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1. RESUMEN

El objetivo del trabajo fue identificar compuestos de sintesis pertenecientes a
la quimioteca de nuestra propiedad con capacidad potencial para modular la
fermentaciéon ruminal. Se evaluaron 20 compuestos, pertenecientes a
diferentes familias, N°,N'°-diéxido de fenazinas, N'-6xido de indazoles,
benzofuroxanos, furoxanos, N*,N*-diéxido de quinoxalina, nitrotiofeno y N-
oxido de 1,2,4-triazina, seleccionados de acuerdo a sus propiedades
estructurales y biolégicas. Los productos fueron evaluados mediante la
técnica de producciéon de gas in vitro utilizando liquido ruminal como indculo
y como referencia la accién del antibiético monensina. Los datos de
produccion de gas fueron ajustados al modelo exponencial simple con
latencia. Los parametros fueron analizados por PROC GLM de SAS
considerando el efecto del compuesto. El disefio experimental consistié en 2
frascos/compuesto + 3 sin antibiético (control) + 3 con monensina + 3
blancos, total= 49 frascos. Los compuestos y la monensina fueron evaluados
a una dosis de 0,042 mg (dosis d). Todos los productos disminuyeron la
produccion de gas, los productos P10 (benzofuroxano), P18 (furoxano) y
P19 (N*,N*di6xido de quinoxalina) al igual que la monensina disminuyeron
la produccién de gas un 9,6% con respecto al control. La monensina
presentd el mayor kd, seguido por el control, P19, P10 y P18. El menor Lag
lo presenté P10 y el control con un valor medio de 2,0 h, mientras que la
monensina, P18 y P19 presentaron un valor medio de 3,1 h. En un segundo
ensayo bajo iguales condiciones se evaluo el efecto dosis- respuesta de los
productos P10, P18 y P19, se incluydé P14 como control negativo y
monensina, las dosis estudiadas fueron 10d, 2d, d, 1/2d, 1/10d. El disefio
experimental consisti6 en 2 frascos/compuesto/dosis + 2 con
monensina/dosis + 5 sin antibiotico (control) + 5 blancos, total= 60 frascos.
Las medias de todos los parametros obtenidos fueron comparadas entre si
mediante el test de Tukey. Se observo una correlacion lineal negativa entre
el volumen de gas y la dosis de los productos P10, P18, P19 y monensina,
mientras que para P14 se observo una correlacion lineal positiva. Los
productos P10 y P18 a las dosis 2d se comportaron como la dosis 1/2d de
monensina, mientras que P10 y P18 a dosis 10d se comportaron como la
dosis d y 2d de monensina, respectivamente. La menor kd se obtuvo para el
control (0,052 h™) y el menor Lag se obtuvo para P18-d (2,78 h). No se
observo un efecto diferencial en el kd y Lag ni por el producto ni por la dosis.
El producto P10 se destacO entre los productos estudiados por presentar
similar efecto en la producciéon de gas, menor tasa de produccién y tiempo
de latencia mas corto que la monensina. Al emplear distintas dosis de cada
producto si bien el producto P10 presentd un comportamiento destacable en
cuanto a la produccion de gas a la dosis 10d, se obtuvieron mejores
resultados con P18 a igual dosis por comportarse como la dosis 2d de
monensina. Se puede sugerir que una disminucion en la produccion de gas
refleja una fermentacion més eficiente, dirigida hacia la formacién de AGV en
detrimento de la produccién de didxido de carbono e hidrégeno.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de la digestion ruminal

El aparato digestivo de los rumiantes se encuentra formado por 4
compartimentos, los primeros tres, reticulo, rumen y omaso actidan como
camaras fermentativas y preceden al abomaso o estomago verdadero
equivalente al estbmago de los monogastricos (Church, 1993). El reticulo-
rumen es la camara fermentativa de mayor tamafo y lugar donde ocurre la
mayor parte de la digestién del alimento. Una gran poblacién microbiana
simbionte le confiere al animal la capacidad de utilizar forrajes como fuentes
de energia y de carbono (Jouany y Morgavi, 2007).

La materia organica que contienen los forrajes esta compuesta en gran parte
por polisacéaridos estructurales como la celulosa y hemicelulosas, estructuras
formadas por polimeros de glucosa unidos mediante enlaces B 1-4. Los
rumiantes no poseen enzimas endodgenas que hidrolicen estos enlaces,
siendo la poblacion bacteriana la responsable de digerir dichos
carbohidratos.

El comportamiento ingestivo desarrollado por los rumiantes le permite en
una primera instancia disminuir e hidratar el alimento mediante la
masticacion y posteriormente a través de la rumia se logra disminuir el
tamafio de particula. Esto permite aumentar la superficie expuesta a los
microorganismos (mo) y con ello aumentar el aprovechamiento del alimento.
Ademas permite la circulacion del alimento desde el rumen al omaso a
través del orificio reticulo-omasal y por lo tanto hacia la parte posterior del
tracto digestivo, en donde ocurrira la digestién (Wattiaux y Howard, 2003).

2.2 Ecosistema ruminal

El desarrollo de una compleja diversidad microbiana que actia en forma
simbidtica le ha permitido a los rumiantes utilizar de forma optima los
polisacaridos estructurales como celulosa y hemicelulosa del forraje ingerido
(Jouany y Morgavi, 2007).

La poblacion microbiana incluye bacterias, protozoos, hongos y arqueas
(Van Soest, 1994). Dichos mo pueden ser clasificados segun su actividad
metabdlica o en base al sustrato fundamental que degradan, como mo



celuloliticos, hemiceluloliticos, amiloliticos, proteoliticos, entre otros (drskov,
1992). Existen otras clasificaciones como la de Cheng et al. (1979) que los
categoriza segun el estrato que ocupan en el rumen, como: mo adheridos a
la pared ruminal, mo libres en la fase liquida y mo adheridos a las particulas
de alimento. El 75% de la microbiota ruminal se encuentra adherida a las
particulas.

Las bacterias constituyen el grupo de mo mas numeroso dentro de la
microbiota ruminal, su concentracion se encuentra en el orden de 10'° y 10**
bacterias/mL pertenecientes a mas de 50 géneros diferentes. Los protozoos
estan presentes en concentraciones de 10° y 10° células/mL de unas 40
especies diferentes. Las arqueas 10’-10°/mL, de 7 especies diferentes, y
alrededor de 5 especies de hongos (10°/mL) (Hespell, 1987; Kamra, 2005).
La diversidad microbiana se ve afectada por diferentes factores propios del
rumiante y de la dieta que se le suministre (Larue et al., 2005).

Ademas de su rol fundamental en la digestion del alimento los mo producen
proteina microbiana (PM), considerada como la fuente principal de proteina
para el rumiante, de alto valor biologico y elevada digestibilidad intestinal
(Stern et al., 1994; Hoover y Miller, 1996; Dewhurst et al., 2000).

2.3 Fermentacion ruminal

La degradacién de la fibra en el rumen depende de la actividad enzimética
de los mo y del tiempo que estan en contacto o tiempo de retencion de la
digesta en el rumen (Carro et al., 2000). La degradacion ruminal de los
carbohidratos (CH) ocurre en dos fases, en la primera son degradados hasta
azucares simples, y en la segunda son absorbidos estos azlcares y
metabolizados intracelularmente para producir energia y éacidos grasos
volatiles (McDonald et al., 1995).

Los acidos grasos volatiles (AGV) de cadena corta son producidos como
desechos del metabolismo bacteriano, generados a partir de la fermentacion
ruminal de los alimentos y principalmente de CH. Una vez absorbidos a
través del rumen son metabolizados en los tejidos, constituyen la mayor
parte de la energia utilizada por el animal para su mantenimiento y
produccion (Voelker y Allen, 2003). Los principales AGV producidos son el
acético, propionico y butirico, CO, y CH,4 y ocasionalmente lactato (Van
Soest, 1994).

De esta forma la mayor parte de los nutrientes que obtiene el rumiante son
producidos en el rumen gracias a la capacidad que le confiere el
metabolismo microbiano para convertir la fibra de los alimentos y proteinas



de baja calidad, al igual que el nitrégeno no proteico en nutrientes valiosos
para ellos mismos (Jouany y Morgavi, 2007; Dewhurst et al., 2000). Esto
depende de la interaccion entre el forraje y los mo ruminales, por lo cual un
ambiente ruminal éptimo que favorezca la actividad microbiana podria
maximizar dichos procesos (Rearte y Santini, 1989).

El pH representa uno de los principales parametros que afectan
directamente al crecimiento microbiano y, en consecuencia, a la
fermentacion ruminal. La mayoria de las bacterias del rumen presentan una
actividad 6ptima y un maximo crecimiento cuando el pH ruminal alcanza
valores de 6,0 a 6,9 (Van Soest, 1994), no obstante el pH se relaciona
directamente con el tipo de mo que predomina en el rumen (Pereira et al.,
2007). El tipo de dieta, la frecuencia de alimentacion y el nivel de ingesta,
entre otros hacen que el pH fluctde a lo largo del dia (Cerrato et al., 2005).

Un segundo factor que actia sobre los mo es el N amoniacal (N-NHj3),
debido a que es usado por la mayoria de las bacterias ruminales como
fuente de nitrdgeno para su crecimiento (Russell, 1996). EI N-NH3; surge
como un producto final de la degradacion de proteinas, a partir del
catabolismo microbiano de aminoacidos (aa), péptidos y sustancias
nitrogenadas no proteicas como la urea, obtenida a partir de la dieta o
enddgena (Russell y Hespell, 1981). Parte de este N-NHs, junto con péptidos
y aa libres producidos durante su formacién, son utilizados por los mo para
la sintesis de PM, mientras que el exceso es absorbido a través de las
paredes del rumen y transportado, via portal, al higado, en donde se
transformara en urea. La urea regresa al rumen en donde los mo pueden
utilizarla como fuente de N (Tebot et al., 2002).

Una concentracion de N-NHz en rumen de 5-8 mg/dL puede ser considerada
como la concentracion minima necesaria para maximizar la eficiencia de
sintesis de PM (Russell y Strobel, 1987; Pereira et al., 2007). Existen
diversas opiniones acerca del nivel de N-NH3; necesario para un oOptimo
crecimiento microbiano en el rumen. Este, en general, se produce dentro de
un rango de 5-20 mg/dL de N-NHsz. La concentracion de N-NH3 puede variar
con la dieta, hora y frecuencia de alimentacion entre otros factores (Joo et
al., 2005).

Otro parametro que describe el ambiente ruminal son los AGV, la
concentracion total de AGV normalmente varia entre 70-150 mmol/L
(McDonald et al., 1995). La proporcion en la que estos se encuentran se ve
afectada directamente por el tipo de dieta que consuma el animal. A pesar
de las grandes oscilaciones en la poblacion microbiana y de las diferencias
en el consumo de alimentos, las proporciones de los AGV en el rumen, se
mantienen en gran medida estables. Sus proporciones son generalmente
proximas a 65: 25 10, para el acetato, propionato y butirato,
respectivamente, con dietas a base de forrajes (Church, 1993).



Las condiciones ruminales optimas para la produccion microbiana que no
afectan la degradacion de los componentes fibrosos de los forrajes se
caracterizan por un pH cercano a la neutralidad (6,7-6,8), una concentracion
de N-NH3; de al menos 5-8 mg/dL y de AGV de 75-90 mmol/L con una
relacion acético/propionico de 3,5/1 (Van Soest, 1994; Kaufmann et al.,
1980; Rearte, 1982; Remond et al., 1995). Observandose que si las
condiciones ruminales varian se generan cambios en la microbiota ruminal.

Calsamiglia y Ferret (2002) indican que si bien la fermentacion de CH no
estructurales es energéticamente mas eficiente que la fermentacion de CH
estructurales, los primeros son altamente acidogénicos. Una dieta con
elevada inclusién de concentrados en detrimento de forraje conduce a un
rapido descenso del pH ruminal generado por la acumulaciéon de AGV,
particularmente acido lactico (Sauvant, 1999). Este ambiente es propenso
para la proliferacion de bacterias acido tolerantes como Streptococcus bovis,
principal responsable de los cuadros de acidosis clinica (Radostits et al.,
2002). Grant y Mertens (1992) sugirieron que una abrupta reduccion en el
pH de 6,2 a 5,8 debida a la fermentacion del almidon inhibe las bacterias
celuloliticas, disminuyendo de esta forma la tasa de digestion de celulosa y
hemicelulosa (Annison et al., 2002).

2.4 Moduladores de la fermentaciéon ruminal

La adicion a la dieta del rumiante de diversos compuestos moduladores de la
fermentacion ruminal se ha centrado en prevenir trastornos digestivos con la
acidosis (Krause y Oetzel, 2006). Otros han generado modificaciones en los
procesos digestivos y metabolicos del animal, aumentando la eficiencia de
utilizacion de los alimentos (Carro y Ranilla, 2002).

Calsamiglia et al. (2005) plantea que algunos objetivos que se pueden
considerar al manipular la fermentacion ruminal son: modular el pH ruminal y
reducir la acumulacion de acido lactico, disminuyendo de esta forma el
riesgo de desarrollo de enfermedades como la acidosis. Mejorar la eficiencia
del uso de la energia en rumen a través de la reduccion en la sintesis de
metano, un producto final de la fermentacion ruminal (3-15% de la energia
consumida) que no puede ser utilizado por el rumiante y que en
consecuencia representa energia que se pierde como resultado de una
menor disponibilidad y transferencia de hidrégeno entre bacterias. Otra
forma de mejorar el uso de energia es regular la relacion acido acético /
acido propionico, relaciéon que se encuentra en niveles bajos en condiciones
de acidosis e incrementar la digestibilidad ruminal de la materia organica y la
fibra de los alimentos. Mejorar la eficiencia de uso del nitrégeno ruminal a
través de: la reduccion de la protedlisis y la desaminacion de aa, la inhibicion



de la accion de los protozoos, y la facilitacion de la sincronia entre energia y
proteina a nivel de rumen, como forma de incrementar la sintesis de PM.

Demeyer y Doreau (1999) destacan que manipular las vias de hidrogenacién
de los acidos grasos a nivel de rumen, por ejemplo a través de la nutricion,
permite modificar la composicion de los lipidos en los productos finales como
carne y leche con el objetivo de incrementar el contenido de compuestos
nutracéuticos como el acido linoleico.

Dentro de los aditivos moduladores de la fermentacion ruminal se destacan
las sustancias buffers, en general mantienen el pH ruminal en un rango
adecuado para lograr una actividad microbiana éptima. El bicarbonato de
sodio es el buffer mas empleado en rumiantes (Krause y Oetzel, 2006).
Algunas de las alternativas que se encuentran en estudio incluyen extractos
vegetales, acidos organicos, probidticos, prebioticos y enzimas exdgenas
(Calsamiglia et al., 2005).

Durante los ultimos afios la inclusién en la dieta del rumiante de antibioticos
a niveles sub- terapéuticos, han constituido una herramienta efectiva para
mejorar el funcionamiento del rumen, reducir las pérdidas de energia y de
nutrientes y asi aumentar la eficiencia de produccion de los rumiantes (Caja
et al., 2003). Su empleo también se traduce en mejoras significativas de la
ganancia de peso, ademas de mejorar los parametros reproductivos y el
estado sanitario de los animales (Broderick, 2004).

Los antibidticos mas empleados han sido los ionéforos Monensina y
Lasal6cido (Freer et al., 2007). Su mecanismo de accion (al igual que
cualquier ion6foro) se basa en alterar el pasaje de cationes a través de las
membranas celulares, a favor de un gradiente eléctrico y en contra de un
gradiente homeostatico normal (Duffield et al., 2008). Su principal blanco de
accion son las bacterias Gram-positivas cuyos principales productos de
fermentacién son acetato, butirato, hidrégeno y acido lactico (Calsamiglia et
al.,, 2005). Las mayoria de las bacterias Gram-negativas son menos
sensibles a los ionéforos (Duffield et al.,, 2008; McGarvey et al., 2010;
Russell y Houlihan, 2003). Dicho efecto radica en la estructura de las
bacterias, la membrana externa y la membrana celular formada por multiples
capas de peptidoglicano les confiere a las bacterias Gram-negativas mayor
resistencia a los ionoforos. No obstante existen algunas bacterias ruminales
de este tipo como Butyrivibrio fibrisolvens y Ruminococcus flavefaciens
sensibles a la monensina (Rodriguez et al., 2004).



2.4.1 Monensina como modulador de la fermentacion ruminal

El antibiético monensina (ionoforo) ha sido uno de los moduladores
ruminales mas utilizados en la dieta de los rumiantes ya que posee un
amplio espectro de accion. Tiene la propiedad de poder formar complejos
liposolubles con iones sodio (Na+) y potasio (K+) en el hospedador y en los
mo que habitan el rumen (Rodriguez et al.,, 2004), de esta forma afecta el
desarrollo de la flora normal del rumen. Ademas se destruye la escasa
poblacién de hongos y se produce un barrido total de protozoos (Rodriguez y
Gonzélez, 2000).

Los efectos que se detallan a continuacién describen como la monensina
impone mejoras en la performance animal y explican su accion terapéutica.

Entre los principales efectos de la utilizacion de monensina sobre la
performance animal se encuentran la disminucion en la produccién de acido
acético y un aumento en la de acido propidnico, con capacidad
neogluconeogénica. Esto disminuye el consumo de otros precursores, como
aa que podran ser utilizados para sintetizar proteina corporal. Mediante el
aumento de la cantidad de acido propionico, la concentracién de glucosa
aumenta, la que junto con la galactosa forma lactosa, determinando un
aumento en el volumen de leche producida (Rodriguez y Gonzélez, 2000).
También disminuye la cantidad de grasa butirosa de la leche debido a la
disminucién del acido acético, principal sustrato para su sintesis (Sauer et
al., 1998; McGuffey et al., 2001). Inhibe a una gran parte de las bacterias
productoras de hidrogeno y diéxido de carbono (Chen y Wolin, 1979). Si bien
no inhibe directamente el desarrollo de la flora metanogénica (Henderson et
al., 1981) por lo antes mencionado disminuye la produccién de gas metano.
Ademas se ha demostrado que la monensina inhibe bacterias proteoliticas,
permitiendo que la proteina abandone el rumen sin haber sido degradada,
logrando su absorcion intestinal (Rodriguez y Gonzalez, 2000). De igual
modo disminuye la produccion de amoniaco en el rumen, con lo cual la
perdida de energia destinada a la transformacion del mismo en urea
disminuye (Broderick, 2004; Russell y Houlihan, 2003).

Adelanta la pubertad en vaquillonas debido a que el acido propidnico
estimula la liberacién de Factores Liberadores de Gonadotrofinas, los cuales
estimulan a nivel de la hipodfisis la liberacion de la hormona Luteinizante
llevando a la aparicion de ciclos sexuales (Stahringer et al., 2003).

Con respecto al efecto terapéutico de la monensina se describen tres de los
mas importantes. Uno de ellos es la reduccion de la acidosis por tener
afinidad por las bacterias productoras de acido lactico como Streptococcus
bovis y Lactobacillus, disminuyendo su poblacion (McGuffey et al., 2001). La
disminucién en la concentracion intraruminal de acido lactico, produce un



aumento de pH y de esta manera se favorece indirectamente la degradacion
de la fibra por bacterias fibroliticas. De igual modo evita el meteorismo
generado por una excesiva produccion de mucopolisacaridos bacterianos
producido por las antes mencionadas. Los mucopolisacaridos incrementan la
viscosidad del flujo ruminal, atrapando el gas de fermentacion, evitando asi
su normal eliminacion por medio del eructo (Calsamiglia y Ferret, 2002). A su
vez disminuye la incidencia de cetosis disminuyendo la cantidad de cuerpos
cetdnicos como el beta-hidroxibutirato presentes en sangre (McGuffey et al.,
2001; Rodriguez y Gonzélez, 2000).

El aumento de la produccién de productos vacunos gracias al uso de
monensina hace de este antibidtico un suplemento ideal. Sin embargo en la
Union Europea la presidon ejercida por los consumidores y las
recomendaciones establecidas en el Libro Blanco de Seguridad Alimentaria
(Jiménez, 2006) pusieron en rigor el Articulo 11 del Reglamento 1831/2003
sobre aditivos en la alimentacién animal. El mismo establece la prohibicion
del uso de antibidticos promotores del crecimiento a partir del 1 de enero del
afo 2006 (Jiménez, 2006; Diario Oficial de la Union Europea, 2003; Hurtado,
2006). Esta normativa fue concebida para reducir los riesgos de crear
resistencias microbianas y preservar la eficacia de ciertos antibiéticos de uso
humano (Jiménez, 2006). Durante el ultimo tiempo muchos trabajos se han
enfocado en la aparicion de residuos de monensina en leche indicando que
los mismos han generado reacciones alérgicas (Russell y Houlihan, 2003;
Busquet et al., 2005).

Esto conlleva a la necesidad de desarrollar nuevos aditivos para la
alimentacion animal que aseguren niveles de rendimientos comparables a
los de la monensina y que no presenten riesgos para la salud del
consumidor y del animal, asi como la conservaciéon del medio ambiente
(Broderick, 2004).

2.5 Evaluaciéon de la actividad fermentativa mediante la técnica de
produccion de gas in vitro

Para evaluar el valor nutricional de los alimentos en la produccion de
rumiantes se pueden realizar métodos in vivo, in situ e in vitro (Van Soest,
1994). Entre los métodos in vitro se encuentra la técnica de produccion de
gas la cual, a diferencia de otras técnicas in vitro e in situ, no sélo determina
la cantidad, sino también la cinética de degradacion del alimento a través del
volumen de gas liberado como un producto de la fermentacion ruminal
(Theodorou et al., 1994; Rymer et al., 2005). Lopez et al. (2007) indican que
también puede ser empleada para investigar los mecanismos de la
fermentacion microbiana, y para estudiar el modo de accion de los factores



anti-nutritivos, aditivos y suplementos alimenticios (Lopez et al., 2007). La
técnica se basa en el supuesto de que el gas producido se relaciona
directamente con el sustrato fermentado por los mo (Lopez et al., 2007). El
proceso implica medir la presibn acumulada en los fermentadores
(Theodorou et al., 1994) y para ello se han desarrollado metodologias que
permiten medir la produccién de gas a presiébn y volumen constante
mediante métodos manuales, semiautomaticos o automaticos (Rymer et al.,
2005). Theodorou et al. (1994), propuso y desarrollé la técnica para la
medicion manual de la presidn usando un transductor de presion, un
ensamble de jeringa/transductor que mide el gas acumulado.

Los principios generales de la técnica son similares a los de otras técnicas in
vitro empleadas para estimar digestibilidad: uso de sustratos molidos, un
medio anaerdbico, un inéculo ruminal e incubacién en bafio ajustados a 39
°C (Williams, 2000). La diferencia fundamental esta en que se mide la
produccion de gas a intervalos regulares de tiempo y al final de la
incubacion, esto permite definir la cinética de la fermentacion (Williams,
2000).

Esta técnica presenta como principales ventajas, el bienestar animal (se
requiere un menor nimero de animales que empleando técnicas in vivo), el
tamafo de la muestra, un bajo costo, ademas de la descripcion de la cinética
de fermentacion (Williams, 2000). La desventaja que presentaria esta
técnica seria la falta de uniformidad entre las metodologias, lo cual dificulta
la comparacion de resultados entre diferentes grupos de investigacion.

Rymer et al. (2005) realizaron una revision en donde evalGan variaciones en
la técnica y el impacto que éstas pueden tener, entre ellas estudian el
tamafo y la preparacion de la muestra, el efecto del indculo, la composicion
del medio, la utilizacion de blancos, los aparatos utilizados, los cambios en la
presion atmosférica, el efecto de agitacion del medio y la liberacién de gas a
determinados tiempos de la incubacion. Estos autores llegaron a la
conclusion de que el factor de mayor importancia en términos de su efecto
sobre la técnica es el del inéculo y la actividad microbiana que €l posea.

Las curvas de produccion de gas pueden ser ajustadas a diferentes modelos
matematicos (Posada y Noguera, 2007). La descripcion estadistica por
modelos matematicos de las curvas de produccion de gas permite la
comparacion de los sustratos, la evaluacion de diferentes ambientes de
fermentacién (in6culos) y proporciona informacion sobre las tasas de
fermentacion de los constituyentes (Noguera et al.,, 2004). Uno de los
modelos mas utilizados es el modelo exponencial simple con latencia (Lag).

Para la seleccion del modelo se toma en cuenta la capacidad de ajuste de
los datos obtenidos al mismo, la cual es evaluada a través de herramientas
estadisticas. Posada y Noguera (2007) indican que los mejores modelos son
aguellos que presentan el mejor balance entre la capacidad de ajuste de los



datos y la coherencia biologica, siendo necesarios su evaluacion en las mas
variadas condiciones experimentales. Para este estudio se utilizd el modelo
exponencial simple con Lag, el cual supone que la tasa de produccion de
gas es constante y que depende del sustrato disponible una vez alcanzado
el tiempo de colonizacion.

Durante la fase inicial ocurre la hidrataciébn y colonizacion del sustrato
insoluble por los microorganismos ruminales. Cuando el sustrato es saturado
con microorganismos y enzimas, la fase exponencial toma lugar; durante
esta fase la porciobn mas degradable del sustrato insoluble es degradada
primero, mientras que el sustrato menos digestible precisa de mas tiempo
para ser degradado. Finalmente, cuando la fraccion potencialmente
degradable ha sido fermentada, la produccion de gas es cero (Posada y
Noguera, 2007).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar compuestos quimicos pertenecientes a nuestra quimioteca
capaces de modular la fermentaciéon ruminal en forma similar al antibiético
monensina.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de monensina para modular la fermentacion ruminal
in vitro para usarlo como control positivo.

2. Evaluar in vitro la capacidad moduladora de distintos productos quimicos
de sintesis.

3. Evaluar in vitro los productos que presenten mejor comportamiento
mediante ensayos dosis-respuesta.
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4. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a los
principios bioéticos y protocolos de supervision propuestos por la Comision
Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA).

4.1 Productos quimicos a evaluar

El grupo de investigacion de Quimica Medicinal ha desarrollado una
guimioteca de mas de 1000 productos, pertenecientes a mas de 15 familias
de compuestos, desarrollados con diversos fines. En este estudio se
seleccionaron de esta quimioteca de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales y bioldgicas una serie de 20 productos incluidos en las familias
de los N° N*°-di6xido de fenazinas, N*,N*-di6xido de quinoxalina, N*-éxido de
indazoles, furoxanos, benzofuroxano, nitrotiofeno y N-6xido de 1,2,4-triazina.
Los productos seleccionados a excepcion de P14 poseen en su estructura la
funcion N-Oxido que es biotransformada en medios reductivos, tal como es el
ruminal (Boiani et al., 2009; Lavaggi et al., 2008). La estructura molecular y
la familia quimica a la que pertenecen se detallan en Tabla I.

Tabla I. Estructura molecular de los productos aev  aluar (P1-P20).

Cabdigo Estructura Familia
P1 %, 5 10, o .
@NUOH N”,N~"-diéxido de fenazina
\
Cl——
N (Cerecetto et al., 2005)
I
-
P2 o NN -di6xido de fenazina
Hl
QND/ (Cerecetto et al., 2005)
I
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Tabla | (Continuacion)

C

P3 "
Su g
\N+

\
o

N-6xido de indazol

(Gerpe et al., 2006)

P4 o
_ ’~.
\N+
\

O.

N*-6xido de indazol

(Gerpe et al., 2006)

C

P5 §
Cﬁ% )

N-6xido de indazol

y (Gerpe et al., 2006)
(0]
CN
P6 ! N*-6xido de indazol
,N |
\N\*_ C (Gerpe et al., 2006)
[¢]
P7 N Benzofuroxano

(Aguirre et al., 2005)

P8 Benzofuroxano
(Aguirre et al., 2005)
P9 Benzofuroxano
(Aguirre et al., 2005)
P10 ? Benzofuroxano
o NHTNH\N/ =N
o <~/ Aguirre et al., 2005
P11

Benzofuroxano

(Aguirre et al., 2005)
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Tabla | (Continuacion)

P12 N? Benzofuroxano
©;N\+_ (Boiani et al., 2006)
P13 J_
, o Benzofuroxano
~ N o
\NK (Boiani et al., 2006)
\
/O
P14 =, . Nitrotiofeno
S NH
0NN \ 10 (Cerecetto et al., 2000)
P15 P“>_(\ c Furoxano
7\
) (Cerecetto et al., 1999)
P16 ¢
AN Furoxano
N\o/Nl . (Cerecetto et al., 1999)
17 <
N Furoxano
(5w
/NJ ] (Cerecetto et al., 1999)
P18 9 ﬁ/f Furoxano
o \\ NH
N N—NH
z/ P (Cerecetto et al., 1999)
P19 q L*\ on N*,N*-diéxido de quinoxalina
oﬁwiw (Monge et al., 1995)
P20 —

N-oxido de 1,2,4-triazina

(Cerecetto et al., 2004)




4.2 Mediciones y calculos

4.2.1 Actividad fermentativa mediante la técnica de produccion de gas in
vitro

La actividad fermentativa se estudio a través de la técnica de produccién de
gas in vitro empleandose el procedimiento descripto por Theodorou et al.
(1994) modificado por Mauricio et al. (1999). En todos los casos se utilizaron
frascos de 125 mL que contenian 0,5 g de sustrato (seco y molido a un
tamafio de 1 mm, se detalla en 4.2.1.1, 4.2.1.2 y 4.2.1.3) con excepcion de
los frascos destinados a blancos (sin sustrato).

El dia previo a la inoculacion se le adicion6 a cada frasco 38 mL de una
solucién basal libre de N, 2 mL de una solucion buffer y 0,5 mL de una
solucion reductora, la composicion de cada una de las soluciones se detalla
en Tabla Il (Williams et al., 2005). Inmediatamente después los frascos
fueron saturados con una corriente de CO, y tapados con tapén de goma
siendo almacenados durante toda la noche a 4 °C, con el fin de que el
sustrato se hidrate.

Tabla Il. Composiciéon de las soluciones utilizadas. Estudio de estabilidad y en los
sistemas de fermentacion in vitro.

1) Solucién basal (g/L de agua destilada)

KCI 0,6

NaCl 0,6

CaCl,-2H,0 0,2

MgSO47H20 0,5

Solucién minerales traza (g/l de HCI 0,02 M) 10 mL por litro de Solucién basal

MnC|2'4H20 0,025
FeSO,-7H,O 0,020
ZnCl, 0,025
CuCl-2H,0 0,025
CoCl,-6H,0 0,050
SeO, 0,050
NiCl,-6H,0 0,250
Na,MoQ,-2H,0 0,250
NaVvO; 0,031
H3:BO; 0,250

Solucion hemina (g/L H,O destilada hervida con burbujeo de CO,) 10 mL por litro de
Solucién Basal

0,1 disuelto en una pequefa cantidad de

Hemina NaOH 0,05 M
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Tabla Il (Continuacion)

2) Solucién Reductora (g/L de de H,0 destilada hervida con burbujeo de CO,)

Na,S-9H,0 20,5

3) Solucién Buffer (g/L de H,O destilada hervida con burbujeo de CO,, previo al uso 20 min
de burbujeo de CO,)

Na,COs5 82,0

A la mafana siguiente los frascos fueron precalentados en un bafio
termostatizado de acero inoxidable con tapa, hasta alcanzar la temperatura
de incubacion (39 °C).

Previo a la obtencion del indculo los animales fueron adaptados a la dieta
por un periodo de 7 dias. Para estudiar el efecto sobre la actividad
fermentativa de diferentes dosis de Monensina usada como control positivo
del estudio, los animales se encontraban a pastoreo consumiendo una
pastura compuesta por raigras (Lolium multiflorum). En los estudios del
efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes productos quimicos y el
efecto dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos
quimicos y monensina, los animales fueron alojados en bretes individuales,
se les suministrd una dieta compuesta por ensilado de planta entera de
avena ad libitum y grano de sorgo (1% del PV) en una sola dosis a las 8:00
h. De acuerdo al consumo final de los animales, el ensilado representé el
73% y el grano el 27% en base seca de la dieta, siendo el consumo diario
promedio de 10.6 kg materia seca (MS) con libre acceso al agua durante
todo el disefio experimental.

El in6culo utilizado en los ensayos consistid en una mezcla (partes iguales)
de liquido ruminal extraido de dos bovinos machos cruza de las razas
Holando y Hereford 440 + 2 kg de peso vivo (PV) provistos de céanula
ruminal. Inmediatamente el liquido ruminal fue transportado al laboratorio en
un recipiente térmico precalentado a 39 °C y sometido a un gaseado
permanente con CO,. En el momento de la inoculacion se le agreg6 a cada
frasco 10 mL del inéculo y 0,5 mL de la sustancia en estudio. Las sustancias
estudiadas fueron monensina o los productos evaluados ambos en DMSO
(disolvente organico), las distintas dosis empleadas se detallan en 4.2.1.1,
4212y4.213.

Inmediatamente después todos los frascos fueron saturados nuevamente
con CO,, tapados con tapon de goma y finalmente cerrados herméticamente
con precinto de aluminio. Los frascos fueron depositados en el bafio
termostatizado donde permanecieron todo el periodo de incubacién (96 h) a
39 °C. Para medir la presion en el interior de los frascos de fermentacion se
utilizé un manometro digital (Sper Scientific: 840065), unido a una aguja
hipodérmica de 0,8 mm.
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Luego de cada medicion se liberé el gas producido en el interior de los
frascos utilizando una aguja hipodérmica. Los frascos fueron agitados y
devueltos al bafio maria hasta la préxima hora de medicion.

Una vez registrada la presion de gas (psi) de cada frasco a los diferentes
tiempos, se le restd al gas generado el gas producido por los blancos.

Los datos de presion de gas (psi) fueron transformados a volumen (V)
mediante la ecuacion de prediccion obtenida en un experimento previo:

V (mL)= 4,40 P (psi) + 0,09 P? (psi)

V: Volumen (mL)
P: Presion en el interior de los frascos de fermentacién (psi)

A fin de estimar la cinética de fermentacion, el volumen de gas producido fue
expresado como mL de gas producido por g de MS incubada (MSi).

Los resultados de produccion de gas por gramo de MSi se ajustaron al
modelo exponencial simple con Lag propuesto por @rskov et al. (1979):

V=a* (l-e (kd * (t-Lag)))

V: volumen de gas producido a tiempo t (mL/g MSi)
a: produccion potencial de gas (mL/g MSi)

kd: tasa de produccién de gas (h™)

Lag: tiempo de latencia en la produccion de gas (h)
t: tiempo (h)

Las evaluaciones que se describen a continuacion se realizaron siguiendo el
procedimiento antes descripto.

42.1.1 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes dosis de
Monensina usada como control positivo del estudio

En este estudio se incubaron 5 blancos (sin sustrato), 3 controles sin
monensina conteniendo sustrato y DMSO vy tres dosis diferentes de
monensina en DMSO, cada una por triplicado (total de frascos= 17). Las
dosis estudiadas de monensina fueron 1/2d, d, 2d, siendo la dosis d
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proporcional a la recomendada para un bovino adulto. La dosis de
monensina dentro del sistema de fermentacion se detalla en Tabla Ill. Como
sustrato se empledé heno de alfalfa. La dieta de los bovinos de los que se
extrajo el in6culo se describe en 4.2.1. La presion de gas se registro a los
tiempos 4, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion.

Tabla Ill. Dosis de monensina (mg) dentro del siste  ma de fermentacién.

Monensina
1/2d d” 2d
mg en frasco (51 mL) 2,08x10° 4,17x10° 8,33x10*
“Volumen en sistema de fermentacién 51 mL= 38 mL solucién basal, 2 mL solucién de
buffer, 0,5 mL solucién reductora, 10 mL liquido ruminal, 0,5 mL monensina a la dosis

correspondiente. d: proporcional a la dosis recomendada para un bovino adulto (Acedo,
1998).

4.2.1.2 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes productos
quimicos

Los 20 productos evaluados (Tabla I) fueron estudiados de igual modo. Se
incubaron 3 blancos (sin sustrato), tres controles sin monensina conteniendo
sustrato y DMSO, 3 con monensina en DMSO a la dosis d y 2 por cada
producto a igual dosis, todos en DMSO (total de frascos= 49). Como sustrato
se utilizé 0,5 g de una mezcla compuesta por 33% de maiz y 77% de heno
de alfalfa, mezclados homogéneamente. La dieta de los bovinos de los que
se extrajo el inoculo se describe en 4.2.1. Los tiempos a los que se
determind la presion de gas fueron: 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72, 96 h post-
inoculacion.

4.2.1.3 Efecto dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos
guimicos y monensina

En base a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se evaluaron los
productos que presentaron una cinética de produccion de gas similar a la
monensina. Ademas se evalué un producto que se comportd de forma
opuesta a la monensina y de forma similar al control. Su efecto sobre la
produccion de gas se estudié bajo las mismas condiciones, utilizando los
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mismos animales, igual dieta y sustrato. Se incubaron 5 blancos (sin
sustrato), 5 controles sin monensina con sustrato y DMSO. La monensina al
igual que los productos se analizaron a 5 dosis distintas (cada una por
duplicado en DMSO), siendo estas 1/10d, 1/2d, d, 2d, 10d (total de frascos=
60). La dosis dentro del sistema de fermentacion se detalla en Tabla IV. Los
tiempos a los que se determiné la presiéon de gas fueron: 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16,1 8, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 48, 72 y 96 h post-inoculacion.

Tabla IV. Dosis de monensina o producto (mg) dentro del sistema de fermentacion.

Monensina o producto
1/10d 1/2d d” 2d 10d
mg en frasco (51 mL) 4,17x10° 2,09x10° 4,17x10° 8,34x10° 4,17x10"
"Volumen en sistema de fermentacién 51 mL= 38 mL solucion basal, 2 mL solucién de
buffer, 0,5 mL solucién reductora, 10 mL liquido ruminal, 0,5 mL monensina o producto a la

dosis correspondiente. d": proporcional a la dosis recomendada para un bovino adulto
(Acedo, 1998).

4.3 Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el paquete estadistico de SAS
(SAS Institute, Cary, USA, 2000). Todos los parametros fueron analizados
por PROC GLM considerando el efecto del compuesto.

Se realizaron andlisis de regresion lineal de los parametros de produccion de
gas in vitro en funcién de la dosis de monensina (Efecto sobre la actividad
fermentativa de diferentes dosis de Monensina usada como control positivo
del estudio) y de la dosis de cada producto estudiado y monensina (Efecto
dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos quimicos y
monensina), empleando la herramienta Linear Fit de Microcal Origin 6.0, se
aceptdé como tendencia valores de R = 0,6.

Las medias de todos los parametros obtenidos en la evaluacion del efecto
dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos quimicos y
monensina fueron comparadas entre si mediante el test de Tukey.

En todos los casos se aceptaron como diferencias significativas valores de
P< 0,05.
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4.4 Estabilidad de los productos quimicos

Se estudid la estabilidad de los 20 productos evaluados (Tabla I). Para ello
se trabajé bajo las mismas condiciones que la técnica de produccion de gas
in vitro con excepcion del agregado del inéculo. Una pequefia cantidad de
producto se incub6 con 25 uL de DMSO y 1975 uL de medio de incubacién
compuesto por un 93,8% de una solucion basal libre de nitrégeno, 4,9% de
una solucion de bicarbonato y 1,3% de solucion reductora (Tabla Il) por un
periodo de 96 h a 39 °C. Una vez trascurrido el tiempo mediante extraccion
con acetato de etilo se tomaron muestras que junto con el respectivo
compuesto en estado puro fueron analizadas mediante cromatografia en
capa fina (TLC), revelada con UV.

5. RESULTADOS

5.1 Produccién de gas in vitro

5.1.1 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes dosis de
Monensina usada como control positivo del estudio

En la Figura 1 se puede observar la dinamica en la produccion de gas,
evidenciandose que el agregado de monensina al medio de incubacion,
disminuyo la produccion de gas, (P<0.05)

19



250
-
s 200
(@)]
—
é 150
@ —=— Control
3 100 Mon-1/2d
©
o Mon-d
2 —— Mon-2d
=]
2 50

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)
Figura 1. Dosis de monensina (Mon). Volumen de gas de las distintas dosis de monensina

(mL)/g MS de heno de alfalfa incubada en funcién del tiempo. Se muestra el promedio de
los triplicados y su desvio estandar.

En la Figura 2 se observa que a medida que aumento la dosis de monensina
la produccién potencial de gas disminuy6 en forma lineal.

210 4
a (ML/gMSi)= -542,07x+193,92; R’=0,94; P<0,0001
190
180

170 4

a (mL/gMSi)

160

150

T T T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08
Dosis Monensina (mg)

Figura 2. Regresion lineal de la produccion potenci  al de gas (a) segun la dosis de
monensina (mg).
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Utilizando la dosis mas alta de antibidtico (2d) se obtuvo la menor tasa de
produccion de gas y el mayor tiempo Lag respecto a las dosis restantes y al
control (P<0,05).

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a las medias de los
parametros kd y Lag para el control y para las dosis de monensina d y 1/2d
(P>0,05). Cuando se evalud el efecto de la dosis mediante regresion lineal
de kd y Lag en funcién de la dosis (mg) de monensina, se observd una
correlacion lineal negativa de kd y una correlacion lineal positiva de Lag a
medida que aumenté la concentracion, Figura 3 y 4 respectivamente.

kd (h™)=-0,11x + 0,05; R*=0,84; P=0,0006
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Figura 3. Regresion lineal de la tasa de produccién de gas (kd) segun la dosis de
monensina (mg).
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Figura 4. Regresion lineal del tiempo latencia en|  a produccion de gas (Lag) segun la
dosis de monensina (mg).
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5.1.2 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes productos quimicos

En la Figura 5 se describe la dinamica de produccion de gas del control junto
con los 20 productos evaluados y la monensina a la dosis d.

300 —— Control
Mon-d
——P1-d
——p2-d
—— P3-d
—— P4-d
—— P5-d
— P6-d
P7-d
—— P8-d
—=— P9-d
P10-d
——P1ll-d
—— P12-d
P13-d
—— P14-d
P15-d
Pi16-d
P17-d
P18-d
——P19-d
0 ' ! ' ! ' P20-d
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

250

200

150

100

Volumen de gas (mL)/ g MSi

50

Figura 5. Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de alfalfa incubada en funcién del
tiempo de los 20 productos evaluados.  Se muestra el promedio de los triplicados para el
control y monensina a la dosis d (Mon-d), duplicados para los 20 productos a la dosis d.

El control, presentd la mayor produccién potencial de gas y el menor tiempo
de latencia.

Los productos pertenecientes a las familias de los N°N'°-di6xido de
fenazinas (P1 y P2); N-6xido de indazoles (P3-P6) y N-oxido de 1,24-
triazina (P20) si bien afectaron la dinamica de la produccidén de gas, todos
generaron mas gas que la monensina (P<0,05).

El producto P10 (benzofuroxano), P18 (furoxano) y P19 (N,N*-diéxido de
quinoxalina) se destacaron por no presentar diferencias significativas con
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respecto a la monensina (P>0,05). Estos tres productos disminuyeron la
produccion de gas en el orden del 9,6% con respecto al control. Los
restantes benzofuroxanos (P7-P9 y P11-P13) y furoxanos (P15-P17)
evaluados disminuyeron la produccion de gas, su efecto fue
significativamente diferente al de la monensina (P<0,05).

El producto P14 (nitrotiofeno) se destacé por presentar un efecto similar al
control (P>0,05).

Para observar con mayor claridad el efecto sobre la producciéon de gas
generada por los productos, P10, P18 y P19 se muestran las Figuras 6, 7y 8
respectivamente. Cada uno de ellos se graficd junto con el control y la
monensina a igual dosis (d). En la Figura 9 se describe el efecto del producto
P14 sobre la dinAmica de produccion de gas, observandose que se
comporta igual que el control (P>0,05).

S

"/

'/
f

0 20 40 60 80 100

Volumen de gas (mL)/ g MSi

Tiempo (h)
—— Control Mon-d ——P10-d

Figura 6. Producto 10 (P10). Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de alfalfa
incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los triplicados para el control y
monensina a la dosis d (Mon-d), duplicados para P10 a la dosis d (P10-d), con sus
respectivos desvios estandar.
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Volumen de gas (mL)/ g MSi

Figura 7. Producto 18 (P18).

300

250

200

150

100

50

g

20 40 60 80 100
Tiempo (h)

—— Control Mon-d —— P18-d

Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de alfalfa

incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los triplicados para el control y
monensina a la dosis d (Mon-d), duplicados para P18 a la dosis d (P18-d), con sus
respectivos desvios estandar.

Volumen de gas (mL)/ g MSi

Figura 8. Producto 19 (P19).
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Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de alfalfa

incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los triplicados para el control y
monensina a la dosis d (Mon-d), duplicados para P19 a la dosis d (P19-d), con sus
respectivos desvios estandar.
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Figura 9. Producto 14 (P14). Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de alfalfa
incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los triplicados para el control y
monensina a la dosis d (Mon-d), duplicados para P14 a la dosis d (P14-d), con sus
respectivos desvios estandar.

Cuando se comparo estadisticamente el efecto sobre la produccion potencial
de gas de P10, P18 y P19 versus la monensina estos no presentaron
diferencias significativas (P>0,05) con un valor medio de 259,8 mL/gMSi,
mientras que con el control sin antibidtico (287,3 mL/gMSi) si presentaron
diferencias (P<0,05).

La tasa de produccién de gas disminuy6 para los productos P10, P18 y P19
con respecto a la monensina y al control (P<0,05), mientras que el menor
tiempo de latencia en la produccién de gas se obtuvo para el control y P10
(P<0,05).

Los restantes productos presentaron una produccion potencial de gas, tasa y

tiempo de latencia significativamente diferente a la monensina (P<0,05). P14
se comporto igual que el control para todos los parametros estudiados.
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5.1.3 Efecto dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos
guimicos y monensina

La Figura 10 muestran como se ve modificada la dindmica de produccién de
gas (mL/gMSi) por la adicion de monensina al sistema de fermentacion, en
donde la dosis mas alta (10d) generd una mayor disminucion en el volumen
de gas, seguida por la dosis 2d, d, 1/2d y 1/10d. Este resultado se corroboré
estadisticamente al estudiar el pardmetro produccion potencial de gas
(P<0,05) entre dosis y dosis-control.
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Figura 10. Dosis de monensina (Mon). Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de
alfalfa incubada en funcién del tiempo. Se muestra el promedio de los 5 controles y los
duplicados para cada dosis de Mon, con sus respectivos desvios estandar.

Los productos estudiados presentaron un comportamiento similar a la
monensina, P10 (Figura 11) con excepcion de las dosis 1/10d y 1/2d
(P>0,05), P18 a todas las dosis (Figura 12) y P19 (Figura 13) con excepcién
de la dosis d, que no presenta diferencias significativas con las dosis 1/2d y
2d (P>0,05).
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Figura 11. Dosis del Producto 10 (P10) . Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de
alfalfa incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los 5 controles y
duplicados para cada dosis de P10, con sus respectivos desvios estandar.
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Figura 12. Dosis del Producto 18 (P18) . Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de
alfalfa incubada en funcién del tiempo. Se muestra el promedio de los 5 controles y
duplicados para cada dosis de P18, con sus respectivos desvios estandar.

27



300

250

200

150

100

Volumende gas (mL) / g MSi

a1
o

—— Control

——P19-1/10d
——P19-1/2d
P19-d

~—P19-2d
P19-10d

0 20

40 60 80 100
Tiempo (h)

Figura 13. Dosis del Producto 19 (P19) . Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de
alfalfa incubada en funcion del tiempo. Se muestra el promedio de los 5 controles y
duplicados para cada dosis de P19, con sus respectivos desvios estandar.

El efecto de P14 sobre la produccion de gas se describe en la Figura 14, si
bien todas las dosis generaron menor gas que el control (P<0,05) las dosis
2d y 10d produjeron mas que las dosis 1/10d, 1/2d y d (P<0,05).
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Figura 14. Dosis del Producto 14 (P14) . Volumen de gas (mL)/g MS de maiz + heno de
alfalfa incubada en funcién del tiempo. Se muestra el promedio de los 5 controles y
duplicados para cada dosis de P14, con sus respectivos desvios estandar.

28



Cuando se comparo la produccion potencial de gas de cada producto a las
diferentes dosis con cada una de las dosis de monensina, se observo que
P10-2d y P10-10d se comportaron como las dosis 1/2d y d de monensina,
respectivamente (P>0,05), P18-2d y P18-10d como las dosis 1/2d y 2d de
monensina, respectivamente (P>0,05). Las dosis que se detallan a
continuacion se comportaron de forma similar a la dosis 1/10d de la
monensina, P10 y P18 a dosis 1/2d y d, P19 a dosis d y 2d (P>0,05). Las
restantes dosis presentaron una produccién de gas significativamente
diferente a las dosis de monensina estudiadas.

Al estudiar el efecto de las distintas dosis de P14 se observé que las dosis
1/2d y d se comportaron como las dosis 1/2d y 1/10d de monensina
respectivamente (P>0,05). Las restantes dosis presentaron una produccion
de gas significativamente diferente a las dosis de monensina estudiadas.

En la Figura 15 se presentan las curvas de regresion lineal para la
produccion potencial de gas de las diferentes dosis de cada producto y de
monensina. Se observé una correlacion lineal negativa entre el volumen de
gas y la dosis de los productos P10, P18, P19 y monensina, mientras que
para P14 se observé una correlacion lineal positiva.

Monensina: a (ml/ gMSi)= -124,04x + 253,35, R *=0,9; P<0,0001
P10: a (ml/ gMSi)=-59,26x + 264,89; R *=0,7; P=0,0025

P18: a (ml/ gMSi)=-77,43x + 269,33; R °=0,7; P=0,0036

P19: a (mL/ gMSi)=-46,33x + 273,85; R °=0,6; P=0,0108

P14; a (ml/ gMSi)= 67,45x + 259,74; R *=0,6; P=0,0103
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Monensina
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P14

a (mL/gMS incubada)
o4 >onm

N
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mg de Monensina o Producto

Figura 15. Regresion lineal de la produccion potencial de gas (a) de los productos,
P10, P18, P19, P14 y Monensina en funcién de la con centracién (mg).
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La menor kd se obtuvo para el control (0,052 h™). Los productos y la
monensina a todas las dosis presentaron un kd mas alto o que no presentd
diferencias significativas con respecto al control. No se observo un efecto
diferencial en el kd ni por el producto ni por la dosis.

Los productos P18-d y P14-d presentaron los menores Lag (2,78 y 2,92 h
respectivamente), siendo estos significativamente diferentes al control (3,19
h). No se observé un efecto diferencial en el Lag ni por el producto ni por la
dosis.

6. DISCUSION

Existe escasa informacion que describa el efecto de aditivos moduladores de
la fermentacién ruminal mediante la técnica de produccion de gas in vitro, en
particular para los parametros que se evallan en este estudio. Como se
plante6 anteriormente existe gran dificultad al momento de comparar los
resultados arrojados mediante esta técnica (Williams, 2000; Rymer et al.,
2005), basandose en esta dificultad se trabajé cada evaluacion en forma
independiente, incluyendo en cada caso los controles necesarios.

6.1 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes dosis de Monensina
usada como control positivo del estudio

Como se mencion6 anteriormente mediante la técnica de producciéon de gas
in vitro se pueden cuantificar productos finales de la fermentacion ruminal
microbiana, entre ellos diéxido de carbono, hidrégeno, metano y &cidos
grasos volatiles.

Si bien en este estudio no se determind la composicion del gas generado,
como estd descripto detalladamente en la literatura el efecto de la
monensina, se puede sugerir que una disminucién en la produccién de gas
refleja una fermentacion més eficiente, dirigida hacia la formacién de AGV en
detrimento de la produccién de didéxido de carbono e hidrégeno. Esto
también se justifica en base al hecho de que la monensina disminuye la
poblacion bacteriana productora de hidrégeno y dioxido de carbono (Chen 'y
Wolin, 1979). Por otro lado si bien las especies metanogénicas no se ven
inhibidas directamente por el antibidtico (Henderson et al.,, 1981), la
produccion de metano se reduce ya que disponen de una menor
concentracion de hidrogeno necesario para reducir el dioxido de carbono.
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Por el contrario, un aumento en la produccion de gas reflejaria una
fermentacién mas ineficiente. Por lo cual la disminucién en la produccion de
gas en el orden de un 9,6% que se encontro para las dosis 1/2d, en el orden
de 16,8% para d y en el orden de 23,4% para la dosis mas alta, en relacién
al control, se deberia a una fermentacion mas eficiente.

La tasa de produccion de gas para la dosis 2d disminuyo un 16,3%, respecto
al control, mientras que aument6é un 61,5% el tiempo de latencia. Esto se
podria deber a que una gran parte de la poblacion microbiana simbionte se
ve inhibida por el agregado del antibiético a esta dosis. No obstante esto
podria ser beneficioso si se tiene en cuenta el tipo de dieta que consumen
los animales en los que se usa monensina, dietas ricas en granos y por lo
cual con mayor probabilidad de desarrollar cuadros de acidosis. Por lo cual
un compuesto que retarde la fermentacion podria ser beneficioso en estos
casos.

La dosis recomendada de monensina (d) disminuyo6 el kd (2,0%) y el Lag
(2,8%) mientras que la dosis 1/2d aument6 kd (4,1%) y Lag (15,4%). Si bien
estas dosis no generaron diferencias con respecto al control, se observo una
clara tendencia a disminuir kd y aumentar Lag de forma lineal a medida que
aumenté la concentracion de Mon (R?= 0,84 y 0,81, respectivamente). De
esta manera, incrementando la dosis de Mon, aumentaria el tiempo
necesario para la colonizacion del sustrato (Cheng et al., 1980) proceso
clave para la degradacion ruminal de los alimentos (McAllister et al., 1994) y
disminuiria la cantidad de alimento degradado.

6.2 Efecto sobre la actividad fermentativa de diferentes productos quimicos

Al comparar los resultados obtenidos para el control (sin antibiotico) con el
obtenido para los blancos (sin sustrato) se puede describir el efecto propio
del indculo.

El control, presentd la mayor produccion potencial de gas y el menor tiempo
de latencia. Estos resultados fueron coherentes con los esperados debido a
que no se incluyd en el medio de fermentacién ningun aditivo que pudiese
modificar el ambiente ruminal.

La produccion potencial de gas se afectd en forma diferencial por cada
producto evaluado.

Los productos pertenecientes a las familias de los N°,N'°-diéxido de fenazina
(P1 y P2); N*-6xido de indazol (P3-P6) y N-6xido de 1,2 4-triazina (P20) si
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bien afectaron la dinamica de la produccion de gas, todos generaron mas
gas gue la monensina resultando no efectivos para este estudio.

El producto P10 perteneciente a las familia de los benzofuroxanos, P18
perteneciente a la furoxanos y P19 perteneciente a los N*',N*-diéxido de
quinoxalina se destacaron por no presentar diferencias significativas con
respecto a la monensina. Estos tres productos disminuyeron la produccion
de gas en el orden del 9,6% con respecto al control, por lo cual al igual que
en el estudio anterior hace suponer que la fermentacion fue mas eficiente y/o
que disminuyd la produccion de otros productos de la fermentacién. Los
restantes benzofuroxanos (P7-P9 y P11-P13) y furoxanos (P15-P17)
evaluados modificaron la produccién de gas, pero no de modo comparable
con la monensina.

Si bien no se pretende comparar los resultados de este estudio con el
anterior se observé una diferencia notoria en la produccién potencial de gas
obtenida para el control y la monensina. La produccion potencial de gas
aumentd un 44.4% y 54,0% para el control y monensina respectivamente de
un estudio a otro. Esta diferencia podria ser debida a la composicion de la
dieta suministrada a los bovinos donantes del in6culo y/o a la composicion
del sustrato (ambos condiciones variaron, ver 4.2.1 dietasy 4.2.1.1y 4.2.1.2
sustratos).

Lo antes sefalado coincide con lo descripto por Sandoval-Castro et al.
(2002). Estos autores evaluaron la inclusion de diferentes mezclas de
concentrado sobre forrajes de baja calidad empleando la técnica de
produccion de gas in vitro reportando un aumento en la producciéon de gas
cuando se mezcld el forraje con concentrado. Esta diferencia también se
observd en un estudio realizado por Britos et al. (2009) los cuales utilizaron
como inoculo liquido ruminal proveniente de vaquillonas alimentadas con
forraje y diferentes fuentes de carbohidratos. Estos autores observaron que
los parametros de produccion de gas in vitro se vieron afectados por los
diferentes inéculos segun la dieta suministrada al bovino.

La tasa de produccion de gas (kd) disminuyé aproximadamente un 10,0%
cuando se trabajo bajo estas condiciones. Arroquy, et al., (2005) evaluaron
in vitro los efectos de la inclusion de carbohidratos sobre la digestién de fibra
de baja calidad, los mismos afirman que la tasa de digestién fue deprimida
cuando una fuente de carbohidrato como almidon fue incluida. Asimismo,
Grant y Mertens (1992) describieron que la adicion de maiz a una dieta de
heno de alfalfa (forraje de alta calidad) disminuye el kd. Si bien a los bovinos
de los cuales se extrajo el inéculo para este estudio se les suministrd sorgo y
no maiz ambos son concentrados almidonosos de lenta degradacion (Offner
et al., 2003) por lo cual se espero similar efecto.
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El agregado de los productos P10 y P18 disminuyeron el kd en el orden de
21,9% y P19 un 14.6%, comparados con el control. Esto indicaria que se
enlentecio la degradacion ruminal de los alimentos.

En relacion a Lag, P18 y P19 no presentaron diferencias con respecto a la
monensina, mientras que P10 al igual que el control disminuyeron el Lag un
35,5%.

Sin embargo, P10 se destaco entre los productos estudiados ya que como
se describié anteriormente, present6 similar produccion de gas, menor tasa
de produccién y tiempo de latencia mas corto que la monensina.

El efecto de P10 y P18 podria deberse a la combinacién en las estructuras

de la funcién N-6xido y la cadena lateral semicarbazona que ambos poseen,
siendo este agrupamiento quimico quien podria estar indicando la actividad

de estos productos.
} o /\/\/\
NH NH o. \\ NH
N TN T N _N Nt N\NH/\
o} =~ ° ol YV /
N ~N

Producto P10 Producto P18

N~ tTO

Por el contrario, P14 se comportd, para todos los parametros, similar al
control, por lo cual se puede presumir que no afecta la fermentacién ruminal.
Dicho efecto podria deberse a que P14 a pesar que posee la misma cadena
lateral que P10, semicarbazona, no posee el agrupamiento N-6xido sino que
es un derivado nitrotiofeno.

Producto P14

Por lo que cabe destacar la importancia de la funcién N-O6xido y su
combinacion con la subestructura semicarbazona.
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6.3 Efecto dosis-repuesta de la actividad fermentativa para los productos
guimicos y monensina

El efecto sobre la produccion de gas de los 3 productos evaluados a las 5
dosis fue muy diverso.

La evaluacion de las 5 dosis de monensina arrojé una marcada diferencia
entre dosis. En promedio la producciéon de gas disminuyd un 9,9%, 15,1%,
17,0%, 19,2% vy 30,7% para las dosis 1/10d, 1/2d, d, 2d, 10d
respectivamente, en relacion al control.

Un estudio realizado por Dennis y Nagaraja (1981) indica que un gran
namero de bacterias ruminales Gram-positivas y algunas Gram-negativas se
ven inhibidas o retardan su crecimiento con el agregado de monensina a
niveles de 0,38-12 pg/mL, mientras que otras Gram-negativas no se ven
inhibidas con una concentracion de 48 pug/mL. Teniendo en cuenta que las
concentraciones de monensina empleadas en el presente estudio fueron
0,42 (1/10d), 2,08 (1/2d), 4,16 (d), 8,33 (2d) y 41,67 pg/mL para las dosis
10d, la disminucion en la produccion de gas podria deberse a una
fermentacién mas eficiente dirigida hacia la formacion de AGV y/o a una
menor poblacion de bacterias productoras de hidrogeno y dioxido de
carbono con la consiguiente menor produccion de metano.

En cuanto a los productos evaluados si bien los mismos presentaron un
patron dosis- respuesta similar a la monensina, la diferencia entre dosis no
es tan pronunciada.

El producto P10 a las dosis 1/2d y d disminuyé la produccién de gas en un
9,7% con respecto al control, pero sin diferencias significativas con respecto
a la dosis 1/10d del antibiético. P10 a la dosis 2d disminuy0 la produccion de
gas un 15,1% y a la dosis 10d un 17,4% ambas con respecto al control,
mientras que no presentan diferencias significativas con las dosis 1/2d y d
del antibiotico, por lo cual se puede asumir que poseen un efecto similar
sobre la poblacién microbiana que fermenta el sustrato.

El producto P18 a las dosis 1/2d y d disminuy6 la produccion de gas un 9,9%
con respecto al control, pero sin diferencias significativas con respecto a la
dosis 1/10d del antibidtico, a la dosis 2d y 10d disminuy6 un 13,8% y 18,3%
con respecto al control, estos resultados no presentaron diferencias
significativas con las dosis 1/2d y 2d de monensina, por lo cual se puede
asumir que poseen el mismo efecto, sobre la poblacion microbiana que
fermenta el sustrato.
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Las dosis d y 2d del producto P19 afectaron la produccion de gas en forma
similar a la monensina a la dosis 1/10d, siendo las restantes dosis del P19
diferentes de la monensina.

Con relacion al efecto de P14 no se encuentra una explicacion biolégica que
justifigue que las dosis mas altas 2d y 10d en lugar de disminuir la
produccion de gas la elevaron a valores muy proximos al control con apenas
una diferencia del 3,8% y 2,7% respectivamente. Por lo cual se puede
asumir que esta desviacion en los resultados se puede deber a la formacion
de un agregado molecular.

Si bien los productos P10, P18 y P19 a todas las dosis presentaron un efecto
similar a la monensina al ser adicionados en el sistema de fermentacion
(disminuyeron la produccion de gas al elevar la dosis) es importante
destacar a la dosis 10d de P18, la misma se comportd como la dosis 2d de
monensina, siendo esta la dosis mas alta del antibiético que fue comparable
con la de los productos estudiados.

La tasa y el tiempo de latencia en la produccién de gas no arrojaron
resultados estadisticamente diferentes a los del control, no se observaron
modificaciones en cuanto a la dosis ni producto.

6.4 Estabilidad de los productos quimicos

Dado que el estudio de estabilidad se realizé en las mismas condiciones en
que fueron evaluados los productos, con la excepcién del agregado del
in6culo (liquido ruminal) se pudo asegurar que de los 20 productos
estudiados, la mayoria, con excepciéon de P15, P16 y P20, se mantienen
inalterados bajo las condiciones de la técnica de produccion de gas in vitro.
Por lo cual, se puede afirmar que el efecto sobre la dinamica de produccion
de gas se debe a los productos (puros) o a un producto derivado de los
mismos generado por el liquido ruminal con el que se inoculd.

7. CONCLUSIONES

La adicion de diferentes dosis de monensina a los sistemas de fermentacion
disminuyo la produccion potencial de gas en forma lineal con el aumento de
la dosis, empleando como indculo liquido ruminal extraido de bovinos con
dieta forrajera 0 complementada con un concentrado almidonosos.
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El producto P10 se destacO entre los productos estudiados por presentar
similar efecto en la produccion de gas, menor tasa de produccion y tiempo
de latencia méas corto que la monensina.

Al emplear distintas dosis de cada producto si bien el producto P10 presentd
un comportamiento destacable en cuanto a la produccion de gas a la dosis
10d (equivalente a 10 veces la dosis recomendada de monensina), se
obtuvieron mejores resultados con P18 a igual dosis.
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