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RESUMEN

20 Ovejas Pelibuey x Katahdin (35+2.3 kg) se utilizaron para determinar
los efectos del consumo de un extracto de planta estandarizado que contiene
una mezcla de alcaloides cuaternarios de benzofenantridina y protopina
(QBA+PA) sobre el comportamiento productivo, energética de la dieta, masa
visceral y salud del epitelio ruminal en ovejas alimentadas con una dieta de alta
energia a base de maiz y sometidas a estrés térmico. La dieta basal [13% de
proteina cruda y 2.09 Mcal de energia neta (EN) de mantenimiento/kg de
materia seca (MS)] contuvo 49.7% de almidon y 15.3% de fibra detergente
neutro. La fuente de QBA+PA fue SANGROVIT® RS (SANG) el cual contiene 3
g de alcaloides cuaternarios de benzofenantridina y protopina por kg de
producto. Los tratamientos fueron 0 0 0.5 g de SANG/oveja por dia. Las ovejas
se agruparon por peso y se asignaron en 10 corrales (5 corrales/tratamiento)
con dos ovejas por corral. El periodo experimental dur6 70 dias. El promedio de
indice de temperatura y humedad (ITH) durante el experimento fue 81.7+1.0
(estrés por calor severo). No hubo efecto de los tratamientos sobre el consumo
de agua. El consumo de materia seca no fue afectado (p=0.70) por los
tratamientos, sin embargo el grupo alimentado con SANG tuvo una ganancia
numéricamente superior (11.2%) en comparacion con el grupo control, SANG
mejord la eficiencia de ganancia (8.3%, p=0.04), la energia neta de la dieta
(5.2%, p<0.01) y la energia neta observada sobre esperada (5.9%, p<0.01). La
suplementacién con SANG no tuvo efecto (p=0.12) sobre las caracteristicas de
la canal, composicion quimica de la paleta, y peso (g/kg PV) de los 6rganos del
complejo estomacal, intestino y corazén/pulmon. La suplementacion con SANG
disminuy6 el peso del higado (10.3%, p=0.02) e incrementod la grasa visceral
(16.9%, p=0.02). EIl epitelio ruminal en las ovejas alimentadas con SANG
obtuvo los puntajes mas bajos para la degradacion hidropica celular (1.30 vs
2.34, p=0.02), paraqueratosis (1.30 vs 1.82, p=0.03) e infiltracion de neutrofilos
(2.08 vs 2.86, p=0.05). Se concluye que la suplementacion con SANG ayuda a



mitigar los efectos negativos de las altas temperaturas sobre el crecimiento de
las ovejas de engorda alimentadas con dietas de alta energia a base de maiz.
La mejora en la eficiencia energética puede ser posible, en parte, por los
efectos anti-inflamatorios de la suplementacion con SANG y una mejor

absorciéon de nutrientes.

Palabras clave: alcaloides isoquindlicos, estrés por calor, dietas de alta

energia, eficiencia alimenticia, epitelio ruminal.



ABSTRACT

Twenty Pelibuey x Katahdin ewes (35 = 2.3 kg) were used in order to
determine the effects of the consumption of standardized plant extract
containing a mixture of quaternary benzophenanthridine alkaloids and protopine
alkaloids (QBA+PA) on growth performance, dietary energetics, visceral mass,
and ruminal epithelial health in heat-stressed ewes fed with a high-energy corn-
based diet. The basal diet [13.9% crude protein and 2.09 Mcal of net energy
(NE) of maintenance/kg of dry matter (DM)] contained 49.7% starch and 15.3%
neutral detergent fiber. Source of QBA+PA was SANGROVIT® RS (SANG)
which contain 3 g of quaternary benzophenanthridine and protopine alkaloids
per kg of product. Treatments consisted of a daily consumption of O or 0.5 g
SANG/ewe. Ewes were grouped by weight and assigned to 10 pens (5
pens/treatment), with two ewes per pen. The experimental period lasted 70
days. The mean Temperature Humidity Index (THI) during the course of this
experiment was 81.7+ 1.0 (severe heat stress). There were no treatment effects
on water intake. Dry matter intake was not affected (p=0.70) by treatments, but
as a consequence of group fed SANG had a numerically (11.2%) higher gain in
comparison to the control group, SANG improved gain efficiency (8.3%, p=0.04),
dietary net energy (5.2%, p<0.01) and the observed-to-expected net energy
(5.9%, p<0.01). Supplemental SANG did not affect (p=0.12) carcass
characteristics, chemical composition of shoulder, and organ weights (g/kg
EBW) of stomach complex, intestines, and heart/lung. Supplemental SANG
decreased liver weight (10.3%, p=0.02) and increased visceral fat (16.9%,
p=0.02). Rumen epithelium of ewes fed SANG had lower scores for cellular
dropsical degeneration (1.30 vs. 2.34, p=0.02), parakeratosis (1.30 vs 1.82,
p=0.03) and neutrophil infiltration (2.08 vs. 2.86, p=0.05) than controls. It is
concluded that SANG supplementation helped ameliorate the negative effects of
severe heat on growth performance of feedlot ewes fed high-energy corn-based

diets. Improvement in energetic efficiency may have been mediated, in part, by

Vv



anti-inflammatory effects of supplemental SANG and corresponding

enhancement of nutrient uptake.

Key words: isoquinoline alkaloids, heat stress, high-energy diets, fed efficiency,

ruminal epithelial.
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JUSTIFICACION

En la actualidad los sistemas de produccion intensivos de ovinos se
localizan en regiones semiaridas, tropicales y subtropicales las cuales se
caracterizan por presentar temperaturas extremas la mayor parte del afio (ITH >
77), por lo cual el uso de aditivos alimenticios es una practica comuan para lograr
una produccion animal eficiente. La regulacion en el uso de antibidticos
promotores del crecimiento en la alimentacion animal ha estimulado la
busqueda de alternativas catalogadas como “seguras” para sustituirlos
(Martinez, 2013). Los metabolitos secundarios de las plantas se plantean como
una de ellas, ya que algunos de ellos pueden proporcionar los efectos que los
antibiéticos promotores del crecimiento generan (Cancho et al., 2000). Se sabe
que algunos alcaloides isoquindlicos (Cuaternarios de benzofenantridina y
protopina) tienen accidn antimicrobiana especifica (Colombo y Bosisio., 1996;
Newton et al, 2002), anti-inflamatoria (Tanaka et al., 1993),
inmunomoduladores (Chatuverdy et al., 1997) y efectos estimulante del apetito
(Mellor, 2001). En teoria, estos efectos son ventajosos para los rumiantes
alimentados con dietas de alta energia bajo condiciones de estrés térmico. Sin
embargo, existe poca informacién disponible sobre los efectos de la
suplementacion con alcaloides isoquindlicos en ovinos alimentados con dietas

de alta energia bajo condiciones de calor severas.
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HIPOTESIS

Los alcaloides isoquindlicos (Cuaternario de benzofenantridina y
protopina) incluidos en dietas de finalizacion a corderos bajo condiciones de
estrés por calor tiene efecto sobre el crecimiento y energética de la dieta.
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OBJETIVO

Evaluar la influencia de la suplementacion con alcaloides isoquindlicos
(Cuaternario de benzofenantridina y protopina) en ovinos alimentados con

dietas de finalizacién en condiciones de estrés calorico.

Evaluar la adicion de alcaloides isoquindlicos a la dieta de ovinos
sometidos a estrés térmico sobre el consumo de agua y MS, tasa de ganancia,
eficiencia alimenticia, EN observada de la dieta, los cocientes de EN observada

sobre esperada y consumo de MS observado sobre esperado.



Revision de literatura

Situacion actual de la ovinocultura

La produccion ovina a finales de la década de los noventa constituia la
segunda produccién animal en importancia a nivel mundial, la produccién y el
precio de la lana en esa década disminuyo alrededor del 30%, esta situacion
provoco una reduccion en el inventario ovino pasando de 1,204 a 1,070
millones de cabezas (1990-1999), en consecuencia los sistemas tradicionales
(produccion de lana) presentaron una reconversidbn con mayor énfasis en la
produccion de carne (Rubianes y Ungerfeld, 2002), sin embargo, los sistemas
de produccion ovina varian considerablemente en todo el mundo y reflejan las
diferentes condiciones ambientales locales que determinan en gran medida, las
razas, el nivel de intensificacidon, las practicas de gestion y los sistemas de
alimentacion utilizados (Sepulveda et al., 2011). Debido a este cambio en los
sistemas de produccion y a la demanda creciente de proteina de origen animal
la poblacién de ovinos incremento, para el afio 2012 se estimaban 2,165
millones de cabezas de ovino con una produccién anual de carne de 13.9
millones de toneladas, actualmente la carne de ovino ocupa el cuarto lugar en
importancia dentro del consumo de proteina de origen animal, representando
4.6% del consumo mundial (FAO, 2014). Los paises con mayor producciéon de
carne de ovino son: China Continental, Australia, Nueva Zelanda, India y Reino
Unido, en los ultimos afios Australia y Nueva Zelanda se han mantenido como
los principales exportadores, estos dos paises exportan alrededor del 90% del
volumen a nivel mundial, mientras que los principales importadores son Francia,
Estados Unidos, Reino Unido, Alemania y Bélgica, actualmente la demanda del
mercado Chino y del Cercano Oriente influyen en el tipo de producto requerido,
pasando de una demanda tradicional de cortes de mayor valor que caracteriza
a los mercados de la Union Europea y Estados Unidos, a canales completas y
visceras (Echavarri, 2013). El consumo per capita de la carne de borrego es

alrededor de 2 kg por afio, sin embargo, el consumo varia entre paises e



incluso regiones de un mismo pais, en Australia el consumo per capita es de 17
kg, mientras que en Ameérica del Norte apenas alcanza los 700 g por persona

por afio (Montossi et al., 2013).

Situacion actual de la produccion ovina en México: Tradicionalmente
la produccion ovina ha estado en manos de los productores mas marginados,
estos productores en su mayoria dependen de los forrajes y plantas nativas
para alimentar su rebafio, cuya calidad y cantidad varian a lo largo del afio,
generalmente no cuentan con asistencia técnica y emplea técnicas tradicionales
de produccion; sin embargo, cada vez es mas frecuente el flujo de capital en
este sector dando origen a sistemas mas tecnificados y llevando los corderos a
etapas de finalizacion (Cuéllar-Ordaz, 2006). El inventario ovino nacional
incrementd 19% entre 2005 y 2013, para el afio 2013 se estimaban 8, 497,347
cabezas de ovino, los estados con mayor inventario son: México (1, 385,487),
Hidalgo (1, 162,358), Veracruz (665,845), Oaxaca (518,421) y Puebla (499,619)
(SIAP, 2014). Partida et al. (2013), mencionan que de las razas explotadas en
México las de pelo son las que predominan, siendo la Katahdin y sus cruzas las
mas comunes. Para el afio 2013 la produccion de carne fue de 57, 980
toneladas con un valor de 3,020 millones de pesos, 32% mas que en 2004, a
pesar del incremento en la produccion y en el precio de la carne México ain no
satisface las necesidades de su mercado, para el afio 2014 se importaron 11
mil toneladas con un valor de 52 millones de ddélares (FND, 2015). En México
los sistemas de produccién de ovinos que predominan son: estabulado,
semiestabulado y pastoreo, los cuales se diferencian por su capacidad,
recursos y uso de tecnologias (Pérez-Hernandez et al., 2011), en los sistemas
de produccidn intensivos la mayoria de los corderos se finalizan con dietas altas
en grano, en regiones con climas semiaridos, tropicales y subtropicales, estas
regiones presentan climas extremos (indice de temperatura y humedad >77) la
mayor parte del afio, las cuales se consideran estresantes para los animales
(Partida et al., 2013). El estrés por calor es uno de los problemas méas costosos
y uno de los principales obstaculos para lograr una produccién animal eficiente,

los mecanismos de como el estrés térmico pone en peligro el rendimiento y la



salud animal es fundamental en el desarrollo de estrategias para mitigar los
efectos sobre la produccion y la salud animal (Baumgard y Rhoads, 2013).

Balance térmico y estrés por calor

El efecto de los factores climéticos sobre la fisiologia, comportamiento y
salud animal ha sido reconocida desde hace mucho tiempo, sin embargo; los
rumiantes tienen la habilidad de controlar su temperatura corporal dentro de un
ajustado margen a través de diferentes procesos fisiolégicos, para mantenerse
dentro de esta condicidbn necesitan ganar o perder calor, este proceso se
denomina balance térmico (Figura 1), donde la produccion de calor del
organismo compensa las pérdidas al ambiente sin necesidad de incrementar o
reducir la tasa de calor corporal producido, no obstante, cuando los
mecanismos para disipar calor no son suficientes el animal sufre de estrés
calorico (Arias et al., 2008). El estrés por calor se puede definir como el total de
las fuerzas externas a un animal homotermo que cambia la temperatura
corporal central en estado de reposo, generando cambios fisioldgicos,
metabdlicos, celulares y moleculares (Paula-Lopes et al., 2013). En condiciones
extremas los rumiantes no pueden mantener el balance térmico y deben
incrementar la pérdida de calor con el fin de mantener la homotermia, por lo
cual el comportamiento productivo y la salud animal son afectados
negativamente, dentro de los factores climaticos que afectan el balance térmico
la temperatura ambiental y la humedad relativa son los que tienen mayor
impacto (Roca-Cadefio, 2011). Una forma de estimar la severidad del estrés
térmico es utilizar el indice de temperatura y humedad (ITH), el cual
dependiendo de sus valores indica el grado de estrés al que estan sometidos
los rumiantes: ITH <72 = ausencia de estrés por calor, 72 0 <74 = estrés por
calor moderado, 74 0 <78 = estrés por calor severo y 78 o superiores = estrés
por calor grave (Marai y Haeeb, 2010). Para que los mecanismos de defensa a

altas temperaturas se activen deben transcurrir de 3 a 4 dias y en general los



animales se adaptan a estas condiciones

Marin, 2006).
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Figura 1. Balance térmico en el ganado bovino.

Efectos del estrés por calor en rumiantes

(Arias et al., 2008)

La exposicién a temperaturas elevadas provoca una serie de cambios en

las funciones bioldgicas de los animales que incluyen una disminucién en el

consumo, eficiencia y utilizacion del alimento, alteraciones en el metabolismo de

agua, proteina, energia y secreciones hormonales (Marai et al., 2007), menor

rendimiento en canal, mayor incidencia en enfermedades metabolicas (acidosis

ruminal) (Lambert 2009; Nardone et al., 2010), disminucion en la actividad

fisica, por otra parte, la frecuencia respiratoria, el flujo de sangre periférica y

transpiracion se incrementan (West, 2003). Bernabucci et al. (2010) mencionan



gue debido a la redistribucion del flujo sanguineo a la periferia y a la reduccién
en el suministro de sangre a tracto gastrointestinal, los productos finales de la
fermentacion (acidos grasos volatiles (AGV)) se absorben de forma menos
eficiente y por lo tanto el pH ruminal tiende a disminuir. La acumulacion de
acido aumenta la presidbn osmotica y puede causar dafio e inflamacion al
epitelio del rumen y permitir la entrada sistémica de endotoxinas, bacterias o
aminas que pueden causar inflamacién, infeccion e incluso muerte de los
animales (Owens et al., 1998; Vitali et al., 2 009).

Efecto del estrés por calor sobre el consumo de agua: el agua es uno
de los nutrientes mas criticos para los animales, el consumo y el tipo de
alimento son los principales reguladores en su ingesta, sin embargo sus
necesidades se intensifican en condiciones climaticas calientes (Marai y Haeeb,
2010). En condiciones de estrés por calor la deshidratacién y el aumento en la
concentracion de solutos en los fluidos corporales reduce la capacidad de
evaporacion y permite que la temperatura corporal se incremente, en respuesta
al incremento en la temperatura los rumiantes aumentan el consumo de agua
(Silanikove, 2000), ya que genera un efecto directo sobre el enfriamiento del
aparato digestivo (rumen-reticulo) ademas el agua es el principal vehiculo para

disipar calor (Collier et al., 1981).

Efecto del estrés por calor sobre el consumo de materia seca: una
reduccion en el consumo de materia seca (CMS) es esperado e incluso es
considerado como un mecanismo de proteccion contra la hipertermia, en estas
condiciones disminuye la digestién y fermentacion ruminal (principal generador
de calor metabolico), lo cual es beneficioso para el animal ya que es menos el
calor generado (Lu, 1989). Sin embargo, el estrés térmico genera un incremento
en la demanda de energia de mantenimiento, ya que las reacciones quimicas
para mantener en equilibrio el metabolismo animal son mayores (Baumgard y
Rhoads, 2012), los efectos se hacen mas notables cuando los animales son de
alta produccion, ya que es mayor la produccion de calor metabdlico, en vacas
lactantes el CMS puede reducir de 20 a 40% (Silanikove, 1992).



Hossein-Yazdi et al. (2016), evaluaron los efectos del estrés por calor
sobre el metabolismo, digestion y caracteristicas del epitelio ruminal, para este
experimento utilizaron 16 becerros Holstein (aproximadamente 7.6 meses de
edad y 178 £ 7.55 kg de pesos vivo) alojados en camaras para controlar la
temperatura ambiental durante dos periodos, el primer periodo consto de una
duracion de 8 dias bajo condiciones termo neutrales (TN, 20.7 £ 3.0 °Cy un ITH
de 65.2 £ 3.1,) bajo estas condiciones los terneros no presentaron cambios
sobre el CMS, digestion, consumo de agua, sin embargo, en el periodo 2 (9
dias) los becerros se dividieron en dos grupos, uno bajo condiciones de estrés
térmico (HS, ITH de 77 a 88) y el otro en condiciones termo neutrales (PFTN),
en el grupo HS se observo una disminucion del 20% (P< 0.01) en el CMS, en el
consumo de agua se observo un incremento (58%, P<0.01), en la digestibilidad
de MS, materia organica (MO), fibra detergente neutra (FDN) y proteina cruda
(PC) no se observaron diferencias al igual que en el periodo 1 (Cuadro 1), en
las papilas ruminales se observo una tendencia a disminuir su ancho y longitud
(P< 0.07). Las concentraciones (mg/dL) de glucosa en plasma son menores

(P<0.01) en el grupo alimentado bajo estrés térmico.

Mahjoubi et al. (2014), realizaron un estudio para evaluar los efectos del
estrés térmico sobre el comportamiento y metabolismo en corderos, el
experimento fue dividido en 2 periodos, en el primer periodo todos los corderos
estuvieron bajo condiciones termo neutrales (TN, 25.6 £ 2.6°Cy un ITH de 72 +
2.6), los resultados en el primer periodo fueron similares para todos los
corderos sin mostrar diferencias en las variables medidas, en el periodo 2 los
corderos se dividieron en dos grupos, el primer grupo estuvo sometido a
condiciones de estrés por calor (HS, 29 a 43°C y un ITH = 80 durante 24 h) y el
segundo grupo en condiciones termo neutrales (PFTN), en este periodo los
corderos que estuvieron bajo el tratamiento HS incrementaron el consumo de
agua (P< 0.01), en cuanto a CMS no se presentaron diferencias, sin embargo,
la eficiencia fue menor en el grupo HS (P< 0.01), esto indica que el animal
requiere mayor cantidad de energia para mantenerse en balance térmico, por lo

cual la produccion animal se ve afectada negativamente.



Cuadro 1. Efecto del estrés por calor (HS) y alimentacidén en par sobre la produccion y la digestibilidad aparente de nutrientes
de la dieta en becerros Holstein en crecimiento

Periodo 1 Periodo 2 P-Valores

Concepto Grupo 1 Grupo2 Grupo 1 Grupo SEM Periodo Grupo Periodo*

(TN (TN?) (PFTN?) (HS) Grupo
CMS, kg/d 5.42 5.55 4.57 4.49 0.34 0.01 0.95 0.75
Consumo de Agua, kg/d 21.45° 22.73b 19.85P 35.892 1.85 <0.01 <0.01 <0.01
Consumo de agua:CMS 3.92° 4.20P 4.56° 8.372 0.35 <0.01 <0.01 <0.01
GDP, kg/g 1.70 1.70 -0.13 0.40 0.17 <0.01 0.13 0.14
GDP:CMS 0.31* 0.31* -0.03? 0.092 0.03 <0.01 0.07 0.06
Digestibilidad aparente, %
MS 69.7 73.6 70.3 70.2 1.99 0.49 0.34 0.32
MO 72.7 76.7 74.2 73.2 1.93 0.61 0.44 0.21
FDN 43.9 51.8 44.1 45.2 3.95 0.43 0.27 0.40
PC 70.5 74.3 71.2 68.8 2.31 0.30 0.76 0.19

ab| os valores dentro de una fila con diferentes superindices indican interacciones periodo x grupo (P <0.05).

*Z | os valores dentro de una fila con diferentes superindices indican interacciones entre periodo x grupo (P<0.01).

1TN= Termo neutral.

2 PFTN= alimentacién en par, termo neutral.

3 Interaccion periodo x grupo

Hossein-Yazdi et al. (2016)



Chauhan et al. (2014), realizaron una investigacion para evaluar el efecto
de dosis de antioxidantes (Vit E y Se) superiores a las recomendadas sobre los
efectos del estrés por calor en ovinos, utilizaron 24 ovejas (Merino x Dorset, 5-6
meses de edad de un peso vivo de 32 a 35 kg) en dos periodos, el periodo 1
bajo condiciones termo neutrales (TN, 18 a 21°C y 40 a 50% de humedad
relativa) y periodo 2 bajo condiciones de estrés por calor (HS, 28 a40 °Cy 26 a
30% de humedad relativa), en ambos periodos los tratamientos fueron los
siguientes, una dieta basal, a la cual se agregd Vit E como acetato de a-
tocoferol a 10 mg / kg de MS y Se (levaduras selenizadas) a 0.24 mg / kg de
MS (CTRL) o Vit E como acetato de a-tocoferol a 100 mg / kg de MS y Se
(levaduras selenizadas) a 1.2 mg / kg de MS (Se + Vit E), no se observaron
diferencias en cuanto a consumo de agua en los periodos experimentales, sin
embargo, cuando las ovejas fueron alimentadas con el tratamiento CTRL bajo
condiciones HS hubo una reduccion del 13% en el CMS (P< 0.01) con respecto
a TN, por otro lado cuando recibieron la dieta Se + Vit E bajo condiciones HS, el
CMS fue 12% superior con respecto al CTRL, por esta razén, se asume que
adicionar dosis superiores a las recomendadas de antioxidantes reducen

algunos efectos negativos causados por estrés térmico.

Estrategias para reducir los efectos del estrés por calor en
rumiantes

El uso de aditivos en la alimentacion animal es una practica comun, los
principales propésitos de su utilizacion son: mejorar el comportamiento
productivo, salud animal y el producto final (Plascencia, 2015). La regulacién en
el uso de antibiéticos promotores del crecimiento (APC) ha generado una
busqueda de compuestos catalogados como seguros para utilizarlos como
aditivos alimenticios (Cancho et al., 2000). Los extractos vegetales se plantean
como una alternativa, ya que algunos de ellos pueden proporcionar los efectos
qgue generan los APC, algunos de los mecanismos que se les atribuyen son:

disminucién en la oxidacién de aminoacidos, accién antimicrobiana, favorecen



la absorcion de nutrientes, estimulan el apetito y mejoran el estado
inmunoldgico del animal (Martinez, 2013), por lo cual se plantean como una

alternativa potencial para mitigar los efectos del estrés por calor.

Extractos vegetales

Las plantas constituyen una fuente de alimentacion muy importante, su
valor nutricional y sus compuestos como metabolitos primarios y secundarios
han sido estudiados durante varias décadas (Namdeo, 2007), a pesar de que la
mayoria de los compuestos que ingresan al rumen son metabolizados por los
microorganismos ruminales y convertidos en nutrientes, existen compuestos
gue por accion directa o a través de sus compuestos (metabolitos secundarios)
pueden ocasionar diversos efectos sobre la fermentacion ruminal y la salud

animal (Carmona, 2007).

Metabolitos primarios de las plantas (MPP): el metabolismo primario
de las planta es el total de los procesos que conducen a la produccién de MPP
(proteinas, carbohidratos, aminoacidos, lipidos y nucleétidos), estos
representan aproximadamente el 90% de la materia biolégica y son necesarios
para el crecimiento de la célula de la planta, los MPP contienen principalmente
carbono, nitrogeno y fésforo, se asimilan en la célula vegetal principalmente por
tres vias catabdlicas: la glucdlisis, la via de pentosas fosfato y el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, debido a su caracter universal, los MPP se encuentran en

todas las plantas (Kintzios y Barberaki, 2003; Patra y Saxena, 2010).

Metabolitos secundarios de las plantas (MSP): Los MSP son
compuestos organicos que se generan en pequefias cantidades durante los
procesos de biosintesis de la planta; no son necesarios para su supervivencia,
le confieren ventajas evolutivas y se sintetizan en respuesta a estimulos
ambientales (Vélez-Terranova et al., 2014). Avalos y Pérez-Urria (2009),
menciona que las plantas destinan una cantidad significativa del carbono

asimilado y de energia a la sintesis de una amplia variedad de MSP. El valor



10

nutritivo de los forrajes esta influenciado por un gran niumero de factores que
pueden afectar la eficiencia con la cual los rumiantes los utilizan, un aspecto
gue afecta el consumo y la digestibilidad de los forrajes es la presencia de MSP
(Carmona, 2007), por lo cual se consideraron factores anti-nutricionales, sin
embargo, en la actualidad los MSP se plantean como aditivos alimenticios
“naturales”, con los cuales se busca modificar la fermentacion ruminal, mejorar
el metabolismo de las proteinas, reducir la produccion de metano, disminuir el
estrés, mejorar la salud y la productividad animal (Patra y Saxena, 2009). Los
metabolitos secundarios los podemos clasificar en tres grandes grupo fenoles,
terpenos y alcaloides (Figura 2) (Garcia, 2004).

Fotosintesis
l Via de las pentosas

CHS —> Gilicdlisis

Via del Shikimato

Fosfoenolpiruvato

—

Acetil CoA Via del acetato malato | Compuestos
fendlicos
: . . Aminas alifatica
Via del L Ciclo de Krebs (&cido citrico}———
. L. Aminas aromaticas
Acetil-Mevalbnico
Compuestos
nitrogenados

Terpenoides

Figura 2. Sintesis de metabolitos secundarios de las plantas.

(Garcia, 2004)
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Fenoles: Los compuestos fendlicos se originan a partir de una de las
principales clases de metabolitos, la fenilalanina y en menor medida a partir de
tirosina, la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su
capacidad de quelar iones metélicos que participan en la produccion de
radicales libres, las estructuras fendlicas a menudo tienen el potencial de
interactuar fuertemente con proteinas, debido a sus anillos bencénicos
hidrofobos y el potencial de unién a hidrogeno de los grupos hidroxilo fenélicos
(Pereira et al., 2009). Hernandez (2010), indica que los compuestos fendlicos se
pueden clasificar en varios grupos de acuerdo con su estructura quimica basica
(Cuadro 2).

Terpenos: Estos compuestos constituyen la clase mas grande de
productos naturales con mas de 55,000 estructuras conocidos, para su
clasificacion se toma el niumero y organizacion estructural de los atomos de
carbono (Cuadro 3), quimicamente son hidrocarburos, alcoholes, éteres,
aldehidos y cetonas, se encuentran en las plantas, particularmente en las flores
y frutos (Chauhan y Varma 2009; Guimaraes et al., 2014). Algunos de ellos se
pueden utilizar como aditivos alimenticios, las funciones bioldgicas de los
terpenos todavia no se han investigado a fondo, sin embargo, algunas de las
propiedades que se les atribuyen son, efectos quimiopreventivos de cancer,
antibiéticos, antifingicos, antiviral, antidiabético, analgésico, anti-inflamatorio y

actividades antiparasitarias (Liang y Gou, 2013).

Alcaloides: son uno de los grupos de MSP méas diversos, cuentan con
alrededor de 12,000 estructuras conocidas, alrededor del 20% de las especies
de plantas producen alcaloides (Loyola-Vargas et al., 2004). Los alcaloides se
clasifican en: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides quinolizidinicos, alcaloides
pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides inddlicos (Sepulveda et al.,
2003). Los principales efectos de los alcaloides son actividad anti-inflamatoria,
antimicrobiana, analgésicos, debido a su potente actividad biolégica, muchos de
los 12,000 alcaloides conocidos han sido utilizados como productos

farmacéuticos (Barbosa-Filho et al., 2006).
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Cuadro 2. Clasificacion de los principales compuestos fenolicos de origen
vegetal, de acuerdo con su estructura quimica basica

Esqueleto carbonado

Clasificacion

Cs
Ce-C1
Ce-C2

Cs-C3

Ces-Ca
Ce6-C1-Cs
Ces-C2-Cs
Ce6-C3-Ce
(Ce-Ca3)2
(C6-C3-Cs)2
(C6-C3)n
(Ce)n
(C6-C3-Cé)n

Fenoles simples, benzoquinonas

Acidos fendlicos

Acido fenilacético, acetofenoles

Acido hidroxicinamico, polipropano, cumarina,
isocumarina

Naftoquinona

Xantanos

Estilbeno, antraquinona

Flavonoides, isoflavonas

Lignanos, neolignano

Bioflavonoides

Ligninas

Melanoidinas

Taninos

(Hernandez, 2010)

Cuadro 3. Tipos de terpenos

Clasificacion Unidades de isopreno Carbonos
Monoterpenos 2 C10
Sesquiterpenos 3 C15
Diterpenos 4 Cc20
Sesteterpenes 5 C25
Triterpenos 6 C30

(Chauhan y Varma, 2009)
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Metabolitos secundarios con propiedades biolégicas para uso como
aditivo alimenticio

Taninos

Los taninos son compuestos secundarios de elevado peso molecular
presentes en la naturaleza, se encuentran frecuentemente en frutas, arboles, en
forrajeras templadas (principalmente leguminosas) y otras especies como sorgo
y maiz, estos ultimos utilizados comunmente en la alimentacién del ganado
(Otero y Hidalgo, 2004). Los efectos anti-inflamatorios de los taninos ayudan a
controlar todas las indicaciones de la gastritis, esofagitis, enteritis y trastornos
intestinales irritantes (Ashok y Upadhyaya, 2012). Las caracteristicas quimicas
mas notables de los taninos son su capacidad como agente quelante y
secuestrador de radicales libres, su capacidad reductora y su actividad
antioxidante, sin embargo, la propiedad mas singular de los taninos es su
afinidad por las proteinas y otros polimeros tales como los polisacéaridos, con
los que tiende a formar complejos estables a pH cercanos a la neutralidad (Min
et al., 2003). Los taninos se encuentran en muchas leguminosas forrajeras y
puede producir efectos benéficos para los rumiantes, tales como una mejor
utilizacion de proteinas de la dieta, tasas de crecimiento mas rapidas,
incremento en la produccion de leche, aumento en la fertilidad, mejora en el
bienestar animal y salud animal a través de la prevencién de timpanismos y
reduccion de las cargas parasitarias, algunos pero no todos los taninos pueden
reducir la cantidad de proteina que se digiere en el rumen y aumentar la
cantidad de proteina que esta disponible para la digestibn en el intestino
delgado (Mueller-Harvey, 2006).

Clasificacion de los taninos

Taninos hidrolizables: Los taninos hidrolizables (TH) estdn compuestos
de ésteres de acido gélico o acido elagico unidos a una unidad central de
carbohidrato, son mas susceptibles a hidrolizarse en condiciones fisiologicas

(Olivas-Aguirre et al., 2015). A estos compuestos se les atribuyen
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principalmente los efectos negativos en los rumiantes que los consumen,
provocan intoxicaciones que afecta higado y riflones, pueden ocasionar la
muerte, también se ha reportado que los TH mejoran la absorcion de nutrientes,

tienen amplia actividad biolégica y farmacoldgica (Martinez-Ortiz, 2010).

Taninos condensados: Los taninos condensados (TC) o
proantocianidinas, son mas comunes en el reino vegetal en comparacion a los
TH, estructuralmente son complejos de oligdmeros y polimeros de unidades
flavonoides, estan unidos mediante enlace carbono-carbono y son susceptibles
a la degradacion enzimatica anaerébica (Marquez y Suéarez, 2008). Los TC con
su actividad antioxidante tiene la capacidad de evitar la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (Vazquez et al.,, 2012). Vargas (2012), sefiala
que la presencia de leguminosas taniferas en dietas de bovinos y ovinos se ha
relacionado con una disminucion en las emisiones de metano, diferentes
estudios reportan una disminucion entre un 12 y un 60% sobre la produccién de
metano cuando se incluye en la dieta una leguminosa con taninos
condensados. Los TC forman complejos tanino-proteina, estos enlaces son
estables e insolubles cuando los valores de pH se encuentran entre 3-7, sin
embargo, cuando el pH es menor a 3 0 mayor a 8 se rompen la unién tanino
proteina, esta propiedad para ligar las proteinas a un pH neutro y liberarlas a
valores de pH bajo, ha llevado a muchos investigadores a pensar que podrian
ser una herramienta Gtil para reducir la degradacion de la proteina en el rumen,
incrementando el flujo y la absorcion de N y aminoacidos esenciales en el
intestino delgado (Carmona, 2007).

Uso de taninos en la alimentacion animal

Reis et al. (2005), realizaron un estudio con lechones destetados y
castrados (de 20 dias de edad y un peso vivo promedio de 6.4 kg), en un disefo

de bloques completos al azar para estimar el coeficiente de digestibilidad total
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aparente (CDTa) de MS, PC, energia neta (EN), y FDN, por el método de
diferencia. Se utiliz6 una dieta basal compuesta por almidon de maiz y una
mezcla de leche descremada en polvo (86%) y caseina (14%), complementada
con vitaminas y minerales; para generar las dietas experimentales se estimé la
energia aportada por el almidon del maiz en la dieta testigo y las dietas
experimentales se formularon para que la energia proveniente de las dietas
experimentales fuera la misma del maiz (4 tratamientos y un control), dentro de
los cuales estan sorgo alto en taninos (55.18% de participacion en la dieta con
4.2 % de taninos) y sorgo bajo en taninos (55.18% de participacion en la dieta y
con 0.02% de taninos). Los resultados indican que el sustituir la fuente de
almidon no afecta CMS ni ganancia diaria de peso (GDP) (P>0.05), sin
embargo, las dietas con sorgo alto y bajo en taninos tuvieron una menor
digestibilidad de PC 13% y 11.36% respectivamente en comparacion con el
grupo control (P<0.001), por otra parte, la digestibilidad de la FDN aumento en
el tratamiento con sorgo bajo en taninos de forma significativa (p<0.01).

Min et al. (2006), realizaron un experimento en novillos con canulas
ruminales para evaluar los efectos de la suplementacion de TC. Utilizando un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x2 (3 niveles de TC (0, 1y
2%) y dos etapas de crecimiento del pasto (estado vegetativo vs. etapa
reproductiva). La suplementacién de TC se realiz6 una vez al dia, disueltos en
agua a 30 °C y colocados en rumen. En esta prueba la GDP incremento en los
novillos que recibieron los diferentes niveles TC (P <0.04). También se evalu6
el efecto de los TC sobre el timpanismo, la cual disminuye linealmente con el

aumento en la suplementaciéon TC.

Beauchemin et al. (2007), evaluaron el efecto de extracto de TC a partir
de arboles de quebracho con el objetivo de reducir las emisiones de metano en
rumiantes. Para este experimento utilizaron 6 terneras Angus esterilizadas (238
+ 13,3 kg de PV inicial) y 6 novillos Angus (207 + 8.2 kg de PV inicial).
Utilizando un disefio de cuadro latino repetido 3x3 (3 tratamientos (0, 1, y 2% de
MS de la dieta como extracto de TC) y 3 periodos de 28 dias) con dos grupos

asignados en cuatro cuadros (2 cuadros por grupo). Las terneras se asignaron
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al grupo 1 y los novillos al grupo 2; dentro de cada grupo se alimentaron 2
animales por tratamiento. La digestibilidad aparente de la PC disminuyo
linealmente (P <0.001) en un 5y un 15% con 1 y 2% de extracto de tanino,
respectivamente, por consiguiente, las emisiones de metano se disminuyeron
en un 10 y 13% cuando las dosis fueron de 1y 2% (P = 0.03). La concentracion
de Acetato disminuye de forma linea (P=0.004) conforme incrementa la dosis
de taninos sin modificar la produccion de propionato, por lo cual la proporcion
Acetato: propionato disminuye de forma lineal (P=0.03) conforme incrementa la
suplementacion con extracto de taninos (Cuadro 4). En concordancia, Berra et
al. (2009), observaron en vacas secas en pastoreo suplementadas con 120 g de
TC una tendencia a reducir la produccién de gases ruminales (25%) y las
emisiones de CH4 (28%) (P<0.10) comparandolas con vacas que no reciben el

tratamiento con TC.

Min et al. (2012), realizaron un experimento con cabritos Kiko (27.5+ 1.4
kg de peso vivo) para evaluar el efecto de corteza de pino como fuente de TC
en sustitucion de paja de trigo molida, los cabritos fueron asignados al azar a
uno de tres grupos en un disefio de bloques completos al azar. Las dietas
experimentales fueron las siguientes: control (30 de paja de trigo), PB 15%
(15% de paja de trigo y 15% de corteza de pino) y PB 30% (30% de corteza de
pino). Las dietas experimentales proporcionan 1.9, 16.3y 32 g TC por kg MS en
0%, 15% y 30%, respectivamente. Los resultados (Cuadro 5) observados
indican que conforme incrementa la sustitucion de corteza de pino la GDP vy el
CMS se incrementan (P= 0.001) del mismo modo, cundo reciben los
tratamientos PB 15% y PB 30% los cabritos son 12% mas eficientes en la
utilizacién del alimento en comparacién con el grupo control. Cuando los
cabritos recibieron la dieta PB 30% la produccién de N amoniacal se redujo en

un 29% en comparacion al grupo control (P= 0.03).
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Cuadro 4. Caracteristicas del rumen de bovinos de carne en crecimiento alimentados con una dieta a base de

forraje suplementada con extracto de tanino de quebracho

Extracto de tanino de quebracho,% de P-Valores
MS de la dieta

Concepto O 1 2 SEM! Lineal Cuadrética
AGYV totales, Mm 108.8 100.3 100.4 4.6 0.08 0.29
AGV, mol/100 mol
Acetato 65.8 65.4 64.6 0.69 0.004 0.50
Propionato 19.0 19.0 19.6 0.55 0.17 0.36
Butirato 10.5 104 10.6 0.58 0.69 0.78
Acetato:propionato 3.50 3.47 3.31 0.12 0.03 0.37
NHs, Mm 10.35 9.39 9.08 0.81 0.03 0.50
nl=12.

Adaptado de Beauchemin et al. (2007)
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Cuadro 5. Efectos de la corteza de pino (PB) sobre la fermentacién ruminal y N-Ureico en plasma en cabritos
mestizos Kiko

Dietas P-Valores

Concepto Control 15% PB  30% PB SEM Lineal Cuadrética
Peso inicial, Kg 27.4 27.5 27.3 1.04 0.97 0.91
Peso final, Kg 34.9 37.0 38.0 1.29 0.06 0.89
GDP, g/d 91 114 129 7.28 0.01 0.89
CMS Total, g/d 1,279 1,320 1,509 54.0 0.001 0.30
G:.C 0.074 0.086 0.086 0.042 0.04 0.05
AGYV totales, mM 59.3 56.2 53.8 2.31 0.13 0.91
AGV, mM

Acetato 38.8 36.8 33.6 1.64 0.04 0.77
Propionato 12.0 11.3 11.5 0.59 0.62 0.54
Butirato 5.7 6.4 3.8 1.51 0.41 0.30
Isovalerato 0.68 0.52 0.39 0.08 0.01 0.89
Valerato 0.66 0.57 0.57 0.11 0.64 0.77
Acetato:propionato 3.45 2.73 2.80 0.11 0.01 0.01
N amoniacal, mg/DI 11.06 9.8 8.2 0.62 0.003 0.99
N-Ureico en plasma, mg/dL 21.0 22.7 21.9 1.05 0.55 0.32

Adaptado de Min et al. (2012)
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Delgado et al. (2013), evaluaron la suplementaciéon con follaje de L.
leucocephala sobre consumo, produccion de metano in vivo y digestibilidad
aparente (DA) de MS, MO y FND, en dietas para ovinos en crecimiento. Las
dietas consistieron en 63% de forraje fresco de Pennisetum purpureum Vc.
Cuba CT-169 y 37% de concentrado (dieta control, A) o 63% de forraje fresco
de Pennisetum purpureum Vc. Cuba CT-169, 27% de Leucaena leucocephala y
10 % de concentrado (dieta experimental, B). El periodo experimenta fue de 18
dias, con 12 de adaptacion y 6 de muestreo. Los ovinos que recibieron el
tratamiento B incrementaron en un 19% el CMS (P< 0.01). No hubo diferencias
en cuanto a digestibilidad de MS, MO y FDN. En las emisiones de metano los
ovinos que fueron sometidos a la dieta experimental presentaron una
disminucién del 15% (L/kg de MS consumida) con respecto al grupo control. En
otro experimento Ayala (2013), menciona que ovinos de raza Pelibuey
alimentados con una dieta de finalizacién al adicionarles 1.5 % y 2.5 % de
taninos, no afecta el CMS, GDP, eficiencia alimenticia (P> 0.05) con respecto al
tratamiento control, sin embargo, la digestibilidad in vitro de las dietas que

contienen taninos es menor (P< 0.05) en comparacion al grupo control.

Saponinas

Las saponinas estructuralmente son compuestos organicos que
contienen uno o varios azucares, se componen de un nucleo soluble en grasa,
tienen un esteroide o triterpenoide con una o0 mas cadenas laterales de hidratos
de carbono solubles en agua, las dos principales fuentes comerciales de
saponinas son Yucca schidigera, que crece en el desierto mexicano y Quillaja
saponaria, un arbol que crece en las zonas aridas de Chile (Cheeke, 1999).
Cuentan con diferentes propiedades bioldgicas y fisicoquimica, cuando las
saponinas estan presentes en los alimentos se les considera como factores
anti-nutricionales, son excelentes agentes emulsionantes, tienen accion
antimicética, antiviral y anti-inflamatoria (Diaz, 2009). Diversos estudios han

demostrado que el suministro de saponinas en la dieta de rumiantes, mejora el
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crecimiento, la eficiencia alimenticia y la salud animal, ademas tienen efecto
sobre las bacterias proteoliticas y disminuye el nimero de protozoos a nivel
ruminal, obteniendo importantes beneficios nutricionales, al disminuir la
digestién de proteina en el rumen y reduciendo la produccién de amoniaco, lo
que resulta en un incremento del flujo de proteina a intestino delgado
(Carmona, 2007).

Saponinas esteroidales: este metabolito esta disponible en grandes
cantidades (5-10%) en los rizomas de estas plantas, algunos de los
mecanismos de accion de estos compuestos son: disminuyen la oxidacion de
los aminoacidos, accion antimicrobiana sobre algunos microorganismos
intestinales y favorecen la absorcion intestinal, estimulan la secrecion de
enzimas digestivas, aumentan la palatabilidad de los alimentos y mejoran el
estado inmunolégico del animal (Jouany y Morgavi, 2007). Algunas saponinas
aumentan la permeabilidad de la mucosa intestinal in vitro, inhiben el transporte
activo y facilitan la absorcion de sustancias que normalmente no son
absorbidas, ademas reducen la digestibilidad de la proteina, probablemente por
la formacién de complejos proteina-saponina (Francis et al., 2002).

Uso de saponinas en la alimentacién animal

Wang et al. (2011), realizaron un estudio en novillos en crecimiento y
finalizacién, para evaluar el efecto de diferentes procesamientos del grano de
cebada. En un primer experimento utilizaron 180 novillos Britanicas x Charolais
(250-300 kg de peso), se agruparon por peso en tres diferentes grupos (60 por
grupo) y fueron colocados al azar en uno de seis corrales (10 novillos por
corral). Los tratamientos fueron los siguientes: 1) rolado en seco (D), 2)
templado durante 4 horas a 18% de humedad y luego rolado (M), 3) templado
durante 4 horas a 18% de humedad con 60 ppm de surfactante (a base de
saponinas) y luego rolado (MS). Las dietas y el agua se ofrecieron ad libitum.
Los diferentes procesados de grano no afectan el CMS en las diferentes etapas
de la prueba. La GDP en etapa de crecimiento es mayor (P<0.05) cuando los
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novillos reciben las dietas M y MS; sin embargo, en etapa de finalizacién no hay
diferencias. La eficiencia alimenticia incrementa (P<0.05) en etapa de
crecimiento y se observa una tendencia a mejorar (P<0.10) en etapa de
finalizacion utilizando las dietas M y MS, como resultado de esto la eficiencia
alimenticia en general incrementa (P<0.05) utilizando las dietas M y MS
comparadas con D. Los novillos alimentados con M presentaron mayor
rendimiento en canal (P<0.01) y mayor area del musculo longissimus dorsi
(P<0.05) que los alimentados con D o MS. Sin embargo, el grupo alimentado
con MS alcanz6 el grado més alto de calidad de la canal, que era 5% mayor
que D y 28% mayor que M, segun el sistema de clasificacion de la canal

Canadiense.

También realizaron un experimento in vitro, en dos periodos
experimentales, grano de cebada molido a 1.0 mm sin surfactantes (P1) o
rolado al vapor como el procedimiento usado en el corral de engorde (P2). El
grano de cebada era laminado a vapor para minimizar el impacto de variacién
de particulas en la fermentacion in vitro, ya que utiliza s6lo una pequefia
cantidad (500 mg) de sustrato. Se afiadi6 un buffer mineral (1.0 ml) que
contiene surfactante en cantidades de 0, 2.5, 5.0 o 10 ul al grano de cebada 16
horas (h) antes de agregarlas al vial. El fluido ruminal que se utilizo fue a partir
de dos vacas con canulas en rumen, alimentadas con una dieta de cebada y
silo (40:60). La digestion aparente de MS, almidén y la produccion total de gas
son menores (P<0.001) en el P2, a las 4, 12 y 24 h de incubacion. La
produccién de Acetato disminuye de forma lineal (P<0.001) conforme
incrementa la dosis de surfactante a las 4 h de incubacion y es menor
(P<0.001) en P2 comparada con el P1 a las 12 h. El Propionato incremento de
forma lineal (P<0.001) a 4 y 12 h de incubacién y presenta una tendencia
(P<0.10) a incrementar en 24 h de incubacion. La produccion de Butirato es
mayor (P<0.001) en el P2 a las 4 y 12 h, comparadas con el P1. La relacion
Acetato:propionato (A:P) disminuye (P<0.01) de forma lineal en el P2 conforme

incrementa la dosis de surfactante durante las 24 h de incubacion.
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Zinn et al. (1998), evaluaron el efecto de humedecer el maiz y adicionar
surfactantes a diferentes dosis (43, 172, y 430 mg por kg de maiz) sobre su
valor nutritivo antes de ser procesados (rolado). Realizaron dos pruebas una de
comportamiento y una de digestion. En el primer experimento se utilizaron 125
novillos mestizos con un peso inicial promedio de 372 kg en etapa de
finalizacion. Las dietas experimentales fueron las siguientes: 1) Maiz rolado en
seco (DRC); 2) Maiz rolado en humedo (TRC), 43 mg de surfactante
(SarTemp®) / kg de maiz; 3) Maiz rolado en himedo (TRC), 172 mg de
surfactante (SarTemp®) / kg de maiz; 4) Maiz rolado en himedo (TRC), 430 mg
de surfactante (SarTemp®) / kg de maiz; 5) maiz rolado a vapor (SRC). Los
novillos tuvieron acceso ad libitum a los tratamientos y se pesaron al inicio y al
final de la prueba. La respuesta de los novillos a las dietas con diferentes
niveles de surfactantes fue similar; sin embargo, se observé una tendencia a
mejorar (P<0.10) la GDP (9%), eficiencia alimenticia (5%) y EN de la dieta (3%)
en comparacion con el DRC. El peso en canal caliente fue mayor (3%) en las
dietas con surfactantes contra DCR. Ademas el area del ojo de la costilla
incremento de forma lineal (P<0.10) conforme la dosis de surfactante

incrementa en TRC.

El segundo periodo experimental fue una prueba de digestion, utilizaron
5 novillos Holstein con canulas en rumen y duodeno, utilizando un disefio en
cuadro latino. Las dietas experimentales fueron las mismas que en el periodo 1.
Las dietas con surfactantes no tienen efecto sobre la digestibilidad de tracto
total del N, Almidon y MO, tampoco sobre la energia digestible (ED). Sin
embargo, el flujo de MO a duodeno incrementa (P<0.05) de forma lineal con las
dietas TRC. Como resultado del incremento en las concentraciones de
surfactantes disminuye la digestibilidad de la MO, por el contrario la eficiencia
nitrégeno microbiano (NM eficiencia) incrementa (P<0.05). Sin embargo cuando
se utilizo la dieta SFC, el flujo de N no amoniacal, N microbiano a duodeno fue
mayor (P<0.01), al mismo tiempo el N alimenticio mostro una tendencia a fluir
en mayor cantidad a duodeno; la digestibilidad del N post-ruminal y tracto total

fue mayor en SFC vs TRC.
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Klita et al. (1996), evaluaron la suplementacion de saponinas extraidas
de raices de alfalfa (Medicago sativa) sobre la concentracion de AGV, pH
ruminal y nimero de protozoos en ovinos de la raza Suffolk. Los tratamientos
fueron los siguientes 1 (Og de extracto de saponinas al dia), 2 (43g de extracto
de saponinas al dia), 3 (86 g de extracto de saponinas al dia) y 4 (172 g de
extracto de saponinas al dia), utilizando un disefio en cuadro latino 4x4. Debido
a que el extracto de saponina contiene 50.6% de sacarosa, se administro
sacarosa simultaneamente con saponinas para proporcionar una cantidad
similar de sacarosa en todos los tratamientos (86, 64.5, 43 y 0 g de sacarosa).
El CMS no es afectado por los niveles de inclusion de saponinas. Sin embargo,
cuando los ovinos reciben las dietasl, 2 y 3 el flujo de MO y N total a duodeno
incrementa (P<0.05), por el contrario, la digestibilidad ruminal de MO y N
disminuye (P<0.05). La digestibilidad aparente de tracto total del N disminuye
de forma lineal (P<0.05) conforme incrementa la dosis de saponinas. Los
niveles de inclusién de saponinas no presentaron diferencias en la produccion
de CO2 y CHa4 contra el grupo control. Los resultados en la produccion de AGV
se muestran en el cuadro 6. La produccién de Butirato presenta una tendencia a
disminuir (P>0.05) cuando los ovinos reciben los tratamientos 1, 2 y 3. La
produccion de acido. Valérico tiende a incrementar (P<0.10) y la produccion de
isobutirico e isovalérico se reduce (P<0.05) conforme incrementa la dosis de
saponinas (dia 14 de muestreo). Indiscutiblemente la inclusion de saponinas
tiene efectos positivos sobre las cargas parasitarias, el nimero de protozoos
disminuye de forma lineal (P<0.01) conforme incremento el nivel de inclusion de

saponinas en la dieta.

Liu y Zhou (2013), realizaron una investigacion en gansos de Dongbei
blancos (878 + 13 g de peso vivo y 28 dias de edad), con el objetivo de evaluar
el efecto de la ingesta de pastos (Medicago sativa) como fuente de saponinas
sobre las caracteristicas de la canal, oxidacion de lipidos y la composicion de
acidos grasos de gansos. Los tratamientos fueron los siguientes: Control (las

aves no tenia acceso a los pastos) y pastos (aves con acceso a una pastizal a
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Cuadro 6. Efectos de tratamientos con saponina sobre el pH ruminal,
poblaciones de protozoos y concentraciones de &acidos grasos
volatiles (AGV)

Dosis de saponinas (% de MS) P-ValoresP
Concepto 0 1 2 4 SEM?2 L Q
Dia 2
Protozoos, x 10° 1.63 1.10 0.30 0.12 0.28 0.007 0.18
pH 6.44 6.54 6.39 5.97 0.06 0.001 0.02
AGYV totales, mM 76 73 69 97 2.29 0.001 0.003
Acetato 53 50 47 68 2.2 0.002 0.003
Propionato 15 15 15 20 0.73 0.003 0.03
Butirato 6.4 6.4 5.7 7.7 0.34 0.03 0.03
Isobutirico 040 046 027 019 0.06 0.02 0.74
Isovalerato 037 043 024 0.21 0.06 0.06 0.93
Valerato 0.67 0.69 0.70 1 0.08 0.01 0.18
A:P 3.59 3.35 3.27 3.48 0.12 0.69 0.09
Dia 14
Protozoos, x 10° 165 095 032 019 0.12 .001 0.01
pH 6.55 6.61 6.56 6.45 0.09 0.32 0.45
AGYV totales, mM 63 67 65 74 7.3 0.35 0.77
Acetato 44 46 44 51 5.0 0.33 0.69
Propionato 12 14 14 14 1.7 0.55 0.64
Butirato 55 54 5.2 7.0 0.55 0.09 0.20
Isobutirico 046 041 0.25 0.28 0.06 0.01 0.16
Isovalerato 054 044 029 0.29 0.06 0.01 0.16
Valerato 056 063 066 0.79 0.08 0.08 0.96
A:P 3.52 3.16 3.34 3.64 0.16 0.33 0.12

SEM?2 Valores basados en cuatro observaciones en el dia 2 y 14.
PP valor de probabilidad para L= efecto lineal y Q = efecto cuadrético.

Adaptado de Klita et al. (1996)



25

base de alfalfa). En los 2 tratamientos las aves fueron alimentadas ad libitum,
con un concentrado a base de maiz. Los gansos que recibieron el tratamiento
experimental fueron colocados en corrales portatiles sobre el pastizal
diariamente para estimular el consumo de alfalfa, el consumo de pradera fue
estimada en base a la evaluacion de los niveles de biomasa presente en el
pasto antes y después del pastoreo. La alfalfa tiene 2.27% de saponinas. En el
presente estudio los gansos que tuvieron acceso al pastizal presentaron
mejoras en la calidad de la canal, disminuyo 12% la cantidad de grasa
subcutdnea (P< 0.05) y 28% la grasa abdominal (P< 0.05), no presentaron
diferencias en esfuerzo al corte, sin embargo, la luminosidad mejoro (P< 0.05)
en los gansos que estuvieron en pastoreo. Por otra parte, el consumo de pastos
aumento el acido linolénico (C18: 3 n-3, P< 0.05) y el acido eicosapentaenoico
(C20:5n-3, P< 0.05), ademas, la proporcion n-6: n-3 fue menor cuando los

gansos estuvieron sometidos a la dieta experimental (P< 0.05).

Alcaloides isoquindlicos

Son un amplio y diverso grupo de alcaloides con mas de 2500
estructuras definidas, su actividad farmacolégica hace que muchos de ellos
sean Utiles como productos farmacéuticos (Facchini, 2001). Plantas como
Macleaya cordata son una fuente de compuestos bioactivos (Figura 3),
principalmente alcaloides de isoquinolina (Sanguinarina, Queleritrina y
Alocriptopina), M. cordata esta en la lista de Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) de las plantas explotadas como componente de aditivos
alimenticios para la produccion animal (Kosina et al., 2010). Las principales
propiedades de este tipo de alcaloides son: accion antimicrobiana especifica
(Colombo y Bosisio., 1996; Newton et al, 2002), actividad anti-inflamatoria
(Tanaka et al., 1993), efectos inmunomoduladores (Chatuverdy et al., 1997) y
funcionan como estimulantes del apetito (Mellor, 2001). Sanguinarina, que es

comun en la Papaveraceae y Fumariaceae, ha demostrado un control sobre la
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inflamacion mediante la regulacion de un factor de transcripcién (Zulak et al.,
2006).

‘ ‘ o>
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OCHs
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Protopina Alocriptopina

Figura 3. Los principales alcaloides de isoquinolina en la planta M. cordata.

(Kosina et al., 2010).
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Uso de los alcaloides isoquindlicos en la alimentacion animal

Lee et al. (2015) utilizaron 840 pollos Ross en un experimento con una
duracion de 35 dias para evaluar los efectos de la suplementacién de
Sanguinarina a diferentes dosis sobre el crecimiento, peso de dérganos,
microflora del ciego, concentracion de colesterol y caracteristicas de la canal.
Los pollos se pesaron individualmente y se colocaron al azar en corrales con 30
pollos por corral y con 7 corrales por tratamiento. La fuente de Sanguinarina es
Sangrovit® (Sangrovit®, Fitobidticos, Eltville, Alemania). Los tratamientos son
los siguientes: dieta basal a base de maiz amarillo (control), control mas
Avilamicina 10 ppm como promotor de crecimiento (AGP), Sangrovit a 20
(SGV20) y 50 (SGV50) ppm. Los tratamientos y el agua se proporcionaron ad
libitum. Los pollos alimentados con AGP y SGV50 obtuvieron un peso mayor al
final de la prueba (P<0.05), la GDP fue mayor a los 35 dias para los pollos
alimentados con las dietas experimentales (AGP, SGV20 y SGV50)
comparadas con el grupo control (P<0.05). El CMS durante el periodo de 22-35
dias fue mayor para SGV50 el cual fue similar a AGP y SGV20, pero diferente
de control (P<0.05). Los grupos AGP y SGV20 fueron mas eficientes en la
utilizacion del alimento. La suplementacién con los diferentes niveles de
sanguinarina no presento efecto sobre el peso de los 6rganos (bazo y bolsa de
Fabricio), grasa abdominal, masculo de la pierna y pecho. El peso de yeyuno
fue menor en los pollos alimentados con SAG20 y SAG50; Sin embargo, la
longitud de yeyuno e ileon fue mayor en estos grupos (P<0.05) comparados con
el grupo control. El conteo de coliformes fue similar para todos los tratamientos,
por otra parte, el nUmero de bacterias productoras de acido lactico fue mayor
(P<0.05) en los tratamientos SGV20 y SAG50 comparadas con el tratamiento
control. Los niveles de colesterol fueron significativamente mas bajos (P<0.05)
en los tratamientos con las diferentes dosis de Sangrovit comparadas con el
grupo control, ademas, se midié6 malondialdehido (MDA) como un indicador del
nivel de la preoxidacion de los lipidos y se encontré que las dietas adicionadas
con Sangrovit tienen niveles mas bajos (P<0.05) comparadas con los que

reciben el tratamiento control y Avilamicina.
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Zdunczyk et al. (2010) evaluaron el efecto que genera la inclusion de
sanguinarina a base de M. cordata en dietas para pollos de engorda. Para este
estudio se utilizaron 1000 pollos (Cobb) de un dia de edad alojados en dos
grupos con 10 repeticiones por grupo y 50 pollos por repeticion. Utilizando una
dieta basal a base de trigo y maiz (control) y la misma dieta pero con un nivel
de inclusion de Sangrovit (30 mg por kg de dieta), los pollos tuvieron acceso ad
libitum a las dietas y agua. La inclusion de Sangrovit en la dieta de pollos no
genero cambios sobre CMS, GDP, conversion alimenticia (CA), produccion de
amoniaco, MS del contenido cecal; sin embargo el pH de la digesta cecal
presenta una tendencia (P=0.06) a disminuir en el grupo alimentado con
Sangrovit. La inclusién de 30 g/kg de Sangrovit en la dieta incrementa (P<0.05)
la produccion de butirato y el perfil de acidos grasos de cadena corta (Cas) es
mayor (P<0.05). En las caracteristicas de la canal no se observaron diferencias
en cuanto a peso y pH (pechuga y muslo) entre los dos tratamientos. La
composicidon de los acidos grasos de la carne de la pechuga es modificada con
las diferentes dietas, la concentracion de linoleico y a-linolénico incremento
(P<0.05) en el grupo alimentado con Sangrovit, por el contrario esta misma
dieta disminuye de forma significativa (P<0.05) los siguientes acidos grasos:
oleico, gadoleico, docosapentaenoico y docosahexaenoico comparadas con el
tratamiento control. La relacion n-6:n-3 incrementa (P<0.05) en el grupo
alimentado con Sangrovit, por el contrario, la relacion C18:1:C18:0 es mayor
(P<0.05) en el grupo control comparado con los pollos que recibieron la dieta

con Sangrovit.

Vieira et al. (2008b), evaluaron el efecto de suplementar diferentes dosis
de Sangrovit en dietas para pollos (Cobb x Cobb 500). Utilizaron 1540 pollos
alojados en cuatro grupos (44 corrales por grupo y 35 pollos por corral). Las
dietas experimentales fueron las siguientes: una dieta basal (maiz y harina de
soya) control, suplementado con Sangrovit (50 ppm de 1- 21 d; 25 ppm 22-42
d), &cidos organicos (8 kg/ Ton 1-7 d; 6 kg/ Ton 7-21 d; 4 kg/ Ton de 21-35d vy 2
kg/ Ton de 35-42 d) y una mezcla de los dos aditivos (Sanguinarina + acidos

organicos). Las dietas experimentales y agua se ofrecieron al libitum. No se
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observaron diferencias en el CMS al final de la prueba, solo en el periodo de 22-
35d, el grupo alimentado con Sanguinarina + &cidos organicos reduce (P<0.05)
el CMS. La GDP fue mayor (P<0.05) en el grupo alimentado con Sanguinarina a
los 21d comparado con el grupo control. La conversion alimenticia en los grupos
alimentados con Sanguinarina y Sanguinarina + acidos organicos fue mejor
(P<0.05) a los 42 dias comparadas con el grupo control y el grupo que recibi6
acidos organicos. La morfologia intestinal y las caracteristicas de la canal no

fueron afectadas por la suplementacion de sanguinarina.

Vieira et al. (2008a), realizaron un estudio para evaluar la inclusion de
diferentes niveles de Sangrovit en la alimentacion de pollos Ross x Ross 308
(hembras). Las aves se colocaron al azar en uno de 5 grupos, con 8 corrales
por grupo y de 10 aves por corral. Se utilizé una dieta basal a base de maiz y
harina de soja, la dieta y el agua se ofrecié ad libitum. Los tratamientos fueron
los siguientes: dieta basal (control) y cuatro diferentes niveles de Sangrovit
(12.5, 25, 37.5 y 50 ppm). El peso de los pollos incremento de forma lineal en el
grupo alimentado con Sangrovit (P<0.05) a los 21 dias. La conversiéon
alimenticia es mejor (P<0.05) en el grupo alimentado con 37.5 ppm en
comparacion con el grupo control. EI consumo de alimento fue mayor (P<0.05)
en la primer semana en los grupos alimentados con Sangrovit, pero no se

observaron diferencias en los periodos siguientes.

Pickler et al. (2013), evaluaron los efectos del uso de sanguinarina en el
agua potable en el recuento de Salmonella Enteritidis, la morfologia intestinal y
expresion de células inmunes en la sangre periférica y la mucosa intestinal de
los pollos de engorda desafiados con Salmonella Enteritidis. Las aves se
alojaron al azar en dos tratamientos con 4 réplicas por tratamiento (15 pollos
por replica). Tratamiento 1, dieta basal y agua potable sin sanguinarina,
tratamiento 2, dieta basal mas 100g de sanguinarina por cada 1,000 L de agua,
24 h después del desafio con Salmonella Enteritidis durante 6 dias. EI manejo
de las aves fue similar para ambos grupos. El nimero de muestras positivos y

negativos de ciego y cultivos después de la inoculacion (DPI) con Salmonella
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Enteritidis fue menor (P<0.05) en el grupo alimentado con sanguinarina a los 7
dias. La altura de las vellosidades en duodeno, yeyuno y ciego fue menor en el
tratamiento con sanguinarina (P<0.05), también la profundidad de las criptas fue
afectada con la suplementacion de sanguinarina siendo menor (P<0.05) en
yeyuno e ileon comparadas con el grupo control. El recuento de CD*3 fue
menor (P<0.05) en el grupo alimentado con sanguinarina, por otra parte, el
conteo de CD4, CD8, CD8a, CD8p, la relacion CD4:CD8a, TCR ap VB1y CD28
fue mayor (P<0.05) en el tratamiento con sanguinarina comparada con el grupo
control, por lo cual se concluye que la suplementacion con sanguinarina mejora

la respuesta inmune contra Salmonella Enteritidis.

Aguilar-Hernandez et al. (2016), evaluaron el efecto de diferentes niveles
de inclusion de un extracto vegetal estandarizado que contenia alcaloides
cuaternario de benzofenantridina y protopina (QBA+PA) en novillos Holstein
alimentados con una dieta de finalizacibn sobre el comportamiento de
fermentacién ruminal, caracteristicas de digestion y sintesis de proteina
microbiana. Fueron utilizados cuatro novillos Holstein (con canulas en rumen y
duodeno) en un disefio de cuadro latino 4 x 4. La dieta basal fue a base de maiz
rolado (62%) y heno de Sudan (12%), el resto de la dieta se compone de
granos de destileria, melaza, grasa y minerales. Los tratamientos fueron los
siguientes 0, 2, 4 0 6 g de Sangrovit-RS por novillos por dia, lo que representa
un consumo diario de 0, 6, 12 y 18 mg de QBA+PA. Los resultados se muestran
en los cuadros 7 y 8. El flujo de MO y nitrégeno microbiano (MN) presentan una
tendencia a incrementar (P=0.06) conforme incrementa la dosis de QBA+PA. El
flujo de nitrdgeno no amoniacal (NAN) incrementa de forma lineal (P=0.04)
conforme incrementa la dosis de QBA+PA, en contraste el flujo de nitrégeno
amoniacal (NHs-N) disminuye de forma lineal (P<0.01) conforme incrementa la
dosis de Sangrovit-RS. La suplementacion con diferentes niveles de QBA+PA
no presento efectos sobre la digestion ruminal, postruminal y tracto total de
almidon, MO y FDN; sin embargo la eficiencia microbiana y la eficiencia de N
incremento (P=0.04) a nivel de digestién ruminal, la digestion postruminal y de

tracto total del N incrementa (P<0.01) conforme aumentaba la dosis de
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QBA+PA. La energia digestible de la dieta mostro una tendencia a incrementar
(P=0.09) conforme la dosis de QBA+PA lo hacia. La suplementacion con los
diferentes niveles de QBA+PA tiene efectos directos sobre la produccion de N
amoniacal, el cual disminuye (P<0.01) conforme incrementa la dosis
administrada. La produccion total de AGV y la relacion Acetato: propionato no
es afectada con la suplementacién de QBA+PA. Sin embargo, la produccién de
Acetato incrementa de forma lineal (P=0.03) y la de Valerato disminuye de

forma lineal (P<0.01) conforme incrementa la dosis de QBA+PA.
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Cuadro 7. Influencia del nivel de suplementacion de alcaloides cuaternarios de
benzofenantridina y protopina (QBA+PA) sobre las caracteristicas de
digestion ruminal y de tracto total en novillos Holstein canulados

QBA+PA?*, mg*Novillo-**d! Contrastes P-Valores
Concepto 0 6 12 18 SEM Lineal Cuadra Cubica
tica

Consumo, g/d

MS 5,314 5,316 5,318 5,320

MO 5,007 5,007 5,007 5,007

FDN 874 874 874 874

Almidon 2,538 2,538 2,538 2,538

N 122 122 122 122

ED, Mcal/d 23.62 23.62 23.62 23.62

Flujo a duodeno, g/d

MO aparente 2,438 2,486 2,615 2,485 49 0.27 0.12 0.17
MO microbiana 615 628 659 644 12 0.06 0.27 0.27
FDN 473 471 485 472 28 0.95 0.83 0.74
Almidon 419 393 397 370 52 0.58 0.89 0.91
N 123 125 131 131 2.31 0.05 0.68 0.52
NHs-N 391 329 249 254 0.15 <0.01 0.07 0.17
NAN? 118.7 121.7 128.1 127.8 2.88 0.04 0.59 0.46
NM3 61.48 62.81 65.83 64.43 1.13 0.06 0.27 0.27

N alimenticio 57.01 58.83 62.27 63.39 2.62 0.10 0.93 0.76

Digestion ruminal, % del consumo

MO* 59.90 59.26 57.40 59.58 0.92 0.52 0.17 0.25
FDN 4585 46.03 44.45 46.05 3.20 0.94 0.83 0.74
Almidoén 83.51 84.52 84.35 85.38 211 0.58 0.99 0.81
N alimenticio 53.13 51.78 48.96 48.04 1.92 0.08 0.73 0.65
Eficiencia 19.37 19.95 21.58 20.36 0.40 0.04 0.11 0.11
Microbiana®

Eficienciade N® 0.97 1.00 1.05 1.05 0.02 0.04 0.59 0.45
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Digestion postruminal, % del consumo

MO 59.53 60.62 64.90 92.02 183 0.20 0.32 0.26
FDN 13.79 8.41 1489 1265 7.38 0.92 0.84 0.55
Almidon 93.04 91.76 91.49 94.18 169 0.68 0.29 0.80
N 71.13 73.21 76.28 75.79 0.68 <0.01 0.11 0.19
Excrecion fecal, g/d
MS 1,113 1,118 1,050 1,083 412 0.28 0.56 0.43
MO 985 978 918 943 389 0.32 0.70 0.46
FDN 406 424 413 407 13.7 0.84 0.42 0.59
Almidon 27.7 326 323 205 419 0.29 0.09 0.75
N 353 334 309 315 0.75 <0.01 0.16 0.35
ED, Mcal/d 5.14 5.10 4065 4.82 0.16 0.09 0.55 0.20
Digestion tracto total, % del consumo
MS 78.67 78.86 80.24 79.61 0.77 0.28 0.58 0.43
MO 80.34 80.46 81.67 81.17 0.78 0.32 0.70 0.46
FDN 53.48 51.45 52.74 53.40 1.57 0.88 0.43 0.60
Almidon 98.91 98.72 98.73 99.19 0.17 0.29 0.09 0.75
N 7118 72.64 74.60 74.17 0.62 <0.01 0.16 0.35
ED, % 78.25 78.40 80.31 7959 0.68 0.09 0.54 0.20
ED  dietética, 3.48 348 357 354 0.03 0.09 0.54 0.20
Mcal/kg

'La fuente de QBA+PA utilizada fue Sangrovit-RS (Fitobitticos
Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemania).

2NAN= N no amoniacal
SNM= N microbiano

“La materia organica fermentada en el rumen se estimé como la MO consumida
menos la diferencia entre la cantidad de MO total que llega el duodeno y MO
microbiana que llega a duodeno

5 Eficiencia microbiana se estima como NM en duodeno (g/kg MO real fermenta
en rumen)

bEficiencia de N estimada como NAN (g/g de N consumido)

Adaptado de Aguilar-Hernandez et al. (2016)
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Cuadro 8. Influencia del nivel de suplementacion de alcaloides cuaternarios de benzofenantridina y protopina
(QBA + PA) sobre pH ruminal, NH3-N, concentracion de AGV y estimacion de produccion de

metano?
QBA+PA?, mg*Novillo-t*d? Contrastes P-Valores

Concepto 0 6 12 18 SEM Lineal Cuadratica  Cubica
pH 6.27 6.29 6.23 6.44 0.09 0.16 0.55 0.42
N-NHs en Rumen, mg/dl| 17.12 13.18 10.9P 11.7° 0.57 <0.01 0.05 0.84
AGYV totales, moles 72.6 73.8 72.1 70.2 4.3 0.66 0.73 0.90
AGV, mol/100 mol

Acetato 48.8 53.7 54.4 54.4 1.35 0.03 0.12 0.56
Propionato 30.5 32.3 314 30.5 2.65 0.93 0.64 0.82
Butirato 15.2 10.9 11.6 11.9 1.75 0.16 0.20 0.56
Isovalerato 2.5 1.7 1.6 1.7 0.22 0.06 0.09 0.51
Valerato 2.72 1.40 1.3° 1.4° 0.11 <0.01 0.01 0.06
Acetato:propionato 1.60 1.66 1.76 1.79 0.24 0.80 0.84 0.96
Produccién de metano® 0.44 0.46 0.48 0.47 0.03 0.39 0.78 0.62

Ab letras diferentes existe diferencia significativa (P<0.05)
! promedio de las muestras tomadas después de 4 y 8 h de la alimentacion.
2 la fuente de QBA+PA fue Sangrovit-RS (Fitobiéticos Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemania)

3mol por mol de glucosa fermentada (Wolin, 1960)

Adaptado de Aguilar-Hernandez et al. (2016).
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CONCLUSIONES

La inclusion de alcaloides isoquindlicos (cuaternarios de
benzofenantridina y protopina) en dietas de finalizacion para ovinos ayuda a
mitigar los efectos negativos generados por la exposicion a condiciones de
estrés por calor severas. Incrementa la eficiencia con la que el animal utiliza la
energia sin afectar el consumo de materia seca ni las caracteristicas de la
canal. Estas respuestas pueden estar asociadas a mejoras en la fermentacién
ruminal, asi como a una reduccion en la inflamacién del tracto gastrointestinal y

a absorcion de nutrientes mas eficientes.
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ABSTRACT: Twenty Pelibuey x Katahdin ewes (35 £ 2.3 kg) were used in order to determine the effects
of the consumption of standardized plant extract containing a mixture of quaternary benzophenanthridine
alkaloids and protopine alkaloids (QBA+PA) on growth performance, dietary energetics, visceral mass,
and ruminal epithelial health in heat-stressed ewes fed with a high-energy corn-based diet. The basal diet
[13.9% crude protein and 2.09 Mcal of net energy (NE) of maintenance/kg of dry matter (DM)] contained
49.7% starch and 15.3% neutral detergent fiber. Source of QBA+PA was SANGROVIT® RS (SANG)
which contain 3 g of quaternary benzophenantridine and protopine alkaloids per kg of product. Treatments
consisted of a daily consumption of 0 or 0.5 g SANG/ewe. Ewes were grouped by weight and assigned to
10 pens (5 pens/treatment), with two ewes per pen. The experimental period lasted 70 days. The mean
Temperature Humidity Index (THI) during the course of this experiment was 81.7+ 1.0 (severe heat
stress). There were no treatment effects on water intake. Dry matter intake was not affected (p=0.70) by
treatments, but as a consequence of group fed SANG had a numerically (11.2%) higher gain in
comparison to the control group, SANG improved gain efficiency (8.3%, p=0.04), dietary net energy
(5.2%, p<0.01) and the observed-to-expected net energy (5.9%, p<0.01). Supplemental SANG did not
affect (p>0.12) carcass characteristics, chemical composition of shoulder, and organ weights (g’kg EBW)
of stomach complex, intestines, and heart/lung. Supplemental SANG decreased liver weight (10.3%,
p=0.02) and increased visceral fat (16.9%, p=0.02). Rumen epithelium of ewes fed SANG had lower
scores for cellular dropsical degeneration (1.30 vs 2.34, p=0.02), parakeratosis (1.30 vs 1.82, p=0.03) and
neutrophil infiltration (2.08 vs 2.86, p=0.05) than controls. It is concluded that SANG supplementation
helped ameliorate the negative effects of severe heat on growth performance of feedlot ewes fed high-
energy corn-based diets. Improvement in energetic efficiency may have been mediated, in part, by anti-
inflammatory effects of supplemental SANG and corresponding enhancement of nutrient uptake.

Key words: isoquinoline alkaloids, heat stress, high-energy diets, fed efficiency, small ruminants, ruminal

epithelial
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INTRODUCTION

Heat stress negatively affects daily weight gain and/or feed efficiency of feedlot cattle. Additionally, cattle
under heat stress show impaired immune function, particularly as related to the digestive tract, resulting in
increased risk of subclinical rumen acidosis (Uyeno, 2015). Antibiotic feed additives have benefited cattle
under heat stress, helping to maintain a healthy ruminal epithelium through selective effects on microbial
populations (Abdel-Samee, 1995). Niewold (2007) indicate that the effects of dietary supplementation
with subtherapeutic levels of antimicrobials may be mediated through anti-inflammatory mechanisms.
However, there is mounting concern regarding this practice and the development of antibiotic resistance
and public health. Thus, considerable effort has been directed toward advancing the use of more “organic”
alternatives. Among these, phytogenic compounds, such as isoquinoline alkaloids extracted from plants as
Macleaya cordata, have shown promise as feed additives in broilers and pigs (Kantas et al., 2014). The
quaternary benzophenanthridine and protopine alkaloids (QBA+PA) have both anti-inflammatory and
immunomodulatory effects (Kosina et al., 2010). These alkaloids have selective effects on microbial
growth along the digestive tract (Cushnie et al., 2014). In feedlot cattle, QBA+PA supplementation
decreased ruminal ammonia N concentration (Plascencia and Zinn, 2014). Theoretically, all these effects
are advantageous for ruminants under heat stress; however, research of the potential of QBA+PA as feed
additives for cattle is limited and there is no information available on the effects of QBA+PA
supplementation in finishing ruminants under conditions of severe ambient heat load. The aim of this
experiment was to evaluate the effects of inclusion of standardized plant extract containing isoquinoline
alkaloids (QBA+PA) on growth performance, dietary energy, carcass traits and health of the ruminal
epithelium in feedlot ewes fed finishing high-energy diets under conditions of severe temperature-

humidity index.

MATERIALS AND METHODS
All animal management procedures were conducted within the guidelines of locally-approved

techniques for animal use and care (NOM-051-ZO0-1995: humanitarian care of animals during
mobilization of animals; NOM-062-Z00-1995: technical specifications for the care and use of

laboratory animals. Livestock farms, farms, centres of production, reproduction and breeding, zoos and
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exhibition hall, must meet the basic principles of animal welfare; NOM-024-Z00-1995: animal health

stipulations and characteristics during transportation of animals.

Weather measurement and THI estimation

Climatic variables (ambient temperature and relative humidity) were obtained every hour from
on-site weather equipment (Thermohygrometer Avaly, Mod. DTH880, Mofeg S.A., Zapopan, Jalisco)
throughout the experimental period. The temperature humidity index was calculated using the following

formula: THI = 0.81x T + RH (T — 14.40) + 46.40 (Hahn, 1999).

Animals, diet and experimental design

Twenty Pelibuey x Katahdin (35 * 2.3 kg body weight, BW) ewes were grouped by weight and assigned
to 10 pens, with two ewes per pen. Pens had a size of 6 m2 with overhead shade, automatic waterers and 1
m fence-line feed bunks. Two weeks before initiation of the experiment, the ewes were treated for
parasites (Tasasel 5%, Fort Dodge, Animal Health, México) and injected with 1x106 U vitamin A (Synt-
ADE, Fort Dodge Animal Health, México). The source of QBA+PA used was Sangrovit-RS (SANG;
Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Germany) which is a standardized plant extract
preparation consisting of the QBA+PA extract from Macleaya cordata. The extract is a standardized to
contain 3 g of quaternary benzophenanthridine and protopine alkaloids per kg of product with a carrier
based on rye flour plus salt. Treatments consisted of a basal diet (Table 1) supplemented to provide 0 or
0.5 g/lewe/day of SANG. Ewes were fed 0.3 kg (as fed basis) of the basal diet in the morning feeding
(0800 h), and the remainder in the afternoon feeding. To ensure daily consumption, the total daily dosage
of SANG was provided in the morning feeding as part of the complete mixed diet. This was accomplished
by combining 50 g of SANG (hand-weighed using a precision balance, Ohaus, mod. SCOUT PRO SP401,

Pine Brook, NJ) with 30 kg of the basal diet in a 90-kg capacity paddle mixer (Leon Weill mixer, model
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30910-7, Coyoacan, Mexico) and mixing for 10 min before feeding to ewes. Ewes were weighed before
the morning meal on day 1 and day 70 (harvest). The initial BW was converted to shrunk body weight
(SBW) by multiplying the weight by 0.96 to adjust for the gastrointestinal fill, and all ewes were fasted
(feed, but not drinking water was withdrawn) for 18 h before recording the final BW. Ewes were allowed
ad libitum access to dietary treatments. Daily feed allotments to each pen were adjusted to allow minimal
(<5%) feed refusals in the feed bunk. The amounts of feed offered and of feed refused were weighed daily.
Ewes were provided fresh feed twice daily at 0800 and 1400 hours. Feed bunks were visually assessed
between 0740 and 0750 hours each morning, refusals were collected and weighed and feed intake was
determined. Water consumption was measured daily at 0700 h by dipping a graduated rod into the tank
drinker (one watering tank for each pen). Once the measure was taken, the remaining water was drained,

and the tanks were refilled with fresh water.

Laboratory analyses and calculations

Feed samples were subject to the following analysis: Dry matter (oven drying at 105°C until no further
weight loss; method 930.15; AOAC 2000); ash (method 942.05; AOAC, 2000), Kjeldahl N (method
984.13; AOAC, 2000); aNDFom [Van Soest et al., 1991, corrected for NDF-ash, incorporating heat stable
a-amylase (Ankom Technology, Macedon, NY) at ImL per 100 mL of NDF solution (Midland Scientific,

Omaha, NE)]; and starch (method 996.11; AOAC, 2000).

The estimations of dietary energetic and expected dry matter intake were performed based on the
estimated initial and final SBW. Average daily gains (ADG) was determined by subtracting the initial BW
from the final BW and dividing that result by the number of days on feed. The efficiency of BW gain was
computed by dividing ADG by the daily dry matter intake (DMI). The estimation of expected DMI was
determined based on observed ADG and average SBW according to the following equation: expected
DMI, kg/d = (EM/NEm) + (EG/NEg), where EM (energy required for maintenance, Mcal/d =
0.056xSBW0.75 (NRC, 1985), EG (energy gain, Mcal/d) = 0.276x ADGx SBW 0.75 (NRC, 1985), and
NEm and NEg are 2.05 and 1.38 Mcal/kg, respectively (derived from tabular values based on the
ingredient composition of the experimental diet; NRC, 1985). The coefficient (0.276) was estimated

assuming a mature weight of 113 kg for Pelibuey x Kathadin (Estrada-Angulo et al., 2013). Dietary NE
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was estimated by means of the quadratic formula: x = (-b - \ b2 — 4ac)/ 2c, where x = NEm, a =-0.41EM,

b =0.877 EM + 0.41 DMI + EG, and ¢ = -0.877 DMI (Estrada-Angulo et al., 2013).

Carcass and visceral mass data

After harvest, ewes were skinned, and the gastrointestinal (GIT) organs were separated and
weighed. After carcasses (with kidneys and internal fat included) were chilled in a cooler at -2 to 1°C for
48 h, the following measurements were obtained: (1) body wall thickness (distance between the 12th and
13th ribs beyond the ribeye, five inches from the midline of the carcass); (2) fat thickness perpendicular to
the M. longissimus thoracis (LM), measured over the center of the longissimus muscle between the 12th
and 13th rib; (3) LM surface area, measure using a grid reading of the cross sectional area of the
longissimus muscle between 12th and 13th rib, and 4) kidney, pelvic and heart fat (KPH). The KPH was
removed manually from the carcass, and afterwards weighed and reported as a percentage of the cold
carcass weight (USDA, 1982). Shoulders were obtained from the forequarter. The weights of shoulder
were subsequently recorded. The shoulder composition was assessed using physical dissection by the

procedure described by Luaces et al. (2008).

All tissue weights are reported on a fresh tissue basis. Organ mass was expressed as grams of
fresh tissue per kilogram of final empty body weight (EBW). Final EBW represents the final full BW
minus the total digesta weight. The stomach complex was calculated as the digesta-free sum of the
weights of the rumen, reticulum, omasum and abomasum. The ruminal epithelial histology was evaluated
on samples obtained from the rumen (cranial, dorsal and ventral sac) immediately following evisceration.
The fixation protocol of ruminal papillae was based upon methodology reported by Graham and Simmons

(2005).



Statistical analyses

Performance (DM, gain, gain efficiency, observed dietary NE, observed-to expected dietary NE
ratio, and observed-to-expected DMI ratio) and carcass data were analyzed as a randomized complete
block design using pen as the experimental unit. The MIXED procedure of SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC) was used to analyze variables, with hot carcass weight (HCW) as a covariate when it represented a
significant (p< 0.05) source of variation in analysis of carcass measures. Shoulder composition was
analyzed as a general complete block design, including the effect of block x treatment interaction, together
with the effect of cold carcass weight (CCW) as covariate. When the covariate represented a non-
significant (p>0.05) source of variation it was not included into the model. The analysis was realized using
the MIXED procedure (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Visceral organ mass data were analyzed as a complete
block design, including the effect of block x treatment interaction. The MIXED procedure of SAS (SAS
Inst. Inc., Cary, NC) was used to analyze the variables. Histological changes to ruminal epithelium (edema
or inflammation process) were evaluated based on degree changes (considering dropsical degeneration,
neutrophil infiltration and parakeratosis), coded as 1=normal, 2=moderate, and 3= intense. Histological
data were analyzed using ANOVA, Kruskal-Wallis and Fisher's exact tests (o = 0.05). Multiple test
comparisons were performed among treatments (LSD). Differences were considered significant when the

p-value was < 0.05, and tendencies were identified when the p-value was >0.05 and <0.10.

RESULTS AND DISCUSSION

The experiment was carried out from June to August of 2014, the minimum and maximum
estimated THI were 64.50 and 104.20, respectively (Table 2). Daily maximal THI exceeded the threshold
THI value of 74 (Mader et al., 2006) for every day of the 70-d study. Average daily THI was 81.7+ 0.97.
Pelibuey breeds and their crosses adapt well to elevated ambient temperatures (Romero et al., 2013).
Nevertheless, based on THI code (Normal THI < 74; Alert 75 -79; Danger 79-84, and Emergency > 84),

ewes were exposed, on a daily basis, to conditions of severe ambient heat load.

Treatment effects on growth performance and dietary energetics are shown in Table 3. Water

intake averaged 7.3 L/d and was not affected (P=0.19) by SANG supplementation. Based on NRC (2007)
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expected water intake was 6.1 L/d, where water intake, L/d = (1.25 + 0.18 x average temperature) x DMI.
This estimate is in good (95%) agreement with measures for non-supplemented ewes, but is considerable
less (75%) than observed water intake of SANG supplemented ewes. There is no information related to
the effects of supplementation of SANG on water intake. The effect of QBA+PA on water intake of
ruminants has not been previously reported. However, the numeric increase is consistent with diuretic

effects of QBA+PA observed in rats (Zdarilova et al., 2008).

Dry matter intake averaged 0.890 kg/d and was not affected (p=0.70) by treatments. This value is
24% lower than the average DMI of previous reports utilizing lambs with similar breeding and dietary NE
concentration (Robles-Estrada et al., 2009; Estrada-Angulo et., 2013). However, the observed marked
depression in DMI was in close agreement with the expected reduction in intake (25%) by feedlot lambs

subjected to severe heat load (NRC, 1987).

Even though daily gain was not statistically different (averaging 113 g/day), ewe that fed SANG
had numerically higher gain (11%) than controls. Under “normal” THI conditions, expected ADG for

lambs (NRC, 1985) is about 0.270 kg/d. Previous reports (Robles-Estrada et al. 2009; Estrada-Angulo et.,
2013) using lambs of similar breeding observed ADG from 0.200 to 0.300 kg/d. Decreased in ADG is

linked in part with reduced feed intake, as well as metabolic changes, during adaptation to “severe”

ambient heat load.

SANG improved gain efficiency by 8.3% (p=0.04). Increased maintenance requirement in lambs
due to metabolic demands to dissipate heat load, reduces energy available for weight gain (NRC, 2007).
The estimation of dietary energy and the ratio of observed-to-expected DMI revealed differences in
efficiency independent of ADG, providing important insight into potential treatment effects on the
efficiency of energy utilisation of the diet. Compared to controls, dietary NE and observed-to-expected
dietary NE ratio were 5.2 and 5.8% greater (p<0.01), and observed-to-expected DMI ratio was 3.6% lower
(p<0.02) in ewes supplemented with SANG. Barajas et al. (2014) observed a 3.2% increase in dietary NE
of feedlot bulls supplemented with 4 g SANG/day. An alternative approach for expressing SANG effects
on animal energetics in the present experiment is to keep the net energy value of the diet constant and

present treatment effects solely as a function of changes in the maintenance coefficient, as follows: MQ =
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(NEm x(DMI-(EG/NEQ)))/SBWO0.75, where NEm correspond to the NEm of diet (Table 1), EG=
276xADGx SBWO0.75 and SBW is the average SBW. Accordingly, ambient heat load increased the
maintenance coefficient of control and SANG supplemented ewes by 14.7 and 9.4%, respectively. It was
previously reported (Plascencia and Zinn, 2014) that supplemental SANG increased supply of non-
ammonia N to the small intestine, as a consequence of a decreased ruminal feed protein degradation and
increased microbial protein synthesis in cattle that were fed a high energy finishing diet. Even when the
effects of SANG have been not evaluated on ruminal microorganisms in vivo, the reduction on peptide
degradation and amino acid deamination could be attributed to the selective antimicrobial effects of
SANG that could affect the high ammonia- producing bacteria, and/or by inhibition of aromatic amino
acid decarboxylase (Drsta et al., 1996). While the increase on microbial protein synthesis could be a reflex
of a decrease or the removing protozoa from the rumen by SANG supplementation. Therefore, decreases
of the negative impact of high temperatures on energy efficiency may be also partially explained by

improves on protein efficiency.

There were no treatment effects (p>0.12) on carcass characteristics and chemical composition of
shoulder (Table 4). Barajas et al. (2014) also did not observe an effect of supplemental SANG on carcass
characteristics of finishing bulls. Likewise, supplemental SANG did not affect carcass characteristics of

pigs (Boddington and McOrist, 2011) or breast muscle weight of broilers (Zdunczyk et al., 2010).

There were no supplemental SANG effects on weights (g/kg EBW) of stomach complex,
intestines, and heart/lung (Table 5). However, SANG decreased liver weight (10.3%, p=0.02), and
increased visceral fat (16.9%, p=0.02). To our knowledge, no information is available related to the effects
of supplementation of SANG on visceral mass of ruminants. In a previous report (Jankowski et al., 2009),
supplemental SANG decreased (11.1%) the liver mass in broilers. The basis for increased visceral fat with
SANG supplementation is not clear. Previously (Plascencia and Zinn, 2014), supplemental SANG
increased ruminal acetate molar concentration, and increased ruminal acetate may contribute to greater

visceral fat deposition (Smith and Crouse, 1984).

Rumen epithelium of ewes fed SANG showed less inflammation than that of controls (Figure 1).

The score for dropsical degeneration (2.08 vs 2.34, p=0.02), parakeratosis (1.30 vs 1.82, p=0.03) and
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neutrophil infiltration (2.08 vs 2.86, p=0.05) were lower for SANG than for controls. Similarly,
supplementation of QBA and PA mixtures improved gut health by increasing villi height, villi width, villi
height:crypt-depth ratio and surface area of jejunum in broilers under conditions of high ambient heat load
(Reansoi, 2002). Likewise, the anti-inflammatory effects of SANG have been reported previously (Kosina
et al., 2010), and appears to be more pronounced in animals under conditions that contribute to greater risk
of inflammation. Considering that the proportion of soluble sugars and fiber in basal diet (49.7 and 15.3%,
respectively, Table 1) and the duration of the finishing period (70 days) the risk factor of presentation of
subacute acidosis was high (NRC, 2007), and in ruminants, sub-acute acidosis is a primary cause of
inflammatory processes in ruminal rumen epithelial tissue (Plaizier et al., 2012). Niewold (2007)
suggested that the effects of growth promoters maybe mediated through anti-inflammatory mechanisms.
According to Vieira et al. (2008), this opens a new window of opportunity in the search for additives to
promote animal growth. Therefore, it is possible that the search for alternatives to growth promoters does

not necessarily mean a search for substances with the same mode of action as antimicrobials.

CONCLUSION

It is concluded that SANG supplementation helped ameliorate negative effects of severe ambient
heat load on dietary energetics of ewes fed a high-energy finishing diet, resulting in improved gain
efficiency. This effect may have been mediated, in part, by anti-inflammatory effects of supplemental

SANG and corresponding enhancement of nutrient uptake.
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Table 1. Ingredients and composition of basal diet fed to ewe (% of dry matter)

Item Diet composition (% DMB)
Ingredient

Dry-rolled white corn 70.00

Soybean meal 8.00

Sudan grass hay 10.00

Molasses cane 7.50

Yellow grease 2.00

Trace mineral salt! 2.50

Chemical composition ® (% DM basis)

Crude protein 13.86
Ether extract 5.13

NDF 15.35
Starch 49.65

Calculated net energy (Mcal/kg of DM basis)
Maintenance 2.05

Gain 1.38

! Mineral premix contained: CP, 50%; Calcium, 28%; Phosphorous, 0.55%; Magnesium, 0.58%;

Potassium, 0.65%; NaCl, 15%; vitamin A, 1,100 1U/kg; vitamin E, 11 Ul/kg; bBased on tabular net
energy (NE) values for individual feed ingredients (NRC, 2007).
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Table 2. Ambient temperature (Ta), relative humidity (RH) and calculated temperature-humidity index (THI) * registered every hour and expressed as

a weekly average)

Week Mean T,, °C Min T,°C | Max T, °C Mean RH, % MinRH, % | MaxRH, % | Mean THI | Min THI Max THI
1 33.10+ 1.6 21.40+2.0 | 41.10+1.0 48.248.8 16.0+ 12.0 92.0+ 10.9 82.248.3 64.50+2.6 104.2+4.3
2 31.80+1.4 20.89+1.0 | 39.51+1.3 49.60+3.4 24.29+7.9 92.43+3.0 80.80+2.8 | 64.89+0.7 101.62+2.7
3 31.28+1.2 21.50+0.9 | 39.26+0.7 51.48+7.4 27.89+3.6 79.29+17.3 | 80.4246.9 | 65.79+0.7 97,91+4.9
4 29.90+1.5 23.10+0.9 | 37.14+0.8 69.14+7.7 41.34+10.1 | 93.40+5.0 81.33+6.6 | 68.71+1.4 97.73+1.3
5 31.99+2.0 23.93+0.5 | 38.61+0.6 58.74+5.9 38.10+3.6 91.5745.1 82.65+4.6 | 69.41+0.4 99.85+1.0
6 32.03+1.9 24.81+1.6 | 38.51+15 59.1547.2 35.81+4.9 84.4346.5 82.7746.1 | 70.23+2.2 97.96+3.3
7 33.14+0.9 23.69+1.4 | 39.06+1.6 51.4945.1 32.60+3.9 87.31+3.8 82.89+4.9 | 68.61+1.8 99.57+3.2
8 30.16+1.6 23.84+0.9 | 37.44+1.38 60.76+9.9 36.73+3.7 87.36+2.8 81.52+0.8 | 69.18+0.8 96.86+3.3
9 30.24+1.3 2457+1.1 | 36.69+1.3 65.19+6.5 40.87+5.8 88.74+1.8 81.22+55 | 70.46+1.2 95.89+2.2
10 29.76+1.9 20.93+1.1 | 30.83+2.2 65.18+7.8 35.8745.5 77.64+1.6 80.52+6.4 | 65.69+1.6 84.13+3.6
Mean. 31.34+1.3 22.86+1.6 | 37.82+2.8 57.89+7.4 32.9548.0 87.4145.6 81.67+1.0 | 67.74+2.3 97.57+5.4

1 THI = 0.81 x ambient temperature + [(relative humidity x (ambient temperature- 14.4)] + 46.4. THI code (Normal THI < 74;

Alert 75-79; Danger 79-84, and Emergency > 84).
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Table 3. Effects of SANGROVIT-RS supplementation (0.5 g/head/day) on growth-performance

and dietary energy in ewes under hot environment fed with high-energy corn-based diet

SANG intake, g/d

Item 0 0.5 SEM!  P-value?
Days on feed 70 70

Water intake (L/pen) 6.44 8.10 1.06 0.19
Body weight (kg)®

Initial 38.19 38.14 0.02 0.31
Final 45.64 46.45 0.38 0.21
DM intake (g/d) 880 895 26 0.70
DM intake (% LW) 2.11 2.12 0.05 0.85
ADG (g/d) 107 119 6 0.20
Gain for feed 0.121 0.133 0.002 0.04

NE diet (Mcal/kg)
Maintenance 1.87 1.96 0.01 <0.01
Gain 1.23 1.31 0.009 <0.01

Observed- to-expected NE

Maintenance 0.91 0.96 0.005 <0.01
Gain 0.89 0.95 0.006 <0.01
Observed-to-expected DMI* 1.10 1.06 0.007 0.012

1 SEM= standard error of mean.

2 P = observed treatment effect.

3 The initial BW was reduced by 4% to adjust for the gastrointestinal fill, and all ewes were fasted (food

but not drinking water was withdrawing) for 18 h before recording the final BW.

“Observed-to-expected DMI is according to ADG and NE diet concentration.



Table 4. Effects of SANGROVIT-RS supplementation (0.5 g/head/day) on carcass characteristics

and shoulder composition in ewes under hot environment fed with high-energy corn-based diet

SANG intake, g/d

Item 0 0.5 SEM?  P-value®
HCW (kg) 26.45 27.05 0.29 0.21
Dressing percentage 57.95 58.25 0.43 0.64
CCW (kg) 25.88 26.56 0.28 0.17
LM area (cm?) 15.41 15.55 0.35 0.76
Fat thickness (mm) 5.71 5.32 0.30 0.41
KP fat (%) 2.40 2.76 0.34 0.50
Body wall thickness (mm) 20.3 23.1 0.79 0.06

Shoulder composition (g/kg)

Muscle 615 612 0.96 0.83
Fat 192 205 14.2 0.56
Bone 182 178 5.2 0.29

1SEM-= standard error of mean.

2 p = observed treatment effect.



Table 5. Effects of SANGROVIT-RS supplementation (0.5 g/head/day) visceral organ mass in

ewes under hot environment fed with high-energy corn-based diet

SANG intake, g/d

Item 0 0.5 SEM? P-value?

Organ weight (g/kg EBW)

Stomach complex 30.14 33.39 1.35 0.12
Intestines 48.03 49.60 2.20 0.62
Liver 17.05 15.29 0.44 0.02
Heart/ lungs 24.61 24.98 0.66 0.69
Visceral fat 40.20 48.42 2.17 0.02
Histological changes of ruminal
epithelium?®
Dropsical degeneration 2.34 1.30 0.30 0.02
Neutrophil infiltration 2.86 2.08 0.25 0.05
Parakeratosis 1.82 1.30 0.15 0.03

1SEM-= standard error of mean.

2 P = observed treatment effect.

% Histological changes were coded as 1=normal, 2=moderated, and 3= intense.
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