaluar el efecto protector de 
HSCAS (Huff et al., 1986; Kubena et al., 1990) y EGM (Faixová et al., 2007) 
en dietas para pollos contaminadas con aflatoxinas y DON, respectivamente. 
Estos aumentos podrían responder a que se habría levantado la restricción 
en la síntesis de la enzima hidroximetilglutaril-CoA-Reductasa (HMGCoA) 
así como a un aumento de la síntesis de lipoproteínas, que son las 
encargadas de transportarlo en sangre. (Anyanwu et al., 2007).

En los dos experimentos, tanto los grupos control como los tratados, 
presentan valores de Hto y Hb reportados (Bounous & Stedman, 2000) en la 
literatura como  normales para la especie, (22  a 35% y  7 a 13 g/dl para Hto 
y Hb, respectivamente) por lo cual, las aves en estudio no habrían 
presentado cuadros de anemia.  Si estos valores se acotan a los sugeridos 
por Sandoval et al., (2004), en base a la casuística en Venezuela para pollos 
parrilleros sanos (28.9 ± 2.48 %, y 9.05 g/dl ±1.1) para Hto y Hb 
respectivamente en ambos experimentos, las aves que habían consumido 
las raciones sin AMM presentaron niveles de Hto cercanos al límite inferior 
del rango considerado como normal.

Lo esperado era que los pollos consumiendo las raciones con AMM, 
presentaran mayor concentración de Hb y Hto que los que consumieron la 
ración control, ya que las aflatoxinas y el DON pueden afectar la síntesis de 
transferrina en el hígado y la elongación y trascripción de la síntesis proteica 
en los eritrocitos.  Así mismo, estas toxinas, así como las fumonisinas, 
producen alteraciones de las membranas de los glóbulos rojos y estrés 
oxidativo que derivan en modificaciones celulares (Surai & Dvorska, 2005), 
esto podría explicar la disminución del Hto por la acción de estas toxinas, sin 
embargo esa respuesta no se observó.
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Al evaluar el efecto de la adición de AMM en los niveles de Hto y Hb, 
no se evidenció la misma respuesta de las dos variables con respecto a los 
valores encontrados en los animales consumiendo la dieta sin aditivos.  Así  
en el experimento 1, los valores de Hb al emplear MM no se diferenciaron 
del tratamiento control, mientras el Hto presentó valores mayores.

En ambos experimentos se registraron respuestas más aproximadas 
a lo esperado, en el Hto que en la Hb. Esto pudo responder a  
combinaciones y niveles de las micotoxinas afectando en forma diferente los 
procesos relacionados a la síntesis de Hb y la producción de eritrocitos. 
Resultados similares fueron reportados por Dänicke et al., (2003) en pollos 
parrilleros al incorporar MM en raciones naturalmente contaminadas con 
micotoxinas de Fusarium.  No se encontró explicación a las menores 
concentraciones de Hb observadas en el experimento 2 al incluir AMM.

Los pesos de los pollos fueron normales para la categoría utilizada, no 
constatándose diferencias entre los distintos tratamientos a  lo que pudo 
contribuir el corto tiempo de experimentación, pareciendo que las posibles 
mejoras metabólicas registradas no se manifestaran en el comportamiento 
animal.  Sin embargo, el posible efecto “protector” de las AMM a nivel 
metabólico podría manifestarse en mejoras de las variables productivas 
cuando las aves fueran sometidas a una situación de estrés ambiental.  La 
ausencia de respuesta productiva al uso de AMM concuerda con 
experiencias de Swamy et al., (2002, 2004) quienes evaluaron  dietas 
naturalmente contaminadas con micotoxinas de Fusarium (DON, 
Zearalenona, ácido fusárico y 15 acetyl deoxinivalenol) suplementadas con 
EGM y no encontraron diferencias con respecto al grupo control (sin EGM) al 
cabo de 21 días.  

Las diferencias observadas en las variables estudiadas entre los 
animales alimentados con las dietas  naturalmente contaminadas y aquellas 
con AMM, muestran una concordancia razonable con los resultados 
reportados por Swammy et al., (2002); Chowdhury et al., (2004); Girish et al.,  
(2008a) cuando las raciones incluían EGM.  

En el Experimento 1, la efectividad de los tres AAM en modificar 
positivamente las variables séricas y algunas hematológicas, podría deberse 
a la presencia simultánea  de  aflatoxinas y fumonisinas, ya que existen  
reportes de la efectiva acción detoxificante de estos aditivos al incluirse en 
dietas contaminadas con aflatoxinas (Pimpukdee et al., 2004; Arrieta et al., 
2006b) o fumonisinas (Starkl 2008).

En el Experimento 2, el nivel de zearalenona presente en las raciones
no alterarían las variables estudiadas en este trabajo, ya que los  efectos 
negativos de esta toxina se asocian a variables reproductivas (Riley & 
Pestka, 2005). Adicionalmente, existen antecedentes que indican que las 
aves son relativamente resistentes a su acción (Hollinger & Ekperigin, 1999; 
Danicke et al., 2002).
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En este experimento, la mayor efectividad detoxificante de MM en la 
mayoría de las variables estudiadas,  podría estar relacionada a la presencia 
en la ración de DON (en concentraciones por encima de las máximas 
recomendadas) y fumonisinas.  La acción detoxificante sobre el DON estaría  
relacionada a su capacidad para desdoblar el anillo epoxi característico de 
los trichotecenos por poseer en su formulación la enzima epoxidasa (Díaz et 
al., 2002, 2005).

7. CONCLUSIONES

La inclusión de AMM modificó favorablemente algunos de los valores 
séricos y hematológicos de  pollos parrilleros que consumieron raciones 
naturalmente contaminadas con combinaciones subtóxicas de micotoxinas. 
Las respuestas variaron dependiendo del AAM incluido y la combinación de 
micotoxinas presente en la ración. 

En el experimento 1, los tres AMM evaluados aparecerían como
promisorios para modificar positivamente las variables serológicas y 
hematológicas monitoreadas en pollos parrilleros de iniciación de 21 días de 
edad que consumían una ración naturalmente contaminada con 4,6 ppb de 
aflatoxina B1, 1,1 ppb de aflatoxina B2 y 4,5 ppm de fumonisina. En el 
experimento 2, MM aparentó ser el más efectivo para mejorar el mayor 
número de las variables evaluadas en aves que consumían otra ración
naturalmente contaminada con  500 ppb de DON, 1,2 ppm de fumonisina y 
500 ppb de zearalenona
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RESUMEN


En pollos parrilleros (n=160), se evaluó el efecto de incluir aditivos anti-micotoxinas (AMM) en raciones naturalmente contaminadas, sobre parámetros serológicos y hematológicos. Se realizaron dos experimentos; en el experimento 1 se evaluó una  ración con  6 ppb de aflatoxina, 4,5 ppm de fumonisina, y  en el experimento 2, una ración con 500 ppb de DON, 1,2 ppm de fumonisina y 500 ppb de zearalenona. Cada  ración  se combinó con aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS), glucomananos esterificados (EGM) o aditivo multimodular (MM), recibiendo un grupo de aves (en cada experimento) ración  sin AAM.  A los 21 días se extrajo sangre determinándose Lactato deshidrogenasa (LDH), proteína total, albúmina, ácido úrico, colesterol, hemoglobina y hematocrito. Los experimentos fueron analizados conjuntamente en un  diseño  completamente aleatorizado con  arreglo factorial de tratamientos. Se detectó una interacción (P<0.001) entre la ración y el AAM incluido. En el experimento 1, al incluir AAM resultó en menor (P<0.001) LDH y ácido úrico, y mayor (P<0.001) proteína total, colesterol y hematocrito. La albúmina fue mayor (P<0.0001)  con MM y EGM, y menor (P<0.02) con HSCAS. En el experimento 2,al incluir AAM  generó menor (P<0.001) LDH, excepto con HSCAS.  Con MM se observó mayor (P<0.001) proteína total, albúmina y hematocrito y menor (P<0.001) ácido úrico. Con EGM mayor (P<0.001) colesterol y hematocrito  y con HSCAS menor (P=0.03) proteína total y mayor (P<0.001) colesterol. En  el experimento 1,  los tres AAM evaluados aparecerían como promisorios mientras que  en el experimento 2, MM aparentó ser el más efectivo


SUMMARY

In diets naturally contaminated with mycotoxins, effect of inclusion of three anti-mycotoxin additives (AAM) in serological and hematological parameters, was evaluated in growing broiler chickens (n=160). Two trials were conducted. In trial 1, diet contained 6 ppb aflatoxin, 4,5 ppm fumonisin, and in trial 2, diet contained 500ppb DON, 1,2 ppm fumonisin, and 500ppb zearalenona. Each diet was combined with hydrated sodium calcium aluminosilicate (HSCAS), esterified-glucomannan polymer (EGM) or multi modular additive (MM). In each trial, ration without AAM was provided to  a group of  broilers. Blood was collected at 21 days to determine lactate dehydrogenase activity (LDH), total protein, albumin, uric acid, cholesterol, haemoglobin and haematocrit.  Trials were analyzed together in a completely randomized 2 x 4 factorial design. A diet x AAM interaction was detected (P<0.001). In trial 1, inclusion of AAM resulted in less (P<0.001) LDH and uric acid, and greater (P<0.001) total protein, cholesterol y haematocrit. Albumin was greater (P<0.0001) with MM and EGM, and less (P<0.02) with HSCAS. In trial 2, inclusion of AAM produced less (P<0.001) LDH, except with HSCAS.  With MM greater (P<0.001) total protein, albumin y haematocrit, and less (P<0.001) uric acid was observed. With EGM greater (P<0.001) cholesterol y haematocrit was registered, meanwhile less (P=0.03) total protein, and greater (P<0.001) cholesterol was observed with HSCAS. In trial 1, the three AAM seemed to be promissory to counteract the adverse effect produced by the mycotoxins combination evaluated. Meanwhile in trial 2, MM appeared to be the most promissory. 


1. INTRODUCCIÓN


Las micotoxinas son metabolitos tóxicos secundarios producidos por hongos filamentosos toxicogénicos (Coulombe, 1993; Ballesteros & Ramón, 2000; Chowdhury et al., 2005c). Estas toxinas se forman esporádicamente en condiciones de campo, cuando se produce un estrés para el crecimiento del hongo y durante el almacenamiento cuando se presentan determinadas condiciones ambientales (Humphreys, 1990; Osweiler, 1996; Santin, 2005).  Se liberan al medio con la finalidad de inhibir la multiplicación de otros organismos (Santin, 2003; Morante, 2006; Mallmann et al., 2008). Sin embargo, la sola presencia del hongo en el alimento, no indica necesariamente que existan toxinas (Meireles & Riet, 1991; Devewogda & Murthy, 2005; Santin, et al., 2003a).


La contaminación de los alimentos por hongos y micotoxinas ocurre en el mundo entero, así por ejemplo la, Food and Agriculture Organization (FAO) estimó que el 25% de las reservas anuales de granos del mundo estaban contaminadas con micotoxinas (Bhat & Vasanthi, 1999). Estas toxinas causan enormes pérdidas de orden económico, sanitario y comercial aunque el mayor problema se atribuye a los daños que ocasionan en la salud humana y animal, afectando diversos órganos y sistemas (Diekman et al., 1992; Osweiller,  2000; Watts et al., 2003; Wyatt, 2005; Mallman et al., 2008).


Si bien se conocen cerca de 300 micotoxinas, no todas tienen la misma importancia por la frecuencia y las lesiones que producen (Osweiller,  2000; Watts et al., 2003).  La tolerancia de los animales a las micotoxinas, varía con la especie, el sexo, la edad, el estado fisiológico y sanitario y  las condiciones ambientales de estrés, variando los cuadros tóxicos según los órganos y sistemas involucrados, como también con los tipos, dosis, tiempo de consumo y combinación de toxinas presentes (Chowdhury et al., 2005c; Devegowda & Murthy, 2005; Wyatt, 2005).  Esos cuadros se pueden asociar a síntomas de hepatoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, déficit inmunitario o alteraciones reproductivas (Santin, 2005; Riley & Pestka, 2005). Adicionalmente a los efectos directos de las micotoxinas, la metabolización de las mismas puede generar compuestos tóxicos secundarios capaces de pasar a la carne, al hígado, los huevos o la leche, lo que representa un importante riesgo para la salud pública (Jacobson et al, 1974, Midio & Martins, 2000; Mabbett, 2004; Tedesco et al., 2004; Zaghini et al., 2005; Denli et al., 2009).


Un aspecto particular de la mayoría de las micotoxicosis, es la aparición de efectos tóxicos combinados al interactuar varias micotoxinas.   Lo más frecuente es que los alimentos sean invadidos por varias especies de hongos y que una especie de hongo produzca más de una micotoxina (Meireles & Riet, 1991; Santin, 2003a; Devegowda & Murthy, 2005; Kumar & Balachandran, 2009). Esta combinación de toxinas a diferentes concentraciones provoca cuadros clínicos confusos (Caemán & Repetto, 1995; Mabbett,  2004; Chowdhury et al., 2005c; Wyatt, 2005).  La ingestión continua de alimentos contaminados con bajas dosis de micotoxinas, puede  pasar desapercibida por la ausencia de signos o lesiones evidentes en los animales, pero puede producir severas pérdidas económicas (Osweiller, 2000; Mabbett, 2004; Devegowda & Murthy, 2005; Diaz, 2007).


El empleo de raciones  contaminadas por micotoxinas representa una importante limitante en la industria avícola ya que las nuevas líneas comerciales de aves a pesar de tener  un potencial genético para performance y conversión alimenticia  son muy exigentes en cuanto a la calidad de la dieta y muy sensibles a la presencia de  micotoxinas (Mabbett, 2004; Díaz, 2007) lo cual deprime rápidamente el crecimiento y conversión.  El amplio espectro de efectos biológicos que producen en las aves, así como su gran  resistencia de la mayoría de las micotoxinas a las altas  temperaturas, y que no generan inmunidad provoca que su presencia en los alimentos sea un serio problema para la producción avícola (Perusia & Rodríguez, 1997; Devegowda & Murthy, 2005; Díaz, 2007; Janaczyk et al., 2006). 


Los efectos tóxicos de las micotoxinas han sido estudiados en su gran mayoría usando alimentos artificialmente contaminados con micotoxinas puras. Esto aportó una valiosa información sobre el modo de acción y el impacto que causan en forma individual. (Kubena et al., 1985; 1990a; 1990b; 1995, Espada et al.,  1994, Fernández et al., 1994, 1995) Actualmente existe la tendencia de evaluar los efectos resultantes de la ingestión de raciones naturalmente contaminadas por varias toxinas ya que esto refleja la realidad (Santin, 2003a; Chowdhury, 2004).  Se ha comprobado que las micotoxinas presentes  en granos naturalmente contaminados, son más tóxicas que las dosis equivalentes de toxina purificada.  Esto posiblemente se deba a la presencia de otras micotoxinas no identificadas y de precursores de las mismas que actúan sinérgicamente entre sí (Chowdhury et al., 2005c; Devegowda & Murthy, 2005; Kahn, 2007).


Una  alternativa posible para la  detoxificación de micotoxinas son los  aditivos anti-micotoxinas (AAM) con diferentes mecanismos de acción. Estos productos también se conocen como secuestrantes o adsorbentes de micotoxinas. Son polímeros orgánicos o inorgánicos de gran peso molecular que al añadirse a la ración serían capaces de formar complejos irreversibles con moléculas de micotoxinas en la luz intestinal.  Los complejos formados serían indigestibles, obteniéndose así una reducción de la dosis de micotoxinas absorbidas (Campos & Malaquido, 2003; Díaz & Smith, 2005).  Actualmente se admite que todas las dietas para aves en la fase pre inicial deberían incluir en su formulación AAM y en el resto de las fases debería tenerse en cuenta el riesgo de su presencia para incluirlas (Mallman,  2008).

En Uruguay se dispone de distintos tipos de AAM entre los que se encuentran los alumino silicatos hidratados de calcio y sodio (HSCAS), los glucomananos esterificados (EGM) y un tercer aditivo multi modular (MM) formado por cinco fracciones minerales, enzimas, microorganismos, sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos 


El objetivo de este trabajo, fue evaluar la actividad detoxificadora de estos AAM en raciones naturalmente contaminadas con aflatoxinas, fumonisina, DON y/o zearalenona en  los valores séricos (LDH, proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol) y hematológicos (Hb, Hto y MCHC) mediante una prueba “in vivo” realizada en pollos parrilleros en iniciación.


2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS


2.1.  Descripción de las micotoxinas y su acción.


2.1 .1.   Toxinas del Género Aspergillus y Penicillium

2.1.1.1. Aflatoxinas


Las aflatoxinas (AF) son metabolitos tóxicos producidos  por hongos del genero Aspergillus principalmente Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius  y cepas de Penicillium,  son  las más distribuidas a nivel mundial (Blood  & Radostitis, 1992; Smith 1997; Devegowda et al., 1998; Miazzo et al., 2000; Castiglioni et al., 2006).  Fueron las primeras en ser  caracterizadas al inicio de la década del 60 y las más estudiadas hasta el momento en términos de su naturaleza química, mecanismo de acción, toxicocinética y efectos producidos (Price et al., 1993; Midio & Martins, 2000; Devegowda & Murthy, 2005).


Químicamente son furocumarinas, presentando un núcleo central cumarínico unido a una estructura  bifuránica por lo que se clasifican como compuestos furánicos policíclicos (Osweiller, 1996; Midio & Martins, 2000). Son fluorescentes lo que es importante para su detección (Osweiller, 1996; González & Heus, 2000; Midio & Martins, 2000; Roder, 2002).  Se forman naturalmente en las conidias como productos metabólicos de los hongos, excretándose en un  90% (Jurado Couto, 1989). Estas micotoxinas son hepatotóxicas, carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas, e inmunosupresoras (Roder, 2002; Pimpukdee et al., 2004; Devegowda & Murthy, 2005; Arrieta et al., 2006a).  Se  producen en sustratos muy variados, principalmente los granos de maíz, centeno, sorgo, cebada,  trigo,  y arroz y las semillas de algodón y maní (Osweiller, 1996; Perusia & Rodríguez, 1997; Klaasen & Watkins, 2000).


Se conocen en la actualidad por lo menos 18 aflatoxinas (Tejada et al., 2008) siendo los principales tipos de interés  B1, B2, G1, G2, M1 y M2  De estas  la AFB1 es la más tóxica y la más estudiada (Jurado Couto, 1989; Coulombe, 1993; Hollinger, 1999; Castiglioni et al., 2006).  Las 4 primeras las producen los hongos en forma natural y se encuentran en el alimento, el resto son productos metabólicos de éstas, formándose en  el animal por microorganismos presentes en su tubo gastrointestinal, o son producidas espontáneamente en respuesta a productos químicos  del medio ambiente. (Rivero et al., 1991; Osweiller, 1996; Mc Kenzie et al., 1998, Tejada et al., 2008).  Las letras B y G se deben al color fluorescente que adoptan en la cromatografía en capa fina al irradiarlas con luz ultravioleta azul (B: blue) o verde (G: green)  (González & Heuhs, 2000).  La letra M indica leche (Milk) refiriéndose a la vía de eliminación más importante de dicha toxina (Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000).


La principal vía de ingreso de estas micotoxinas al animal es la oral, aunque pueden ingresar por inhalación de, esporas o fragmentos de micelios. En general, las aves son las especies más susceptibles a las aflatoxinas, siendo mayor su acción  en la fase inicial de crecimiento, o sea, durante los primeros 21 días de vida (Perusia & Rodríguez, 1997; Santurio, 2000).  Esta alta toxicidad en las aves se debe a su rápida absorción desde el tracto gastrointestinal por ser liposolubles, absorbiéndose por difusión pasiva (Midio & Martins, 2000).  Luego de absorbidas se ligan rápidamente en forma reversible a la albúmina y a otras proteínas, para ser transportadas al hígado, donde por su liposolubilidad entran rápidamente al hepatocito (Santurio, 2000; Midio & Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005). En el hígado, órgano blanco de las aflatoxicosis, estas toxinas son biotransformadas por enzimas microsomales del sistema de oxidasas mixtas en varios productos metabólicos (Osweiler, 1996; Riley & Pestka, 2005). Estos metabolitos pueden ser detoxificados por conjugación con aminoácidos, ácido glucorónico o sales biliares y ser eliminados por orina y heces.  La manifestación de la toxicidad de las aflatoxinas dependerá del balance entre la generación de metabolitos tóxicos y su metabolización a productos no tóxicos.  Las vías metabólicas relacionadas a estos procesos de detoxificación presentan diferencias entre las especies animales, lo cual define la susceptibilidad de las mismas a las aflatoxicosis (Hollinger & Ekperigin, 1999; Tedesco et al., 2004; Riley & Pestka, 2005).


Entre los productos metabólicos que se forman se incluye: aflatoxicol, aflatoxina Q1, aflatoxina P1, aflatoxina M1 y aflatoxina 8,9 epóxido, siendo este último particularmente tóxico (Tung et al., 1972; Coulombe, 1993; Osweiller, 1996; Midio & Martins, 2000).  Su toxicidad se debe a que es   altamente reactivo por ser inestable, por este motivo busca estabilidad química interactuando con compuestos endógenos (ADN, ARN y proteínas) produciendo aductos (Klaassenn & Watkins, 2000; Roder, 2002; Riley & Pestka, 2005).  Su acción produce severas lesiones principalmente en hígado, alterando el metabolismo hepático de proteínas lípidos y glúcidos, que se manifiestan en los parámetros séricos (disminución  de  proteínas  totales, albúmina, triglicéridos, colesterol, glucosa.) y hematológicos (disminución del: recuento de eritrocitos, hematócrito, concentración de hemoglobina, trombocitos y linfocitos) (Fernández et al., 1994; Fernández et al., 1995; Basmacioglu et al., 2005; Wyatt, 2005).


Las aflatoxinas pueden alterar el metabolismo proteico hepático al unirse al ADN inhibiendo la ARN polimerasa e interfiriendo con la transcripción, ya que hay reducción en la síntesis de ARN mensajero (Riley & Pestka, 2005). Las modificaciones en el ADN se producen por dos mecanismos: al intercalarse en el ADN formando un aducto covalente con la guanina, y por la alquilación del ADN con la toxina, resultando en la pérdida de una base del ADN (Coulombe, 1993; Hollinger & Ekperigin, 1999).  Como resultado, se producen mutaciones que se pueden reparar espontáneamente o enzimáticamente y los aductos removidos se excretan con la orina.  Otras veces se afecta  la actividad de biotransformación y reparación del ADN con riesgos carcinogénicos y mutagénicos (Coulombe, 1993; Hollinger & Ekperigin, 1999; Riley & Pestka, 2005) produciendo mutaciones que son heredables a la siguiente generación de células hepáticas, lo que puede producir carcinoma hepático (Coulombe, 1993).  Por esta razón, la International Agency for Research of Cancer (IARC) en 1991 confirmó la inclusión de las aflatoxinas dentro del grupo  1 que comprende los agentes carcinógenos comprobados en humanos (Repetto 1995; Castenaro et al., 1998; Hollinger & Ekperigin, 1999; Midio & Martins, 2000).


La disminución marcada en la síntesis proteica hepática se manifiesta por una disminución de proteínas totales en suero.  Este efecto  se debe principalmente a la disminución de albúmina, que se sintetiza exclusivamente en el hígado.  Las proteínas totales y la albúmina en suero, son los indicadores más sensibles de aflatoxicosis. (Huff et al., 1986; Fernández et al., 1995; Osweiller, 1996; Kaneko, 1997; Mc Kenzie et al., 1998). 


Otra manifestación de la disminución de la síntesis proteica, es que se produce una disminución en la síntesis de enzimas involucradas en el metabolismo hepático que actúan sobre proteínas, lípidos, y carbohidratos alterando su funcionalidad (Osborne & Hamilton, 1981; Devegowda & Murthy, 2005; Wyatt, 2005).  La disminución de la síntesis de enzimas involucradas en el catabolismo de los aminoácidos, resulta en una menor formación de productos de ese catabolismo (ácido úrico, urea) y por lo tanto de su presencia en suero (Huff et al., 1986 Lumeij, 1997; Devegowda & Murthy, 2005).


Las modificaciones en el metabolismo proteico hepático, también se asocian a una disminución de la fracción proteica de las lipoproteínas (lo que disminuye el transporte y excreción de los ácidos grasos  metabolizados en el hígado), y de enzimas vinculadas al metabolismo de lípidos.  Por estos motivos la presencia de aflatoxinas se asocia a menores niveles de colesterol, triglicéridos y ácidos grasos en plasma (Mc Kenzie et al., 1998; Raju & Davegowda, 2000; Aravind et al., 2003; Wyatt, 2005).  La disminución de la colesterolemia sería resultado, no solamente de una síntesis limitada de la fracción proteica de las lipoproteínas de baja densidad (VLDL) sino también la disminución de la síntesis y actividad de una o más enzimas, que participan en el proceso (Kubena et al., 1995; Mc Kenzie et al., 1998; Anyanwu et al., 2007).  La principal enzima afectada es la hidroxi-metil-glutaril CoA-reductasa (HMG-CoA-reductasa) que interviene en la activación del acetato, lo cual es el primer paso en la biosíntesis del colesterol hepático (Hussein & Brasel, 2001; Sandoval et al., 2004).


También se ha observado disminución en la síntesis de enzimas relacionadas al metabolismo de la glucosa, tales como glucosa-6-fosfatasa y succinato deshidrogenasa (Devegowda & Murty, 2005).


El efecto de las aflatoxinas en la síntesis proteica del hígado, se puede asociar también a los valores hematológicos de animales consumiendo dietas contaminadas, ya que existen reportes de disminución de transferrina y otras proteínas asociadas a la síntesis de hemoglobina (Tung et al., 1975 a; Maurice et al., 1983; Huff et al., 1986).  La disminución de la síntesis de transferrina, proteína transportadora de hierro, compromete la absorción de hierro en el intestino y su transporte.  Como resultado, puede producirse anemia al verse disminuida la hematopoyesis (Tung et al., 1972; Huff et al., 1986).


Estas alteraciones en la síntesis de hemoglobina, potencian la anemia hemolítica, característica de las aflatoxicosis, que es consecuencia de que la médula ósea es incapaz de compensar la destrucción prematura de los glóbulos rojos maduros por medio del aumento en su producción.  Esta anemia hemolítica se caracteriza por disminución del hematocrito (volumen celular total y recuento de eritrocitos) y del nivel de hemoglobina acompañado de hiperplasia de la medula ósea (Tung et al., 1975ª; Huff et al., 1986; Mc Kenzie et al., 1998).  Nuevas investigaciones argumentan que la anemia hemolítica podría estar relacionada a la disminución de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6FD) en los glóbulos rojos, lo que podría llevar a una disminución de la potencia antioxidante intracelular, produciendo una oxidación de la hemoglobina que la desnaturaliza y disminuye la vida media del glóbulo rojo (Surai & Dvorska, 2005).


Actualmente se considera que los cambios más importantes que produce la aflatoxina son debidos a la formación de lípido peroxidasas que son tóxicas para los sistemas antioxidantes,  provocando una disminución de los mismos. Como resultado, se produce daño oxidativo y aumento de especies activas de oxígeno, que pueden oxidar las moléculas biológicas dañando las membranas celulares y de los organelos lo que puede producir necrosis (Osweiller, 1996; Repetto 1998; Midio & Martins, 2000; Surai & Dvorska, 2005; Guaiame, 2005).


La detección de anemia hemolítica en animales consumiendo dietas contaminadas con aflatoxinas, así como alteraciones de la integridad celular en órganos y tejidos, ha sido asociada  a los niveles séricos de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Mc Kenzie et al., 1998; Devegowda & Murthy, 2005).  La LDH comprende  un grupo de enzimas que participan en la inter conversión de piruvato y lactato y se encuentran en la sangre y otros tejidos del cuerpo, participando en el metabolismo energético de las células y aparecen aumentadas en sangre cuando se altera la integridad celular.


2.1.2. Toxinas del género Fusarium


Las micotoxinas producidas por Fusarium causan importantísimas pérdidas en la industria avícola (Awad et al., 2006; Devegowda & Murthy, 2005; Girish et al., 2008b).  Estas toxinas son numerosas, diversas en la estructura química y en las alteraciones metabólicas que producen en los animales (Smith et al., 2001; Devegowda & Murthy, 2005).  En Uruguay al igual que en sur de Brasil, los hongos del género Fusarium se destacan como los más importantes en términos de pérdidas globales debido a que producen muchas micotoxinas y que las condiciones climáticas son más propicias para su producción (Santin et al., 2000 y 2005).  Por su ocurrencia en los alimentos, se considera que las toxinas más importantes producidas por este género, son los trichotecenos, las fumonisinas y la zearalenona (Santin et al., 2000; Devegowda & Murthy, 2005; Faixová et al., 2007a; Girish et al., 2008c).


2.1.2.1. Trichotecenos



Los trichotecenos son un grupo de más de 180 micotoxinas con la misma estructura básica (sesquiterpenoide con un núcleo tricotecano),  catalogándose como lactosas sesquiterpenas (Roder 2002; Swamy et al., 2002a; Riley & Petska, 2005; Girish et al., 2008a).  Poseen el esqueleto de los sesquiterpenoides 12-13 epoxy trichoteceno tetraciclico, siendo este núcleo epóxido, el responsable del efecto tóxico del trichotecenos; observándose frecuentemente efectos aditivos al estar presentes varias toxinas del grupo (Osweiller, 1996; Raju & Devagowda, 2000; Chowdhury et al., 2005b).  Los trichotecenos se clasifican en 4 grupos: A, B, C y D, siendo el grupo B el que comprende las toxinas más importantes por su ocurrencia y toxicidad.  Una de ellas la 4 deoxynivalenol (DON) también denominad vomitoxina, es la más prevalente de los trichotecenos en los granos que se usan para alimentación animal (Osweiler, 1996; Osweiller et al., 2000; Midio & Martins, 2000; Faixová et al., 2007b).  El DON es producido principalmente por el Fusarium graminearum, (Teleomorfo Gibberella zeae) F. culmorum y F. sporotrichioides aunque también otros géneros de hongos como Trichothecium, Myrothecium, Cephalosporium, Stachybotrys, Trichoderma; Cylindrocarpon (Midio & Martins 2000; Klaassenn C. & Watkins 2000; Ballesteros & Ramón, 2000; Kahn, 2007) producen tricotecenos.  Los sustratos que se asocian más frecuentemente a estos trichotecenos, son granos de trigo, maíz y cebada (Osweiller, 2000; Mabbett, 2004). 


Estas micotoxinas son rápidamente absorbidas en las partes superiores del intestino delgado y se distribuyen uniformemente por el organismo, no depositándose en órganos o tejidos específicos (Midio & Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005; Awad et al., 2007).  En el hígado se biotransforman en compuestos menos tóxicos, produciéndose una desepoxidación y posterior conjugación con ácido glucrónico eliminándose principalmente en la orina (Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000; Awad et al., 2007).  Así como sucede en las aflatoxinas, el efecto negativo de las trichotecenos, es función del balance entre la generación de metabolitos tóxicos y su metabolización a productos no tóxicos (Riley & Pestka, 2005).


En general, las aves son menos sensibles al DON que otras especies. (Hulan et al., 1982; Moran et al., 1983; Kubena et al., 1985; Swamy et al., 2004a; Murthy & Devegowda, 2005; Awad et al., 2007). Sin embargo, estudios experimentales (Danicke et al., 2002) sugieren que en pollos, el DON produciría un efecto muy variable, ya que su presencia indica que se habrían dado las condicionantes para que estén presentes otras micotoxinas de Fusarium que actuarían con efecto sinérgico.



Los trichotecenos pueden inhibir la iniciación de la síntesis proteica en los ribosomas de las células eucariotas, ya que tienen afinidad por la subunidad ribosomal 60s. También se unen con la enzima peptidil transferasa ribosomal, la que interviene en los pasos de elongación y terminación (Osweiller, 1996; Roder, 2002; Riley & Pestka, 2005).  Como consecuencia, de esta inhibición de la síntesis proteica se puede  inducir  una rápida apoptosis (Mikami et al., 2004).  Los tejidos más susceptibles son los que tienen altas tasas de regeneración tales como el hígado (Coulombe, 1993; Santin et al., 2000; Dänicke et al., 2003; Girish et al., 2008a).  Por este motivo se detecta disminución de las proteínas plasmáticas y de los niveles de albúmina en aves: pollos parrilleros (Swamy et al., 2002a; Faixova et al., 2007a), gallinas ponedoras (Chowdhury & Smith, 2005b), pavos (Girish et al., 2008a) y patos (Chowdhury et al., 2005a) consumiendo raciones naturalmente contaminadas con DON, y un aumento del ácido úrico en plasma (Swamy et al., 2002a; Chowdhury & Smith 2004 y 2005; Girish et al., 2008a).  El aumento del ácido úrico plasmático en aves se explicaría porque los aminoácidos no empleados para la síntesis proteica podrían ser usados como fuente de energía.



La hipoproteinemia puede agravarse por el rechazo a alimentarse (Girish et al., 2008c), por la disminución de la absorción de nutrientes provocada por la alteración del tránsito de los mismos a través de la membrana del intestino (Coulombe, 1993; Roder, 2002; Osweiller, 2000; Chowdhury et al., 2004; Awad et al., 2004, 2005a y 2007; Girish et al., 2008 b), y por las alteraciones de las vellosidades intestinales y la gastroenteritis que provocan estas toxinas al entrar en contacto directo con las mucosas digestivas (Coulombe 1993; Swamy et al., 2002b; Devegowda & Murthy, 2005; Zaviezo & Contreras, 2007).



Faixová et al., (2007b) demostraron  que pollos consumiendo raciones con DON, tuvieron  una  disminución de los triglicéridos del plasma,  posiblemente por una acción similar a la de las aflatoxinas (Kubena et al., 1985; Huff  et al., 1986). 



Debido a su carácter anfipático, los trichotecenos pueden incorporarse en los compuestos lipídicos de las membranas celulares de los hepatocitos y estimular la peroxidación de las membranas lipídicas. Esto produce una disminución de la glutation peroxidasa (GSH) y los radicales libres pueden sobrepasar los mecanismos de defensa celulares, causando excesivo estrés oxidativo, con el consiguiente daño celular (Mezes et al., 1999; Roder 2002;  Surai & Dvorska, 2005; Faixová et al., 2007a). Estas alteraciones histopatológicas pueden llegar a ser muy graves, produciendo necrosis  (Swamy et al., 2002b).



Estas toxinas también poseen acción citotóxica directa sobre la médula ósea, pudiendo producir anemia hemolítica e hipocrómica y leucopenia. Coulombe (1993),  Kubena et al. (1985), y Harvey et al. (1991), reportaron un descenso en el Hematocrito (Hto) y en la concentración de Hemoglobina (Hb) por acción de los trichotecenos en aves. Las células progenitoras hematopoyéticas son susceptibles también a la toxicidad de los trichotecenos y producen disminución y disfunciones en las mismas (Wyatt 2005; Girish et al., 2008c).  La disminución de las células de la sangre parece deberse a fallas en la médula ósea por la mielotoxicidad de estas toxinas, ya que se comprobó que las células circulantes son menos sensibles a su acción (Chowdhury et al., 2005 c; Girish et al., 2008c).


2.1.2.2. Fumonisinas



Las fumonisinas (FB) son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por Fusarium verticillioides (F. moniliforme), F. nygamai, F. subglutinans  y F. proliferatum y por hongos del género Alternaria (Midio & Martins, 2000; Santin et al., 2000; Bianchi et al., 2005), pudiéndose encontrar presente con otras micotoxinas tales como aflatoxina, DON y Zearalenona (Devegowda & Murthy, 2005).



Químicamente, son hidrocarburos alifáticos con un grupo amino terminal y dos cadenas de ácidos tricarboxílicos.  Estas toxinas casi exclusivamente, se asocian al maíz, aunque pueden contaminar otros granos como sorgo y avena (Roder, 2002).  Su efecto tóxico puede ser atribuido a la alteración del metabolismo de los esfingolípidos, lo que altera la regulación celular (Osweiler, 1996; Roder, 2002; Devegowda & Murthy, 2005).



Hasta el momento hay 28 tipos de fumonisinas aisladas y caracterizadas destacándose por su frecuencia de aparición, la fumonisina B1 (FB1), fumonisina B2 (FB2) y fumonisina B3 (FB3) (Fernandes et al., 2007).  La  FB1 es la más tóxica y abundante, representa el 70% de la detectada en alimentos naturalmente contaminados por fumonisina (Midio & Martins, 2000; Roder, 2002; Devegowda & Murthy, 2005; Castiglioni et al., 2006).  Se cataloga como carcinogénica, incluyéndose dentro de la categoría 2B de la IARC (Midio & Martins, 2000) y también como hepatotóxica y nefrotóxica (Kubena et al., 1997; Midio & Martins, 2000; Roder, 2002). 



Por su estructura química, presentan baja liposolubilidad, lo que produce  baja velocidad de absorción gastrointestinal, y al ser hidrosolubles son predominantemente eliminados con la orina (Midio & Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005).



Las fumonisinas producen directa o indirectamente, un espectro amplio de cambios en el metabolismo lipídico y en las vías bioquímicas de las células. Hay inhibición de la enzima N acetyl transferasa, y como consecuencia de esta, se produciría acumulación de bases esfingoides libres (esfinganina), que aumentarían en los tejidos, sangre y orina (Bromead et al., 2002; Tardieu et al., 2007). La esfinganina disminuye la producción de esfingolípidos de membrana celular, que son imprescindibles para la unión con proteínas extracelulares, la comunicación entre células y la estructura de membranas (Henry et al., 2001; Roder, 2002).  Como consecuencia, se alteran todas las funciones celulares, pudiendo producirse muerte celular simultánea (apoptosis) y efectos carcinogénicos.  Como indicador de pérdida de la integridad celular (Edrington et al., 1997; Osweiller, 1996; Bromead et al., 2002 y Tardieu et al., 2004) describieron aumento de LDH en pollos alimentados con raciones que contenían fumonisina, lo que indicaría lisis celulares que podrían deberse a la peroxidación y pérdida de integridad de las membranas. 



La disrupción del metabolismo de esfingolípidos, puede producir  incrementos de fosfoglicerolípidos, ácidos grasos y colesterol en plasma (Ledoux et al., 1992; Espada et al., 1994; Osweiler, 1996; Kubena et al., 1997). Estos incrementos se han reportado en aves consumiendo dietas contaminadas con fumonisina con niveles de exposición  superiores (> 32 ppm) a los que afectan la performance de las aves. (Tardieu et al., 2007).



En relación a la acción de las fumonisinas sobre el hemograma, hay discrepancias entre las diferentes investigaciones. En pollos, Weibklng et al., (1993) y Del Bianchi et al., (2005), no observaron alteraciones ni en el hematocrito ni en la hemoglobina con dosis de hasta 500 ppm de FB1.  En contraposición, Kubena et al., (1997), detectaron que al administrar 300 ppm de FB1 se produjo un aumento del hematocrito, mientras que Javed et al., (1995), reportaron una disminución del hematocrito y de la hemoglobina con niveles entre 125 y 270 ppm en una ración en pollos de 14 días.  El mecanismo de toxicidad específico por el cual se afectan los parámetros hematológicos no está completamente aclarado, relacionándose estas alteraciones a la presencia de otras micotoxinas de Fusarium en la ración (Castiglioni et al., 2006).  También se ha comprobado una acción sinérgica entre AFB1 y FB1 en pollos parrilleros, siendo los efectos tóxicos hematológicos más intensos al estar las dos presentes (Castiglioni et al., 2006).



Las aves son más resistentes que los mamíferos a la acción de esta micotoxinas, siendo los parrilleros relativamente resistentes al cuadro agudo, que solo se alcanzaría con altos niveles de FB1 (150ppm) produciendo menor crecimiento, y necrosis hepática multifocal (Weibking et al., 1994; Bromead et al., 2002; Devegowda & Murthy,  2005). 


2.1.2.3. Zearalenona          



La zearalenona (F-2) es producida principalmente por Fusarium graminearum y F. roseum, aunque también la producen otras especies tales  como F. culmorum, F. oxysporum, F. roseum, F. equiseti, y F. nivale.  Estas micotoxinas son lactonas del ácido fenólico resorcílico, no son compuestos esteroides pero tienen estructura similar al agente estrogénico zearalenol, por lo que producen respuestas estrogénicas en animales susceptibles (Chi et al., 1980; Diekman et al., 1992; Coulombe, 1993; Osweiler, 1996; Kahn, 2007).



Esta toxina es un fitoestrógeno que puede producir desórdenes reproductivos, asociándose a un síndrome de hiperestrogenismo que varía según la especie, sexo, edad y estadio de madurez reproductiva (Hollinger 1996; Riley & Pestka, 2005).



Frecuentemente se encuentra en forma conjunta con DON, contaminando granos de maíz, trigo, cebada, avena, sorgo, arroz, soja y centeno (Midio & Martins, 2000; Roder, 2002; Riley & Pestka, 2005; Chowdhury et al., 2004;  Kahn, 2007).  Su propiedad fluorescente puede ser usada como una ventaja analítica al ser irradiada con luz ultravioleta (Midio  & Martins, 2000). 



Se absorbe en el tracto gastrointestinal y es metabolizada en el hígado por reducción enzimática, convirtiéndose en alfa y beta zearalenol. Estos compuestos son más activos estrogénicamente que el precursor y más polares lo que facilita su posterior eliminación (Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000) por bilis a las heces y en la orina (Osweiler, 1996; Midio & Martins, 2000; Riley & Pestka, 2005).



Se une a los receptores estrogénicos citoplasmáticos 17 β estradiol del útero, glándula mamaria, hipotálamo y pituitaria formando un complejo receptor-zearalenona.  Este complejo posteriormente migra al núcleo, para unirse a los sitios del ADN para el estradiol iniciando la trascripción selectiva  del ARN, incrementando así la síntesis proteica en el aparato reproductor (Hollinger & Ekperigin, 1999; Riley & Pestka, 2005).  Como consecuencia,  aumenta la secreción de las células endometriales, la síntesis de las proteínas uterinas y el peso del tracto reproductivo (Coulombe, 1993; Riley & Pestka, 2005). 



Las aves son relativamente resistentes a la acción de la Zearalenona con una mayor susceptibilidad en los animales jóvenes (Hollinger & Ekperigin, 1999; Dänicke et al., 2002).  Esta variación de la susceptibilidad en las diferentes especies, parece explicarse por la afinidad diferencial de la zearalenona con los receptores estrogénicos (Coulombe, 1993).


2.2. Límites de tolerancia de micotoxinas 



Para intentar reducir el impacto toxicológico y económico de las micotoxinas, muchos países han intentado regular los niveles de las mismas en alimentos. Estas legislaciones intentan salvaguardar la salud de los consumidores cuidando el interés económico de la producción.



La FAO (2003), presenta los resultados de una encuesta mundial (tabla I) sobre la situación reglamentaria de los valores de tolerancia de micotoxinas en alimentos para consumo humano y animal.


Tabla I. Límites de tolerancia para Deoxynivalenol, Zearalenona,  Fumonisinas, Aflatoxina B1 y  Aflatoxinas totales, según FAO (2003).

		Micotoxina

		Límites de tolerancia

		Proporción del  total de países encuestados



		

		Ppb

		(%)



		Deoxynivalenol

		750  a 1000

		76



		Zearalenona

		200  a 1000

		87



		Fumonisinas

		1000

		67



		Aflatoxina  B1

		2 a 5

		70



		Aflatoxinas totales

		4  a 20

		87






A nivel regional (Mercosur) y Nacional, existe reglamentación circunscripta a los niveles de aflatoxina y DON.  En ambas reglamentaciones los límites máximos admisibles de AF son 20 ppb para alimentos destinados a humanos y animales (Decreto MSP 155/006).  En referencia al DON, el MGAP (Resolución Ministerial del 26/12/01) estableció en 5ppm los niveles máximos de tolerancia en alimentos para animales y materias primas para raciones.  Esto concuerda con el valor máximo admisible por la FDA y con trabajos previos (Hamilton et al., 1985; Dänicke et al., 2001a; Hulan & Proudfoot, 1982) que comprobaron que esta dosis era tóxica para aves.



Estos valores se han definido a partir de trabajos experimentales en los que se estudió el efecto de la adición de distintos niveles de micotoxinas puras en el comportamiento animal.  Estos trabajos han sido compilados por Watts et al., (2003), quien reporta que las dosis tóxicas para aves serían: 0.2 ppm de AFB1, 16 ppm de DON, 75 ppm de FB1 y 800 ppm de zearalenona.



Hoy en día, existen recomendaciones más estrictas cuando la meta es evitar la incidencia de estas toxinas en la salud de los animales. Así  Mallmann (2009) plantea la total ausencia de aflatoxinas,  y máximos de 100 ppb de fumonisina y 200 ppb de DON en las raciones destinadas a pollos parrilleros de 0 a 3 semanas, recomendando como norma general, la inclusión de AAM, en todas las dietas en la fase inicial.


2.3. Aditivos antimicotoxinas



Hay numerosos estudios en los que se emplean compuestos orgánicos e inorgánicos, intentando disminuir la magnitud de las micotoxicosis  por medio de métodos físicos, químicos y biológicos (Ramos et al., 1996; Binder 2000). Dentro de los métodos físicos, se incluyen inactivación térmica, radiaciones gamma, separación por densidad, extracción por solventes y la adsorción con diferentes sustancias (Sammarajeewa et al., 1990; Santin et al., 2003a;  Devegowda & Murthy, 2005).  Los métodos químicos consisten en degradar la estructura molecular de las micotoxinas o inactivarlas mediante el uso de ácidos, bases, aldehídos, agentes oxidantes y/o gases varios como amoníaco (Dwyer et al., 1997; Mc Kenzie et al., 1998; Martínez et al., 2000;  Santin et al., 2003a; Tedesco et al., 2004).  Los métodos biológicos  comprenden el uso de microorganismos tales como levaduras, hongos, algas y bacterias para modificar y/o inactivar las toxinas fúngicas (Stanley et al., 1993; El Nezami et al., 2001; Santin et al., 2003a; Tejada et al., 2008).  Se incluyen en estos métodos biológicos, los glucomananos provenientes de las células de la pared de las levaduras Saccharomyces cerevisiae. Muchas de estas alternativas son impracticables a gran escala debido al costo y a la poca practicidad.  Un avance en esta problemática, ha sido el empleo de aditivos anti micotoxinas (AAM) que secuestran las toxinas o las transforman, reduciendo su absorción desde el tracto gastrointestinal (Scheideler et al., 1993; Santurio, 2000). 



Los AAM son polímeros inorgánicos u orgánicos de gran peso molecular, que al añadirse a las raciones, son capaces de formar complejos irreversibles con las moléculas de micotoxinas en la luz intestinal. Tales complejos son indigestibles, atravesando el tracto digestivo sin ser absorbidas, y  excretándose en las heces.  Como resultado de su acción, hay una reducción de la dosis de micotoxinas absorbidas, (Devegowda & Murthy, 2005; Campos & Malaquido, 2003; Díaz & Smith, 2005), pero se reconoce que ningún AAM es capaz de atrapar o inactivar el 100% de la toxina presente en el alimento (Santin et al., 2003a; Devegowda & Murthy, 2005).



En el mercado actual del Uruguay, existen como alternativa de detoxificación de micotoxinas AAM de diversos tipos y con diferentes mecanismos de acción. Entre los AAM disponibles se encuentran AAM inorgánicos tales como los aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS), AMM orgánicos tales como los glucomananos esterificados (EGM) y mixtos como aditivo multimodular (MM) integrado por fracción inorgánica y compuestos orgánicos. 


Los productos inorgánicos usados como adsorbentes o secuestrantes  son derivados de carbón activado (Dalvi et al., 1983; Dalvi et al., 1984; Edrington et al., 1997) de las bentonitas (Kececi et al., 1998; Oliver et al., 1989; Miazzo et al., 2001; Miazzo et al., 2005; Desheng et al., 2005; Morbini et al., 2006), de la montmorillonita (Bailey et al., 1998; Desheng et al., 2005),  de zeolitas naturales (Willis et al., 1982), sintéticas (Miazzo et al., 2000) y de tierra de diatomeas (Denli et al., 2009). 



Los HSCAS son derivados de las zeolitas, considerados como inocuos y están incluidos en la categoría Generally Recognized As Safe (GRAS) (Scheideler et al., 1993; Investigación aplicada 1996; Pimpukdee et al., 2004).  Estos aditivos se activarían al ponerse en contacto con los jugos digestivos, formando complejos indisolubles y estables con las micotoxinas, no permitiendo de esta manera que éstas se absorban en el tracto gastrointestinal (Díaz & Smith, 2005).  Las micotoxinas se ligarían por cargas eléctricas al aluminosilicato, ya que éste AAM tiene carga eléctrica negativa lo que atrae  compuestos catiónicos como las aflatoxinas (Ramos et al., 1996; Devewogda et al., 1998).  La unión entre el AAM y la toxina se produciría  entre β-keto lactona o bi lactona de la aflatoxina con los iones metálicos de las HSCAS (Phillips et al., 1990; Devegowda & Murthy, 2005).



El primer reporte del uso de HSCAS para adsorber aflatoxinas fue realizado en 1987 (Davidson et al., 1987; Phillips et al., 1987), existiendo numerosos reportes que demuestran su efecto detoxificante sobre la aflatoxina B1 y su metabolito M1 (Ramos et al., 1996).  Hay estudios en aves (Kubena et al., 1990a; Kubena et al., 1990b; Kubena et al., 1991; Kubena et al., 1993a y b; Abo-Norag, 1995; Kubena et al., 1998; Ledoux et al., 1999; Pimpukdee et al., 2004), bovinos de leche (Harvey et al., 1991b), cabras lactantes (Smith et al., 1994), corderos (Harvey et al., 1991a) y cerdos (Harvey et al. 1994; Linderman et al., 1993).  Estos aditivos tienen como desventaja la posibilidad de adsorber minerales, vitaminas y coccidiostáticos (Chung et al., 1990; Smith 1997; Devewogda et al., 1998; Santin et al., 2003a) y un escaso margen de eficiencia secuestrante ya que solo las aflatoxinas se secuestran significativamente (Devewogda et al., 1998; Osweiller 2000) siendo su valor limitado o ineficaz para trichotecenos (Kubena 1990 y 1993; Dänicke et al., 2004), zearalenona (Bursian et al., 1992; Díaz & Smith 2005), fumonisina (Ramos et al., 1996; Osweiler, 2000) y ochratoxinas (Huff et al., 1992; Santin et al., 2002).  Estos aditivos tienen además el inconveniente que deben ser incluídos en altas concentraciones en las dietas, lo que produciría una disminución en la disponibilidad de importantes micronutrientes (Huwing et al., 2001).



Los EGM se obtienen a partir de la esterilización de la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae.  Inicialmente los cultivos de la cepa 1026 de estas levaduras, fueron utilizados como suplemento nutricional, comprobándose que al adicionarlos a las dietas de pollos se obtenía una mejor performance (Stanley et al., 1993).  Las células de la pared de las levaduras mejorarían la mucosa intestinal, a esto se debería el aumento de peso constatado en los animales que las ingirieron (Santin et al., 2001).  También se comprobó que actuaban con efecto secuestrante de micotoxinas, contribuyendo a su capacidad  como promotores de crecimiento (Bradley et al., 1993) y probióticos (Brenes et al., 1993; Spring et al., 2000; Sun et al., 2005). 



La pared celular de estas levaduras está formada por polisacáridos (glucosa, manosa y nacetyl glucosalina) y glicoproteínas dispuestas en forma de red tridimensional con una estructura dinámica (Díaz & Smith 2005; Chowdhury et al., 2005b; Morales 2007).  Aunque el modo de acción de los EGM todavía no es del todo conocido, hay hipótesis que las micotoxinas  serían atrapadas en la matriz del glucomannano en el tubo gastrointestinal, lo que impediría su posterior absorción (Raju & Davegowda 2000).  Esta capacidad de absorción de micotoxinas se vería favorecida por la disposición tridimensional de los polisacáridos y su naturaleza porosa, por lo que serían efectivas para contrarrestar micotoxinas tales como aflatoxina, zearalenona y ochratoxina (Yianninkouris et al., 2004).



Los EGM han demostrado ser efectivos aún cuando se incluyen en raciones a bajas concentraciones, lo que representaría una ventaja sobre los aditivos inorgánicos (Díaz et al., 2005).  Como ventaja complementaria, los EGM tendrían un alto grado de antigenicidad, produciendo un aumento de la respuesta inmune en los animales, habiéndose encontrado (Devewogda, 1998; Smith et al., 2001) mejoras en los títulos de anticuerpos y protección en los parámetros que se ven afectados por aflatoxinas en aves. Adicionalmente suplementarían con enzimas formadas por las levaduras, las que contribuirían a mejorar la utilización de los alimentos al acelerar la transformación de ciertos tóxicos y disminuir la duración e intensidad de los efectos de los mismos (Dalvi et al., 1984).  Este efecto beneficioso de los EGM en animales consumiendo dietas con aflatoxinas, estaría asociado a la influencia del pH y concentración de fosfato en el medio.  Estudios “in vitro”  han mostrado que la máxima adsorción de las aflatoxinas a la pared de las levaduras se daría a pH 4 y a una concentración de fosfato de 0.5 M, condiciones que son normales en el tubo gastrointestinal (Díaz et al., 2005).



La efectividad detoxificante de estos aditivos con dietas artificialmente contaminadas con aflatoxina B1 fue demostrada en pollos (Stanley et al., 1993; Aravind et al., 2003; Santin et al., 2003b; Arrieta et al., 2006b) y gallinas ponedoras, disminuyendo los residuos de toxina que pasan a los huevos (Zaghini et al., 2005) y mejorando la inmuno supresión (Stanley et al., 1993; Devegowda et al., 1998).  Del mismo modo, Devewogda et al., (1998), reportaron efectos beneficiosos al suplementar a reproductoras pesadas, observándose que atenuó el descenso en la producción de huevos provocado por la toxina.  Adicionalmente Santurio et al., (1999), encontraron  lesiones hepáticas de menor magnitud y en áreas más restringidas, en aves que consumían raciones contaminadas con aflatoxina B1.



Se ha constatado que los EGM también secuestran efectivamente algunos trichotecenos, contrarrestando algunos de los efectos que producen estas toxinas, como la disminución en la ganancia de peso.  También se ha reportado que actúan previniendo parcialmente los cambios neuroquímicos (mejorando las concentraciones de norepinefrina, dopamina y otros mediadores), que inciden en la ingestión voluntaria de alimento (Smith et al.,  2001; Swamy et al., 2002 b; Girish et al., 2008c).  Complementariamente, atenuarían los efectos que producen estas toxinas en algunos valores séricos de función hepática y renal, así como en los parámetros hematológicos alterados y en los títulos de anticuerpos (Raju & Devegowda, 2000; Faixová et al.,  2007b) de aves consumiendo dietas contaminadas.  Se ha comprobado también que los EGM protegerían los niveles de los sistemas antioxidantes celulares, por lo que serían eficaces para prevenir la peroxidación lipídica en el hígado (Dvorska & Surai, 2001; Landeros, 2008). Hay datos sobre la efectividad “in vivo” de EGM en suinos,  (Swammy et al., 2002b, 2003) equinos, (Raymond et al., 2003) y bovinos (Korosteleva et al., 2007) consumiendo raciones contaminadas con micotoxinas  producidas por  Fusarium.


Sin embargo, Arrieta et al. (2006b y 2007)  sugieren que el consumo de extractos de levaduras Saccharomyces cerevisiae podría ser hepatotóxico, pudiendo producir alteraciones histológicas y funcionales del hígado.  


El MM está formado por minerales, enzimas, microorganismos, sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos.  La fracción mineral está constituida por una mezcla de minerales que actúan sinérgicamente en la adsorción selectiva y estable de las micotoxinas polares, principalmente aflatoxinas (Kececi et al., 1998; Kiran et al., 1998; Celik et al., 2000; Gargees & Shareef 2008) y  fumonisinas cuando se dan condiciones tales como un pH ácido (Starkl 2008). Estos productos tendrían la ventaja que la adsorción de nutrientes y antibióticos sería muy baja lo que representaría una ventaja frente a los HSCAS  (Starkl 2008). La fracción biológica está compuesta por enzimas que serían capaces de inactivar las micotoxinas poco polares (por ejemplo las toxinas del género Fusarium), degradando sus grupos funcionales (como el 12-13 epoxi de los trichotecenos) (Díaz G., 2002 y 2005) o hidrolizando enlaces éster, (como zearalenona), convirtiéndolas en metabolitos inactivos y no tóxicos (Dänicke et al., 2003).  La fracción microbiana, incluye bacterias encapsuladas del género Eubacterium (Eubacterium BBSH 797), que se obtienen del rumen de bovinos.  Estos microorganismos tendrían la capacidad de proliferar rápidamente en el tracto gastrointestinal y producir un sistema enzimático que neutralizaría e inactivaría las micotoxinas por biotransformación. Las enzimas específicas que producen, llamadas de-epoxidasas, cambiarían el anillo epóxido, a un metabolito no-tóxico transformándolo en dieno (Díaz  et al., 2005). Este sería un método efectivo para contrarrestar micotoxinas  que tienen una menor capacidad de ser adsorbidas a los AAM inorgánicos, tales como trichotecenos, zearalenona y ochratoxina A. Complementariamente, estos microorganismos evitarían que bacterias patógenas se implantaran en el tracto gastrointestinal por exclusión (Mycofix Plus 3.0(). La cuarta fracción está formada por extractos de plantas que contienen flavonolignanos, saponinas y terpenoides. Los flavonolignanos actuarían como hepatoprotectores,  impidiendo que las toxinas penetren las membranas celulares del hígado. Las saponinas y los terpenoides actuarían en la protección de las mucosas. Por último, los constituyentes ficolíticos (formados por extractos de algas inmunoestimulantes) actuarían fortaleciendo la respuesta del sistema inmunológico natural compensando los efectos supresores de las micotoxinas. También regularían  las funciones metabólicas, coadyuvando de esta manera en la síntesis del ARN y en la interconversión y catabolismo de los aminoácidos.



La efectividad detoxificante de MM se ha reportado en aves que consumieron dietas artificialmente contaminadas con aflatoxinas (Kececi et al., 1998; Kiran et al., 1998; Celik et al., 2000), trichotecenos como 4,15-diacetoxiscirpenol (Díaz et al., 2002); T-2 (Diaz et al., 2005); DON (Horea 2005); fumonisinas (Starkl 2008) y ochratoxinas (Horea, 2005; Hanif et al., 2008).  Dänike et al. 2002) han mostrado un escaso efecto protector de este aditivo para zearalenona.  También existen datos (Dänicke et al., 2004) que indican que la adsorción de zearalenona y DON “in vitro” al aditivo, es baja y que la presencia de epoxidasa no sería suficiente para desdoblar el anillo epóxido característico de los trichotecenos.


2.4 DIETAS NATURALMENTE CONTAMINADAS



Los parámetros serológicos y hematológicos, así como la performance de las aves pueden deprimirse por la combinación de pequeñas concentraciones de micotoxinas presentes en alimentos naturalmente contaminados a niveles inferiores de los tradicionalmente propuestos como tóxicos (Smith et al., 2001). Esto se produciría por el efecto aditivo y/o sinérgico entre las micotoxinas a bajos niveles individuales que potenciarían su acción (Chowdhury et al., 2004).



La efectividad de los AAM en secuestrar o inactivar micotoxinas específicas ha sido evaluada en dietas artificialmente contaminadas con micotoxinas presentes en niveles reconocidos como tóxicos. En estos últimos años ha sido de interés estudiar su efectividad en dietas naturalmente contaminadas, en las que se encuentran mezclas de varias micotoxinas a niveles muy inferiores a lo aceptado tradicionalmente como tóxico pues esta situación se  asemeja más a lo que ocurre en la realidad (Santin, 2003; Swamy et al., 2002a; Girish et al., 2008a). 



En la tabla II se presenta un resumen de estudios realizados en aves en los cuales se evaluó la capacidad de AAM para contrarrestar los efectos adversos de distintas micotoxinas suministradas a aves.


Tabla II. Efectos de la inclusión de aluminosilicato de calcio y sodio hidratado (HSCAS), glucomananos esterificados (EGM) y aditivo multimodular (MM) en  dietas para aves naturalmente contaminadas con micotoxinas.
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* HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio hidratados;  EGM: glucomananos esterificados; MM: multimodular; s/e: sin efecto; GGT: Gamma-glutamil transpeptidasa: BUN nitrógeno ureico en sangre  s/e: sin efecto.



Los antecedentes sugieren que la adición de HSCAS a dietas con mezclas de micotoxinas, aún cuando estén presentes aflatoxinas, no mejorarían las variables afectadas por las mismas (Watts et al., 2003; Tabla II). Esto podría estar relacionado a su mecanismo de acción,  por el que solo se formarían complejos entre iones metálicos de las HSCAS y las quetolactonas de las aflatoxinas, siendo pobre la formación de estos complejos con otras micotoxinas (Phillips et al., 1988; Watts et al., 2003).



En contraposición, los EGM se han reportado como efectivos para disminuir algunos efectos tóxicos en pollos parrilleros (Swamy et al., 2002; 2004; Aravind et al., 2003), pavos (Chowdhury et al., 2005 b; Girish et al., 2008a, b y c), y gallinas ponedoras (Chowdhury et al., 2004), consumiendo alimentos naturalmente contaminados con múltiples micotoxinas (Tabla II)



En experimentos con pollos (Dänicke et al., 2003) y gallinas  ponedoras (Dänicke et al., 2002) que recibieron dieta naturalmente contaminada con micotoxinas de Fusarium concluyeron que MM no fueron efectivos para contrarrestar la mayoría de los efectos negativos causados por estas. Tampoco mostraron efectividad para contrarrestar los efectos negativos de dietas naturalmente contaminadas por micotoxinas de Fusarium en patos (Chowdhury et al., 2005 a).


No se encontraron antecedentes de estudios  de eficacia “in vivo”  que comparaen en forma simultánea la capacidad de detoxificación de  HSCAS, EGM y MM en pollos parrilleros consumiendo dietas naturalmente contaminados  con micotoxinas. 


3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS



Las micotoxinas implican enormes pérdidas de orden económico, sanitario y comercial (Zaviezo & Contreras, 2005). El mayor daño se atribuye a  lesiones subclínicas ocasionadas en órganos y sistemas, lo que llevaría a una disminución del rendimiento productivo (Mabbett, 2004; Wyatt, 2005). En condiciones prácticas no hay alimentos para aves completamente libres de micotoxinas, lo cual constituye un problema comercial importante ya que se ha demostrado que combinaciones de micotoxinas a bajas concentraciones pueden tener efectos negativos en las aves (disminución de la performance productiva y alteración de los valores hematológicos y serológicos) aún cuando las concentraciones de toxinas individuales sean menores a las concentraciones que producen efectos negativos (Kubena et al., 1995; Devegowda, 2005; Wyatt, 2005). Frente a esta problemática los AAM se presentan como una alternativa de detoxificación.


3.1 Hipótesis



La inclusión de MM, EGM y HSCAS en dietas naturalmente contaminadas con aflatoxinas, fumonisina, DON y/o zearalenona modificaría favorablemente los valores séricos (LDH, proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol) y hematológicos (Hb, Hto y la concentración de hemoglobina corpuscular media MCHC) de pollos parrilleros.


3.2 Objetivo general


Evaluar el efecto de incluir AAM en raciones naturalmente contaminadas con micotoxinas en algunos parámetros séricos y hematológicos indicativos de actividad detoxificadora en pollos parrilleros.


3.3 Objetivo específico



Evaluar la inclusión de MM, EGM y HSCAS en dietas naturalmente contaminadas con aflatoxinas, fumonisina, DON y/o zearalenona en  los valores séricos (LDH, proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol) y hematológicos (Hb, Hto y MCHC) de pollos parrilleros.  


4. MATERIALES Y MÉTODOS



El protocolo del manejo de los animales durante la experimentación fue revisado y aprobado por la Comisión Honoraria de Experimentación Animal de la Universidad de la República. Los procedimientos fueron realizados de acuerdo a la Guía de Buenas Prácticas para el uso de animales en investigación, pruebas y enseñanza de la Universidad de la República (Diario Oficial N° 25.467,  2000).


4.1. Ubicación geográfica del estudio



La investigación  se realizó en un establecimiento comercial ubicado en la Localidad de San Bautista en el departamento de Canelones (Uruguay), en el período Noviembre - Diciembre 2005. 


4.2. Acondicionamiento del galpón


La semana previa al trabajo experimental el galpón fue prolijamente lavado y desinfectado y se delimitó el area de experimentación dentro del mismo Esta  consistió  en dos filas de cuatro corrales de experimentación (2 x 1,5 m c/u) cada una, separadas entre sí por un pasillo de un metro de ancho. Cada fila correspondió a un experimento y recibió una dieta tratamiento.  Cada corral  estaba cercado con una malla de plástico duro de 70 cm de altura El piso fue cubierto con cáscara de arroz con una profundidad de 5 cm. Esta área de experimentación fue rodeada en su totalidad por  cortinas de plastillera” que prendían  de tirantes de madera desde el techo del galpón  formando así “una carpa” lo que favorecíó a crear  el microclima adecuado y conservar la temperatura (promedio 30oC) adecuada para alojar pollos en los primeros días de vida. El galpón fue calefaccionado con 24 horas de anticipación a la llegada de las aves para proporcionar la temperatura adecuada en toda el área antes del arribo de los mismos Se realizó manejo constante de estas cortinas para permitir una adecuada ventilación. La temperatura ambiente se monitoreó permanentemente por tres termómetros colgados a diferentes alturas.dentro del área de experimentación.


4.3. Animales de experimentación 



De una incubaduría comercial se obtuvieron 160 pollitos parrilleros  no sexados de un día de edad de línea comercial ROSS, asignándose por sorteo 20 animales a cada tratamiento  El nivel de consumo definido fue ad libitum, las aves tuvieron acceso libre y continuo a agua de buena calidad, fueron mantenidas en un plan de 24 horas de luz y  fuente de calor continua  con un monitoreo permanente de la temperatura ambiente.  Las aves se controlaron diariamente para evaluar signos de confort térmico, enfermedad, o constatar mortalidad.


4.4. Preparación de las dietas



Los corrales se dividieron al azar en dos grupos, asignándose a cada grupo una dieta naturalmente contaminada con micotoxinas. Las dietas asignadas diferían entre sí en en las micotoxinas presentes, o en la concentración de las mismas. Para la elaboración de las dietas experimentales se empleó una fórmula comercial (aprobada por la Dirección de Servicios Agronómicos del MGAP) denominada “Iniciador Parrillero” (Tabla III).  La fórmula  establecía que la ración  contenía un mínimo de  21 de proteína cruda y 3% de extracto al éter, un máximo de 12.5% de humedad, 5% de fibra cruda , 6.5% de minerales totales y 0.6% de cloruro de sodio; un mínimo y un máximo de calcio (0.9 y 1.3%, respectivamente) y fósforo (0.7 y 1.05%, respectivamente) y un máximo de 0.03% de cornezuelo de centeno En un mismo molino, se  elaboraron simultáneamente y con los mismos alimentos las dos dietas evaluadas cuya única diferencia consistió en el origen de los granos de maíz que se emplearon.



Se elaboró un plan de muestreo por el que se tomaron muestras representativas de distintos sectores de las raciones (Whitaker 2005), formándose muestra compuesta para la determinación de micotoxinas de cada ración. 


Tabla III  Composición de la dieta que se usó en ambos experimentos. 


		ALIMENTO

		Kgs



		Maíz

		598,0



		Soja

		290,0



		Harina de Carne

		130,0



		Sebo

		20,0



		Cloruro de sodio

		2,0



		Metionina 

		1,6



		Lisina

		1,5



		Coccidiostático

		0,6



		Núcleo vitamínico mineral

		1,0





4.5. Determinaciones  de Micotoxinas



En las dos muestras de raciones, las detecciones de micotoxinas fueron realizadas en la Sección Toxicología del Departamento de Patobiología de la División Laboratorios Veterinarios Dr. Miguel C. Rubino (MGAP) Montevideo, Uruguay.  Allí se realizaron las detecciones para: DON, zearalenona, T-2 y ochratoxina.  Estas fueron realizadas por Cromatografía en Capa Fina (TLC), utilizándose columnas de limpieza Romer 224 para aflatoxina y zearalenona, y Romer 225 para DON y T-2. Se sembraron los extractos de las muestras y patrones de concentración conocida, en placas de sílica-gel (Sil G. Alugran(, Macherey-Nagel, Ref 818-033).  Luego de realizadas las cromatografías bidireccionales se observaron bajo luz U.V. y se cuantificaron.  Los límites de detección de esta técnica son: 500 ppb para deoxynivalenol, 500 ppb para zearalenona, 125 ppb para T-2 y 10 ppb para ocratoxina.  



Para la determinación de aflatoxinas se enviaron muestras de las dos raciones al Departamento de Toxinas Naturales del Laboratorio Tecnológico del Uruguay (LATU), donde se determinaron: aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 individuales y totales.  La determinación se realizó por TLC (AOAC 2005 met 970.45).

4.6. AAM evaluados 


Los AAM evaluados fueron: HSCAS, EGM, y MM 



La composición del HSCAS utilizado en estos experimentos es: Dióxido de Silicio, Óxido de Aluminio, Óxido de Hierro, Óxido de Calcio, Óxido de Magnesio, Óxido de Sodio, Óxido de Potasio (Sintox(  Allinat).



Los EGM se obtienen a partir de la esterilización de la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae  (Mycosorb(  Alltech).



El MM está formado por minerales, enzimas, microorganismos, sustancias fitogénicas y constituyentes ficolíticos (Mycofix( Plus 3.0  Biomin).


4.7. Tratamientos evaluados 



En dos experimentos simultaneos y de igual duracion (21 dias) se evaluaron dos raciones con diferentes combinaciones de micotoxinas.  Las aves comenzaron a consumir las dietas tratamiento una vez que llegaron al predio. La ración 1 (Experimento 1), contenía 4.6 ppb de aflatoxina B1, 1.1 ppb de aflatoxina B2 y 4.5 ppm de fumonisina.  La ración 2 (Experimento 2), contenía 500 ppb de zearalenona, 500 ppb de DON, y 1.2 ppm de fumonisina.  Cada una de estas raciones se combinó con cada uno de los AAM evaluados los cuales se incluyeron en las raciones en los niveles máximos recomendados por los fabricantes, quedando un grupo control sin el agregado de AAM.  De esta forma se evaluó el efecto de tres AAM en relación a un control.  Ambos experimentos fueron simultáneos y tuvieron una duración de 21 días, asignándose a cada tratamiento en forma aleatoria una unidad de experimentación de 20 animales 


Los tratamientos evaluados en cada uno de los experimentos fueron: 

Tratamiento sin AAM = Ración contaminada + 0% de AAM

Tratamiento  MM = Ración  contaminada+ 1,5% de MM


Tratamiento EGM = Ración  contaminada+ 0,2% de  EGM

Tratamiento HSCAS = Ración contaminada + 0,5 % HSCAS

4.8. Parámetros evaluados


A los 21 días de edad, en condiciones de  ayuno de 6 horas, se extrajo de cada animal  1 ml de sangre intra cardíaca por la técnica de punctura cardíaca por el flanco izquierdo. Para esto se utilizaron jeringas descartables de 5 ml con aguja 21G. Posteriormente  los pollos fueron sacrificados  por  el método de dislocación cervical



Las muestras de sangre obtenidas de cada animal fueron colectadas en dos grupos de tubos.  En un  grupo - en las que se determinaron valores hematológicos - se usaron tubos Tap-Val ®  con etilen diamino tetra acético (EDTA) como anticoagulante. La otra mitad de las muestras, donde se realizaron determinaciones serológicas, fueron colectadas en tubos sin anticoagulante. En el laboratorio, las muestras sin anticoagulante fueron rápidamente centrifugadas para obtener el suero y conservadas a -20º C hasta que se realizaron las cuantificaciones correspondientes.  Todas las determinaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Análisis Clínicos de la Facultad de Veterinaria (UdelaR). 


En cada experimento se evaluaron valores séricos (proteínas totales, albúmina, ácido úrico, colesterol, y actividad de lactato deshidrogenasa), valores hematológicos (hematocrito, hemoglobina, y en base a ellos se calculó la MCHC), Adicionalmente se  determinó en forma individual el peso corporal a los 7, 14 y 21 días de vida. Se registraron las muertes que ocurrieron en los diferentes lotes (un pollito en el tratamiento MM y dos del tratamiento HSCAS en el experimento 1, y  dos pollitos en el tratamiento MM en el experimento 2) las que se produjeron en su totalidad dentro de la primer semana de vida,  no realizándose autopsia en los mismos.


En el suero se realizaron técnicas de determinación cuantitativa de acuerdo a las recomendaciones establecidas en los Kits comerciales (Bio Systems( España) con lectura en espectrofotómetro.  Estas técnicas fueron: actividad de la deshidrogenasa láctica por método ultravioleta optimizado DGK (lectura a 340 nm). (IFCC, 1994) proteínas totales por método colorimétrico de Biuret (lectura a 540 nm) (Doumas, 1995) albúmina por método colorimétrico de verde de  Bromocresol (BCG en medio tamponado a pH 3.8  lectura a 625 nm) Johnson et al., (1999) ácido úrico por técnica enzimática del punto final de Trinder (lectura a 505 nm) (Newman & Price, 1999), colesterol por la técnica enzimática  colorimétrica de Alain, (lectura 505 nm), (Rifal et al., 1999).  Para realizar estas determinaciones se utilizó un fotómetro con filtro interferencial. Humalizer Junior (HUMAN GmbH, Germany). A las muestras con anticoagulante se les hicieron las siguientes determinaciones: Hematocrito (Hto), Hemoglobina (Hb) y en base a ellos se calculó el Indice Hematimétrico de Hemoglobina Corpuscular Media (MCHC) expresada en g/dl.  Para Hto se usó la técnica del micro hematocrito (Bounus & Stedman, 2000) expresándose el resultado como porcentaje.  Se utilizaron tubos capilares que fueron centrifugados 5 minutos  en centrífuga Hawksley Micro-haematrocrit a 10000 rpm. Para el cálculo de Hemoglobina, se usó la técnica de Cianuro de Hemoglobina (pH 7,2 con lectura en espectrofotómetro a 540 nm) expresándose en g/dl. (Bounus & Stedman, 2000). 



Los pesos de los animales se monitorearon a los 7, 14 y 21 días posteriores al inicio del consumo de las dietas tratamiento


4.9. Análisis estadístico



Los resultados se analizaron en un diseño completamente aleatorizado con un arreglo factorial (2 raciones X 3 AAM)  empleando un procedimiento mixto (raciones como efecto fijo y AAM como efecto aleatorio) del  SAS (PROC MIXED) (SAS Institute., Inc., Cary, NC) con grados de libertad ajustados por el método Kenward - Roger. Para el análisis de los resultados hematológicos y serológicos  cada pollo fue considerado una unidad experimental. Para el análisis de los pesos en las distintas fechas se consideró el corral como unidad experimental. Las diferencias entre tratamientos se consideraron significativas cuando P ≤ 0.05, y las diferencias entre medias con  valores de P > 0,05 y ≤  0,10 se aceptaron como tendencias a diferencias.


El modelo matemático utilizado fue:


YiJ = µ + Ri +Ti +  Ri xTi + E i j


YiJ = Respuesta

µ = media general


Ri  = Ración


Tj =Tratamiento


E i j= Error


5. RESULTADOS



En la tabla IV se presentan los resultados de los experimentos 1 y 2.

Para todas las variables séricas y hematológicas se detectó una interacción (P < 0.001) entre la ración (combinación de micotoxinas) y el AAM incluido en la misma. 


En ambos experimentos, la inclusión de los AAM produjo respuestas diferentes en los parámetros indicadores de funcionamiento hepático (proteínas totales, albúmina, ácido úrico y colesterol), de daño tisular (LDH), y de las variables hematológicas (hemoglobina, hematocrito y concentración de hemoglobina corpuscular media (MCHC) con respecto a los animales que habían consumido la dieta sin AAM.


En el experimento 1, en el suero de los animales que consumían las raciones con AAM presentaron concentraciones menores (P <.0001) de LDH y ácido úrico y mayores (P <.0001) valores de proteínas totales y colesterol. Se registró una respuesta diferencial en las concentraciones séricas de albúmina, observándose mayores (P < 0.0001) valores en los pollos consumiendo las raciones con MM y EGM respecto al grupo control mientras  que el grupo consumiendo HSCAS mostró menores (P < 0.02) concentraciones que el grupo control.



Tabla IV.  Variables séricas y hematológicas y  peso vivo  de pollos parrilleros consumiendo raciones naturalmente contaminadas (Experimento 1:4.6 ppb de aflatoxina B1, 1.1 ppb de aflatoxina B2 y 4.5 ppm de fumonisina; Experimento 2: 500 ppb de zearalenona, 500 ppb de DON, y 1.2 ppm de fumonisina) sin y con el agregado de AAM.

		 

		Experimento 1

		Experimento 2

		 

		



		 

		C

		MM

		EGM

		HSCAS

		C

		MM

		EGM

		HSCAS

		CME

		Significancia



		n

		20

		19

		20

		18

		20 

		 18

		20 

		 20

		 

		 



		 

		Variables séricas

		 



		Lactato deshidrogenasa,UI/l

		335.0 a

		207.7 c

		204.1 c

		245.7 b

		252.4 b

		171.3 d

		203.0 c

		246.3 b

		11.5

		***



		Proteína Total, g/dl

		3.0 b

		3.4 a

		3.3 a

		3.3 a

		2.7 c

		3.1 b

		2.7 c

		2.4 d

		0.1

		***



		Albúmina, g/dl

		1.6 c

		2.0 b

		2.1 b

		1.3 d

		1.6 c

		2.5 a

		1.7 c

		1.7 c

		0.1

		***



		Ácido úrico, mg/dl

		6.2 a

		3.4 c

		2.9 d

		4.3 b

		3.1 cd

		2.1 e

		2.8 d

		3.7 c

		0.2

		***



		Colesterol, mg/dl

		114.6 d

		179.4 b

		247.7 a

		138.2 c

		124.1 c

		107.2 cd

		262.7 a

		212.0 b

		6.0

		***



		 

		Variables hematológicas

		 

		 



		Hemoglobina, g/dl

		8.5 c

		8.1 c

		7.6 c

		10.5 b

		12. a

		8.9 c

		8.0 c

		7.8 c

		0.3

		***



		Hematocrito, %

		26.4 c

		29.4 b

		28.4 b

		30.3 b

		25.1 c

		30.7 b

		32.3 a

		25.3 c

		0.7

		***



		MCHC, g/dl

		32. 2 bc

		27.6 d

		27.0 d

		34.5 b

		49.7 a

		29.4 d

		25.2 d

		31.1 c

		0.9

		***



		Edad - días

		Peso vivo - g

		 

		 



		7

		109

		106

		106

		106

		105

		122

		113

		118

		4

		NS



		14

		352

		253

		351

		334

		336

		347

		342

		337

		11

		NS



		21

		561

		606

		596

		581

		588

		605

		631

		622

		18

		NS





* MM: multimodular; EGM: glucomananos esterificados; HSCAS: aluminosilicato de calcio y sodio hidratados CME: Cuadrado medio del error MCHC Concentración de Hemoglobina Corpuscular Media En las filas, números con letras distintas difieren con P < 0.05 NS, no significativo; * P < 0.05;  ** P < 0.01; *** P < 0.001


En referencia a las variables hematológicas los animales que consumieron la ración que incluía MM y EGM presentaron igual concentración de Hb, y mayor (P < 0.02) Hto, lo cual resultó en una menor (P< 0.001) MCHC con respecto a los animales control. Los pollos que consumieron la ración con HSCAS mostraron mayor (P < 0,001), Hb y Hto y similar MCHC.


En el experimento 2, la inclusión de AAM en las raciones generó menores (P < 0.001) niveles de LDH en suero, excepto al incluir HSCAS. 

En el suero de los animales que consumían las raciones con MM se observó una respuesta similar a la detectada en el experimento 1, registrándose mayores (P < 0.001)) valores de proteínas totales y albúmina, menor (P < 0.001) de ácido úrico pero similares valores de colesterol en los animales tratamiento que los del grupo control.


En los animales que consumieron alimento que incluía EGM presentaron  concentraciones séricas de  proteínas totales, albúmina y ácido úrico similares que los del grupo control pero mayor (P < 0.001) colesterol.  En contraposición,  los pollos que consumieron las ración con HSCAS, si bien presentaron similares valores de albúmina y  ácido úrico que el grupo control, mostraron menores (P =  0.03) valores de proteínas totales y mayor (P < 0.001) colesterol. 


Con respecto a los valores de hematología, la inclusión de los tres AMM resultaron en valores menores de Hb (P < 0,001) y MCHC que la dieta control presentando MM y EGM mayores niveles (P <0,001) en el hematocrito, mientras que con el agregado de HSCAS esta variable no presentó variaciones con respecto al control. 


En los dos experimentos,  en ninguna de las fechas  se registraron diferencias entre los tratamientos en el peso de las aves.

6. DISCUSION


Para todas las variables séricas y hematológicas, la interacción observada entre la ración (combinación de micotoxinas) y el AAM evaluado, indicaría que la respuesta a la adición de cada AAM dependería de la combinación de micotoxinas presente en la ración. 

Los niveles de micotoxinas presentes en las dos raciones evaluadas en este trabajo estuvieron por debajo de los valores máximos admisibles por la normativa internacional y nacional (FAO, 2003; MERCOSUR, 2002) y de los valores indicados como tóxicos para los parrilleros de 0 a 3semanas (Watts et al., 2003).  Sin embargo, los niveles de toxinas en las raciones evaluadas fueron superiores a los sugeridos (Mallmann 2008, 2009) como máximos, para las líneas actuales de parrilleros de alta performance en la fase de iniciación.  La ración del experimento 1 contenía aflatoxinas y un nivel de fumonisinas elevado (4.5 ppm) y en la ración del experimento 2, se detectaron contenidos de DON (500ppb) y fumonisinas (1.2 ppm) superiores a los sugeridos.


En los dos experimentos, los menores niveles de LDH en los animales que habían consumido dietas con AMM, estarían indicando que estos aditivos podrían haber evitado o disminuido el daño tisular resultante de la presencia de aflatoxinas, (experimento 1), fumonisinas, (experimentos 1 y 2) y DON (experimento 2).  Este daño celular sería resultado de las lisis de las membranas celulares como producto de la peroxidación de las mismas; esa pérdida de integridad celular genera necrosis tisular y liberación de enzimas al medio sanguíneo.  En esta situación, el nivel sérico de LDH (grupo de enzimas participantes en la interconversión de piruvato y lactato), es considerado un indicador de esa integridad celular, ya que esta enzima aumenta cuando se produce destrucción tisular por efecto del consumo de dietas contaminadas con aflatoxinas (Skukla et al., 1995, Arrieta et al., 2005), fumonisinas (Brown et al., 1992, Espada et al., 1994, Santin, 2000) y DON  (Kubena et al., 1997).


El efecto dañino de las raciones evaluadas, también estaría evidenciado  por los valores de las variables séricas y hematológicas de los pollos consumiendo la dieta control. Estos mostraron diferencias en los niveles de proteínas totales, albúmina, acido úrico, colesterol, Hto y Hb, con respecto a los valores considerados como normales (Proteínas totales: 3.18 ± 0.42 g/dl; albúmina: 1.59 ± 0.33 g/dl; ácido úrico: 8.49 ± 3.48 mg/dl colesterol total: 143 ± 18 mg/dl, Hto.: 28.9 ± 2.48 %, y Hb.: 9.05 ± 1.1 g/dl; (Sandoval et al., 2004) para esta categoría de aves. 


En el grupo control del experimento 1, los niveles promedio de proteínas totales, Hto y  Hb fueron cercanos al límite inferior del rango de normalidad, mientras que el colesterol estuvo por debajo del límite inferior.  Del mismo modo, en el experimento 2, los valores promedio de proteínas totales y colesterol estuvieron cercanos al límite inferior de normalidad (143 ± 18 mg/dl), y el hto estuvo por debajo de ese límite. (28.9 ± 2.48 %)  En ambos experimentos, los rangos de valores observados sugieren que en algunas de las aves que consumieron las dietas control, podría haberse producido anemia, probablemente como resultado de los niveles de micotoxinas presentes en las raciones.  Estos resultados son consistentes con reportes (Aravind et al., 2003; Watts et al., 2003; Smith et al., 2001; Huff et al., 1986 Santin et al., 2003; Jaramillo, 2006) que indican que  las variables serológicas y hematológicas de los pollos pueden ser  deprimidas por el efecto aditivo o sinérgico de la combinación de  micotoxinas presentes a bajos niveles individuales. 


Las diferencias en las proteínas totales, albúmina y ácido úrico de los animales consumiendo dietas con aditivos con respecto a los animales alimentados con las dietas control, también fueron reportadas en aves consumiendo raciones que incluían HSCAS (Kubena et al., 1990), EGM (Swamy et al., 2002; Chowdhury et al., 2004; Chowdhury & Smith, 2005; Faixová et al., 2007; Girish et al., 2008) y MM (Micheluzzi, 2004).   En los animales consumiendo las raciones con AAM, la mayor concentración de proteínas totales y albúmina, así como el menor ácido úrico en suero, podrían relacionarse a un aumento de la síntesis proteica en el hígado como resultado de la acción protectora de los aditivos.  En raciones contaminadas con micotoxinas, las tasas fraccionales de síntesis proteica hepática, se reducen por la acción de las aflatoxinas y DON (Kubena et al., 1990; Watts et al., 2003; Swamy et al., 2002; Mikami et al., 2004; Chowdhurry et al., 2004; Faixová et al., 2007a,b; Rotter et al., 1996).  La disminución en la síntesis de proteínas en el hígado, es consecuencia de la afinidad de metabolitos de aflatoxinas con regiones específicas del ADN del núcleo de los hepatocitos (Osweiler 1996; Roder 2002) y de la acción inhibitoria directa del DON sobre la fase de iniciación, transcripción y traducción (Osweiler 1996; Swamy et al., 2002; Chowdhurry et al., 2005).   Esto se evidenciaría en una disminución de proteínas totales en suero que se debe principalmente a la disminución de albúmina, proteína que se sintetiza exclusivamente en el hígado (Kaneko, 1997).  Al afectarse negativamente la síntesis proteica, los aminoácidos no empleados podrían usarse como fuente de energía resultando en un aumento de ácido úrico en el plasma (Swamy et al., 2002; Chowdhury & Smith 2004 y 2005; Girish et al., 2008).


La mayor concentración de colesterol sérico en aves, como resultado de la incorporación de AAM en las raciones estudiadas en estos experimentos, también ha sido reportada al evaluar el efecto protector de HSCAS (Huff et al., 1986; Kubena et al., 1990) y EGM (Faixová et al., 2007) en dietas para pollos contaminadas con aflatoxinas y DON, respectivamente. Estos aumentos podrían responder a que se habría levantado la restricción en la síntesis de la enzima hidroximetilglutaril-CoA-Reductasa (HMGCoA) así como a un aumento de la síntesis de lipoproteínas, que son las encargadas de transportarlo en sangre. (Anyanwu et al., 2007).


En los dos experimentos, tanto los grupos control como los tratados, presentan valores de Hto y Hb reportados (Bounous & Stedman, 2000) en la literatura como  normales para la especie, (22  a 35% y  7 a 13 g/dl para Hto y Hb, respectivamente) por lo cual, las aves en estudio no habrían presentado cuadros de anemia.  Si estos valores se acotan a los sugeridos por Sandoval et al., (2004), en base a la casuística en Venezuela para pollos parrilleros sanos (28.9 ± 2.48 %, y 9.05 g/dl ±1.1) para Hto y Hb respectivamente en ambos experimentos, las aves que habían consumido las raciones sin AMM presentaron niveles de Hto cercanos al límite inferior del rango considerado como normal.


Lo esperado era que los pollos consumiendo las raciones con AMM, presentaran mayor concentración de Hb y Hto que los que consumieron la ración control, ya que las aflatoxinas y el DON pueden afectar la síntesis de transferrina en el hígado y la elongación y trascripción de la síntesis proteica en los eritrocitos.  Así mismo, estas toxinas, así como las fumonisinas, producen alteraciones de las membranas de los glóbulos rojos y estrés oxidativo que derivan en modificaciones celulares (Surai & Dvorska, 2005), esto podría explicar la disminución del Hto por la acción de estas toxinas, sin embargo esa respuesta no se observó.


Al evaluar el efecto de la adición de AMM en los niveles de Hto y Hb, no se evidenció la misma respuesta de las dos variables con respecto a los valores encontrados en los animales consumiendo la dieta sin aditivos.  Así  en el experimento 1, los valores de Hb al emplear MM no se diferenciaron del tratamiento control, mientras el Hto presentó valores mayores.


En ambos experimentos se registraron respuestas más aproximadas a lo esperado, en el Hto que en la Hb. Esto pudo responder a  combinaciones y niveles de las micotoxinas afectando en forma diferente los procesos relacionados a la síntesis de Hb y la producción de eritrocitos. Resultados similares fueron reportados por Dänicke et al., (2003) en pollos parrilleros al incorporar MM en raciones naturalmente contaminadas con micotoxinas de Fusarium.  No se encontró explicación a las menores concentraciones de Hb observadas en el experimento 2 al incluir AMM.


Los pesos de los pollos fueron normales para la categoría utilizada, no constatándose diferencias entre los distintos tratamientos a  lo que pudo contribuir el corto tiempo de experimentación, pareciendo que las posibles mejoras metabólicas registradas no se manifestaran en el comportamiento animal.  Sin embargo, el posible efecto “protector” de las AMM a nivel metabólico podría manifestarse en mejoras de las variables productivas cuando las aves fueran sometidas a una situación de estrés ambiental.  La ausencia de respuesta productiva al uso de AMM concuerda con experiencias de Swamy et al., (2002, 2004) quienes evaluaron  dietas naturalmente contaminadas con micotoxinas de Fusarium (DON, Zearalenona, ácido fusárico y 15 acetyl deoxinivalenol) suplementadas con EGM y no encontraron diferencias con respecto al grupo control (sin EGM) al cabo de 21 días.  



Las diferencias observadas en las variables estudiadas entre los animales alimentados con las dietas  naturalmente contaminadas y aquellas con AMM, muestran una concordancia razonable con los resultados reportados por Swammy et al., (2002); Chowdhury et al., (2004); Girish et al.,  (2008a) cuando las raciones incluían EGM.  


En el Experimento 1, la efectividad de los tres AAM en modificar positivamente las variables séricas y algunas hematológicas, podría deberse a la presencia simultánea  de  aflatoxinas y fumonisinas, ya que existen  reportes  de la efectiva acción detoxificante de estos aditivos al incluirse en dietas contaminadas con aflatoxinas (Pimpukdee et al., 2004; Arrieta et al., 2006b) o fumonisinas (Starkl 2008).

En el Experimento 2, el nivel de zearalenona presente en las raciones no alterarían las variables estudiadas en este trabajo, ya que los  efectos negativos de esta toxina se asocian a variables reproductivas (Riley & Pestka, 2005). Adicionalmente, existen antecedentes que indican que las aves son relativamente resistentes a su acción (Hollinger & Ekperigin, 1999; Danicke et al., 2002).


En este experimento, la mayor efectividad detoxificante de MM en la mayoría de las variables estudiadas,  podría estar relacionada a la presencia en la ración de DON (en concentraciones por encima de las máximas recomendadas) y fumonisinas.  La acción detoxificante sobre el DON estaría  relacionada a su capacidad para desdoblar el anillo epoxi característico de los trichotecenos por poseer en su formulación la enzima epoxidasa (Díaz et al., 2002, 2005). 


7. CONCLUSIONES


La inclusión de AMM modificó favorablemente algunos de los valores séricos y hematológicos de  pollos parrilleros que consumieron raciones naturalmente contaminadas con combinaciones subtóxicas de micotoxinas. Las respuestas variaron dependiendo del AAM incluido y la combinación de micotoxinas presente en la ración. 



En el experimento 1, los tres AMM evaluados aparecerían como promisorios para modificar positivamente las variables serológicas y hematológicas monitoreadas en pollos parrilleros de iniciación de 21 días de edad que consumían una ración naturalmente contaminada con 4,6 ppb de aflatoxina B1, 1,1 ppb de aflatoxina B2 y 4,5 ppm de fumonisina. En el experimento 2, MM aparentó ser el más efectivo para mejorar el mayor número de las variables evaluadas en aves que consumían otra ración naturalmente contaminada con  500 ppb de DON, 1,2 ppm de fumonisina y 500 ppb de zearalenona
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