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RESUMEN

El trabajo metabdlico que implica la ganancia de peso acelerada en pollo de
engorda excede su capacidad de adaptacion e incrementa la incidencia de
desérdenes metabolicos importantes, tales como el Sindrome Ascitico (SA) que
genera grandes pérdidas econdmicas para las granjas avicolas del pais debido a
las altas mortalidades. Es posible modificar el metabolismo energético de un
organismo al restringir o incrementar la cantidad de alimento que este consume, de
manera que, se puede disminuir la mortalidad por SA y mantener la productividad
de la parvada manejando adecuadamente la cantidad de alimento ofrecido. Con el
fin de valorar la alimentacion como un factor desencadenante del SA, durante 49
dias se alimenté con 3 diferentes reducciones de consumo (1: 0%, 2: >8.82% y 3:
>17.58%) a 780 pollos de la estirpe genética Ross y semanalmente se evaluo el
efecto del consumo de alimento sobre el dafio oxidativo e inflamatorio del higado.
El dafio oxidativo se evalué mediante las pruebas de TBARS y Dienos conjugados
(DC), la expresion de IL-6, como marcador de inflamacion hepatica, se determiné
mediante inmunofluorescencia (IF) y la mortalidad por SA fue registrada
diariamente. Como método estadistico se utilizd6 un disefio completamente al azar
con arreglo factorial y las medias se analizaron utilizando Tuckey (P<0.05). Las
reducciones de alimento mostraron diferencias significativas entre los tratamientos,
los pollos del tratamiento 1 y 3 tuvieron niveles mas altos de reacciones pro-
oxidantes comparados con los del tratamiento 2. Debido a que los pollos del
tratamiento 3 consumieron menos alimento, se sugiere que, al haber tenido un
menor aporte energético, de manera compensatoria el organismo incrementé el
metabolismo catabdlico y en respuesta las reacciones pro-oxidantes derivadas de
la movilizacion de reservas energéticas también se elevaron. La inflamacién
disminuy6 a la par de las reducciones de consumo tal como se esperaba y
finalmente, la interaccion de la edad y el tratamiento tuvo un efecto sobre la
mortalidad por SA y la ganancia diaria de peso (GDP); de manera que, al consumir
mas alimento, los animales del tratamiento 1 tuvieron una mayor ganancia de peso,
pero también mayor mortalidad; En contraparte, los animales del tratamiento 2 con

reduccion de consumo moderado, mostraron un efecto benéfico sobre los niveles



de estrés oxidativo. Esta mejor adaptabilidad del sistema antioxidante ante las
reacciones pro-oxidantes, permiti6 mantener la productividad y reducir la mortalidad

por SA en el tratamiento 2.

Palabras clave RESTRICCION ALIMENTICIA, NUTRICION ANIMAL,
MEMBRANAS HEPATICAS, METABOLISMO ENERGETICO, ESTRES
OXIDATIVO, SISTEMA ANTIOXIDANTE, INTERLEUCINA-6, AVES DE
ENGORDA, ASCITIS.



ABSTRACT

The metabolic workload associated with the accelerated weight gain of broiler
chickens exceeds their adaptive capacity, increasing the incidence of significant
metabolic disorders such as Ascites Syndrome (AS), which causes substantial
economic losses to poultry farms due to high mortality rates. Energy metabolism in
organisms can be modulated by restricting or increasing feed intake, allowing for
reduced mortality from AS while maintaining flock productivity through proper feed
management. To evaluate feed intake as a triggering factor for AS, 780 Ross broilers
were fed with three different levels of feed restriction (1. 0%, 2: >8.82%, and 3:
>17.58%) over 49 days. The effects of feed intake on oxidative and inflammatory
liver damage were assessed weekly. Oxidative damage was analyzed using TBARS
and conjugated dienes (CD) assays, while hepatic inflammation, indicated by IL-6
expression, was determined via immunofluorescence (IF). Daily AS-related mortality
was recorded. A completely randomized factorial design was employed, and means
were analyzed using Tukey's test (P<0.05). Feed restriction resulted in significant
differences between treatments. Birds in treatments 1 and 3 exhibited higher levels
of pro-oxidant reactions compared to those in treatment 2. In treatment 3, lower feed
intake likely led to reduced energy supply, prompting a compensatory increase in
catabolic metabolism. This, in turn, elevated pro-oxidant reactions associated with
the mobilization of energy reserves. Inflammation decreased in tandem with greater
feed restriction, indicating that reduced feed intake was associated with lower
hepatic inflammation levels. The interaction between age and treatment influenced
AS mortality and daily weight gain (DWG). Birds in treatment 1, with unrestricted
feeding, achieved higher weight gains but also experienced increased mortality.
Conversely, treatment 2, with moderate feed restriction, demonstrated a beneficial
effect on oxidative stress levels. The improved adaptability of the antioxidant system
to pro-oxidant reactions in treatment 2 allowed for maintained productivity and

reduced AS-related mortality.

Keywords: Feed restriction, Animal nutrition, Hepatic membranes, Energy
metabolism, Oxidative stress, Antioxidant system, Interleukin-6, Broiler

chickens, Ascites.
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l. INTRODUCCION

En respuesta a las exigencias del mercado, la avicultura moderna ha
optimizado la formulacion de dietas, genética y estrategias de manejo durante la
crianza del pollo de engorda, obteniendo de esta manera mejores ganancias de
peso en periodos mas cortos. Sin embargo, la exigencia productiva en pollos
incrementa también el estrés metabdlico y propicia el desarrollo de desérdenes
metabdlicos como el sindrome ascitico (SA), cuya patogenia limita el bienestar de

los pollos y aumenta su mortalidad.

La alimentacion es un factor de estrés importante a considerar durante el
desarrollo del SA; la capacidad de ingesta de alimento por parte de los pollos y el
contenido nutrimental de las dietas de engorda aceleran su metabolismo energético,
lo que, a su vez, incrementa las reacciones pro-oxidantes y el estrés oxidativo por
radicales libres (RL). Debido a lo anterior, la capacidad del sistema antioxidante es
fundamental para modular la generacion de RL como especies reactivas de oxigeno
(ROS) que dafian a nivel molecular los lipidos de membrana en un proceso conocido
como lipoperoxidacion (LP). Los ROS tienen el potencial de causar dafos
irreversibles en los tejidos, induciendo procesos inflamatorios durante el desarrollo
del SA. Por esta razén, una estrategia para el control del SA es la disminucion del
consumo de energia mediante la reduccion del consumo de alimento. De esta
manera, la adaptabilidad del sistema antioxidante permite un mejor comportamiento
ante las reacciones pro-oxidantes, reduciendo el estrés oxidativo y la inflamacion

gue causan alteraciones en la productividad de los pollos y muerte subita por SA.

El presente trabajo muestra el efecto que tiene la reduccion en la cantidad de
alimento ofrecido a los pollos sobre las reacciones prooxidantes y la produccion de
IL-6 como marcador de inflamacién en tejido hepatico ademas de su relacién con la

mortalidad por SA.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Industrializacion de la avicultura y su importancia econémica

Segun el compendio estadistico del Consejo Mexicano de la Carne (2021), el
65% del inventario de aves en México se destina al mercado de engorda, de hecho,
el 81% de la carne de pollo que se consume en el pais proviene del trabajo de
productoras y productores nacionales. A nivel mundial, México se encuentra en la
posicion numero 12 entre los paises con mayor consumo de carne de pollo (UNA,
2021) con un consumo de 4.4 millones de toneladas/afio. Debido a esto, la
produccion avicola es cada vez mas importante para el desarrollo econémico del
pais y los trabajos de investigacion con enfoque veterinario ayudan a cumplir los
estandares internacionales de productividad. Analizar la respuesta metabdlica del
pollo ante las exigencias actuales del mercado ayuda a generar nuevas y mejores

estrategias de manejo.

Por otro lado, el crecimiento poblacional y el consumo individual de carne de
pollo impulsan la industrializacién de la produccién avicola (FAO, 2022). Con el fin
de optimizar la produccién se ha conseguido acortar el tiempo de engorda de los
pollos, gracias a la formulacion de las dietas que impulsan el desarrollo muscular
acelerado caracteristico de las lineas genéticas de pollos de engorda (Dominguez,
2016). Sin embargo, estas caracteristicas también incrementan la incidencia de
desdrdenes metabdlicos como el SA (Cuevas et al., 2006; Dominguez; Paguay &
Parra, 2016; Yang et al.,, 2016; Gonzales, 2018; Biwas, 2019; Calagua, 2019;
Jaramillo, 2019; Montecinos, 2020; Novillo, 2021; Borda & Hilbert, 2022; Fao, 2022).
El porcentaje de aves muertas por SA puede ser del 10% al 15%; sin embargo,
actualmente el cambio climéatico ha convertido a la temperatura en uno de los
factores ambientales mas dificiles de controlar durante la engorda (Dominguez,
2016; Emami et al., 2020; Alarcon, 2021). Se estima que la mortalidad y los costos
relacionados con el manejo del SA representan pérdidas significativas para los
grandes productores, que van desde miles hasta millones de pesos (Sami, 2019;
UNA, 2021; FAO, 2022).



2.2 Reacciones pro-oxidantes y sistema antioxidantes del pollo

El oxigeno es un agente oxidante importante pues la inestabilidad de su
estructura da lugar a subproductos del metabolismo celular, conocidos como
radicales libres (RL). A su vez, la naturaleza pro-oxidante de los RL puede provocar
dafios reversibles e irreversibles en las células (Hermes-Lima, 2004).

El crecimiento rapido de los pollos de engorda, las altas temperaturas y una
dieta rica en carbohidratos, eleva la demanda metabdlica de oxigeno y la formacion
de RL (Yang et al., 2016). La formacion de RL como las especies reactivas de
oxigeno (ROS) incrementa con la presion metabdlica (Wallin et al., 1993), cuando
la formacion de ROS supera los mecanismos antioxidantes del ave, entonces se
presenta una situacion celular conocida como estrés oxidativo (Céspedes & Catstillo,
2008). Debido a que los dobles enlaces en los acidos grasos poliinsaturados son
muy densos (Emami et al., 2020) los fosfolipidos de membrana tienden a ser
especialmente susceptibles al estrés oxidativo (Suarez et al., 2020). Durante los
estados de estrés oxidativo, los ROS dafian a nivel molecular los lipidos de
membrana y otras estructuras celulares, situacion que provoca inflamacion y muerte
celular (Emami, 2020). Sustancias pro-oxidantes como el Hierro (Fe?") facilitan la
produccién de RL, los RL més habituales se muestran en la Figura 1 y corresponden
a ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS), referidas mas adelante en este
trabajo (Araneda, 2012).

SUPEROXIDO)]

HIDROXILO

HIERRO

PEROXIDO DE
HIDROGENO

PEROXINITRITO

RLY SUSTANCIAS
PRO-OXIDANTES
HABITUALES
EN ORGANISMOS
AEROBICOS

OH"

PEROXILO
RO,

ONOO

i

Figura 1. Principales RL sustancias pro-oxidantes
en organismos aeroébicos.
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La oxidacién no siempre tiene efectos negativos o dafiinos para el ave; por
ejemplo, la oxidacion de los aminoacidos de la dieta y la oxidacion incompleta de
carbohidratos, proteinas y lipidos forma parte del metabolismo intermediario para la
produccion de energia metabdlica en forma de ATP, que es una fuente importante
de energia inmediata para el organismo (Sindik, 2008; Osorio & Florez, 2011). Sin
embargo, hay ciertas peculiaridades en los pollos, como la digestion y el trasporte
de lipidos hasta el higado, que facilita el almacenamiento de triglicéridos en los
hepatocitos (Osorio & Flérez, 2011), lo que a su vez, dificulta el desempefio del
sistema antioxidante ante la formacion de RL (Emami et al., 2020).

El organismo cuenta con defensas contra el dafio oxidativo; enzimas como la
Superéxido dismutasa y la Glutatibn peroxidasa, actian sobre los RL y los
neutralizan para que no causen dafio oxidativo en la célula (Baxter et al., 2019). En
las aves el sistema antioxidante es mas potente que en los mamiferos (Lin et al.,
2004). El acido urico (AU) se excreta como producto final del metabolismo del
nitréogeno y la naturaleza antioxidante de este compuesto disminuye las
concentraciones de oxido nitrico (NO) en el endotelio vascular (Naranjo, 2023) sin
embargo, el aumento de ROS durante la patologia del SA es suficiente para
sobrepasar las defensas antioxidantes (Emami et al., 2020) y dafiar las membranas
celulares (Flores et al., 2011). EIl dafo en las membranas celulares ocasiona la
pérdida del equilibrio interno (homeostasis) idnico y osmético de la célula, lo que,
en muchos casos desencadena procesos de dafio o muerte celular (Tortora et al.,
2022).

2.3 Radicales libres y lipoperoxidacién (LP)

De manera natural, la respiracion mitocondrial es la principal fuente de ROS
(Ah-Ng, 2016) y las membranas de las mitocondrias, involucradas en este proceso,
se hacen mas vulnerables al dafio oxidativo (Nava, 2010; Emami, 2020; Lai et al.,
2022). El incremento en la actividad metabdlica del higado de los pollos de engorda
aumenta por si misma la cantidad de RL que interactuan a nivel molecular con el
tejido hepatico (Emami et al.,, 2020). El tejido hepatico que es rico en lipidos
poliinsaturados incrementa a su vez las reacciones pro-oxidantes y el dafio oxidativo
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producido por los RL (Figura 1). Se le llama LP al dafio oxidativo por RL sobre los
lipidos (Contesse, 2010); durante la fase inicial de esta reaccion, se generan dienos
conjugados (DC) y durante la fase terminal se forman moléculas de aldehidos (De
Ledn & Borgues, 2020) capaces de iniciar procesos ciclicos y autosustentables de
dafio oxidativo sobre los tejidos (Forman et al., 2006).

El Malonaldehido (MDA) es un aldehido producto final de la LP y gracias a
su facil reaccion con el 4cido tiobarbitdrico se utiliza como un marcador de dafio
irreversible sobre los lipidos (Contesse, 2010). De hecho, diversos articulos de
investigacion han considerado a la técnica de TBARS o sustancias que reaccionan
al acido tiobarbitarico, como uno de los principales criterios para evaluar el estrés
oxidativo en aves ya que con ella se cuantifica la susceptibilidad de los lipidos a la
oxidaciéon (Lin, 2004; Céspedes & Castillo, 2008; Kabploy, 2016; De Le6n &
Borgues, 2020; Emami, 2020). De manera complementaria, la determinacion de
dienos conjugados (DC) ayuda a detectar dafios reversibles en los lipidos por lo que
el aumento de las reacciones pro-oxidantes y la respuesta antioxidante puede ser
monitoreado mediante la determinacion de DC y MDA (Flores et al., 2011).

2.4 Hipertension y sindrome ascitico (SA) en pollo de engorda

El SA, también referido como sindrome de hipertension pulmonar
(Dominguez, 2016), abarca un conjunto de cambios metabdlicos que causan edema
por el aumento en la permeabilidad de las membranas vasculares y la consecuente
acumulacion de liquidos en la cavidad celomica del pollo (Borda & Hilbert, 2022).
Este liquido ascitico proviene de una combinacién de linfa y plasma sanguineo que
se filtra del higado hacia el abdomen y se acumula rapidamente como consecuencia

de la insuficiencia cardiaca congestiva (Biwas, 2019).

El SA reduce el bienestar animal y aumenta el nUmero de aves muertas por
parvada, lo que representa pérdidas econdémicas por merma, retrasos en el
crecimiento y aumento en los costos de produccion (Cuevas et al., 2006; Rojas &
Vasquez, 2013; Dominguez, 2016; Sami 2019; Pas et al., 2020). Una alta mortalidad

puede afectar la competitividad de los productores nacionales dentro del mercado;
5



menor cantidad de aves significa menos carne disponible para el mercado, lo que
reduciria la oferta y aumentaria los precios (Sami, 2019), haciendo que el producto

sea cada vez menos accesible para los consumidores.

El rapido desarrollo muscular, pequefio volumen pulmonar y limitada
capacidad cardiovascular son factores que contribuyen a la hipertensién pulmonar
y al aumento de la mortalidad en las lineas genéticas modernas de pollo de engorda
(Borda & Hilbert, 2022). Durante los estados de hipertensién se produce un
desequilibrio entre el gasto cardiaco y la capacidad anatomica de la vascularizacién
en los muasculos del pollo para distribuir cualquier incremento en el flujo sanguineo
(Fernandez, 2002); esto causa vasoconstriccion en las arteriolas pulmonares,
resistencia vascular pulmonar y oclusién permanente de la arteria pulmonar derecha
(Dominguez, 2016) provocando fallas valvulares, congestién hepatica y ascitis
(Paguay & Parra, 2016). La hipertensién pulmonar es importante para el desarrollo
del SA (Moncaleano-Vega et al., 2011) porque lesiona las paredes vasculares y
dificulta el suministro de oxigeno para las células (Yang et al., 2016) (Figura 2).
Estas lesiones se relacionan también con la produccién de éxido nitrico (NO) que
en combinacion con O, genera RNS dafiinos como el Peroxinitrito (ONOO-) (Ah-
Ng, 2016). El ONOO- aumenta las reacciones pro-oxidantes y es dificil de controlar
por los mecanismos antioxidantes (Dominguez, 2016). Sin un manejo oportuno, la
inestabilidad en la concentracion local de NO y RL incrementa la probabilidad de
sobrepasar las defensas antioxidantes y provocar inflamacion crénica, dafio

vascular y muerte asociada a SA (Naranjo, 2023).
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Figura 2. Patologia del Sindrome Ascitico (SA).

2.5 Respuesta inmune e inflamacion

El estrés y la inflamacién son una respuesta innata que involucra moléculas
esenciales para la supervivencia y el proceso de curacion de todos los animales,
conocidas como citocinas (Baxter, 2016). Las citocinas también contribuyen a la
vasoconstriccion y son un punto clave en el aumento de la resistencia vascular
pulmonar y los cambios estructurales durante la patogénesis del SA (Dominguez,
2016). La resistencia vascular induce a la proliferacion de células musculares lisas
y la infiltracion de células inflamatorias en la pared arterial causando hipertension
pulmonar (Céspedes & Castillo, 2008). Debido a esto, los pollos desarrollan
problemas respiratorios, ademas, la falta de oxigeno induce la produccion de acido
lactico en sus musculos, lo que a su vez altera el equilibrio acido-base y da paso a
situaciones de acidosis metabdlica (Paguay & Parra, 2016). Los musculos del
corazén, como el miocardio, son especialmente afectados por los estados de
hipoxia y acidosis, por lo que el SA disminuye el rendimiento cardiaco y limita la

capacidad pulmonar (Dominguez, 2016).
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La hipertension pulmonar y la formacion de cuerpos apoptoéticos durante el
SA induce la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6 (Yang et al., 2016;
Naranjo, 2023). La IL-6 se considera un indicador temprano de reacciones
inflamatorias y es el estimulante bésico de la sintesis de proteinas de fase aguda
en el higado, favoreciendo la transicion de una reaccion inflamatoria aguda a una
de fase cronica (Lai et al., 2022); La inflamacién crénica incrementa la produccién
de ROS y la muerte mitocondrial (Nava, 2010). La muerte mitocondrial induce al
factor de transcripcion NF-kB estimulando la sintesis de mas IL-6 (Flores et al.,
2011). La sobreproduccion de esta citocina empeora el estrés calérico y la formacion
de ROS y RNS (Emami, 2020). Esta avalancha de dafio oxidativo e inflamacion es

la responsable de causar la muerte subita en pollos de engorda (Dominguez, 2016).

2.6 Factores de estrés desencadenantes del Sindrome Ascitico en pollo de

engorda

2.6.1 Temperatura y estrés calorico

Para que los 6rganos vitales funcionen eficientemente, el pollo debe mantener
una temperatura corporal interna cercana a los 41°C, para ello, es necesario que a
partir de la tercer semana de engorda, la temperatura ambiental de la caseta se
mantenga entre 20-25°C procurando el confort de los pollos (Alarcén, 2021). El
manejo de la temperatura ambiental se complica en cada produccién, debido a que
el abundante plumaje de los pollos limita la disipacién del calor corporal hacia el
ambiente, lo que los hace especialmente sensibles al estrés crénico por calor o
estrés caldrico (Emami, 2020; Alarcon, 2021). Durante el desarrollo del SA, el estrés
caldrico es un factor importante a considerar ya que reduce la ganancia de peso
(Dominguez, 2016); para disipar el calor corporal la circulacibn sanguinea se
concentra en la periferia, reduciendo el aporte sanguineo hacia el intestino, la

motilidad intestinal, la ingesta y la absorcion de nutrientes (Alarcon, 2021).

El equilibrio redox también se ve afectado por el estrés calorico (Lin et al., 2004);
de manera compensatoria, el pollo entra en acidosis respiratoria, lo que incrementa
su frecuencia respiratoria, ritmo cardiaco y estimula el jadeo como un mecanismo

de eliminacion de CO2y agua hacia el ambiente, de esta manera se busca regular
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el pH &cido del organismo (Alarcén, 2021). Cuando el manejo de la humedad y
temperatura dentro de la caseta no es adecuado, este mecanismo regulatorio se
vuelve ineficiente y el estrés calérico se prolonga (Montesinos, 2020). En
consecuencia, la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias falla e

incrementa la formacion de RL (Emami, 2020).

2.6.2 La dieta y la alimentacion sobre el metabolismo energético

Los pollos tienen altas exigencias metabdlicas, lo que les da la capacidad de
consumir grandes volimenes de alimento en proporcién a su tamafio corporal
(Bardaji, 2000) tanto la cantidad de alimento consumido como el contenido de
energia metabolizable varia segun la edad del pollo, volviendo de la alimentacién
un factor importante para el desarrollo del SA (Novillo, 2021); a la par que el pollo
crece, incrementa la proporcion de nutrientes que necesita para cubrir sus
requerimientos metabdlicos diarios de energia (EM) y continuar creciendo rapido
(Kato, 2011). Alrededor de la tercer semana de edad el pollo alcanza su maxima
capacidad de ingesta (Biwas, 2019), en este punto su sistema cardio-pulmonar no
puede cubrir el requerimiento real de oxigeno necesario para metabolizar el

alimento consumido y a la vez oxigenar sus grandes musculos (Biswas, 2019).

Las dietas comerciales para pollo de engorda son consideradas
acidogénicas por los altos niveles de proteina que aportan; la oxidacion de las
proteinas genera acidos metabdlicos (Fernandez, 2002; Alarcén, 2021). Estos a su
vez, aceleran el crecimiento y aumentan la demanda metabdlica de oxigeno
induciendo en el pollo estados de estrés metabdlico (Yang, 2016; Emami, 2020,
Alarcon, 2021). El equilibrio &cido-base también se ve afectado por los componentes
de la dieta (Lin et al., 2004; Dominguez, 2016) de hecho, el pH depende de la
concentracion de hidrogeniones (H+) aportados diariamente por la dieta
(Fernandez, 2002).

Durante el proceso de fosforilacion oxidativa, la mitocondria usa un sistema
de transporte de electrones con la energia derivada de la oxidacion de los
componentes del alimento para generar un gradiente de protones (H+) a través de



su membrana interna que impulsa la sintesis de ATP (Ah-Ng, 2016). El estrés
metabdlico hace que las mitocondrias aceleren la produccion de sustancias pro-
oxidantes derivadas del metabolismo energético (Forman, 2006; Sindik, 2008;
Osorio & Florez, 2011; Alarcon, 2021). El incremento de sustancias pro-oxidantes
como el ion hidroxilo (OH") induce la LP y altera la disponibilidad de proteinas y
aminoacidos como la metionina, que son importantes para el desarrollo muscular

de los pollos (Gonzalez-Torres, 2000).

Las altas inclusiones de granos de cereal en las dietas hacen al pollo
susceptible a desarrollar esteatosis hepatica o higado graso; un gran contenido de
almidon en las dietas es transformado en sustancias grasas y almacenado como
triglicéridos, con el tiempo, la acumulacion de grasa en las células hepaticas o
hepatocitos causa toxicidad y dafio celular (Osorio & Florez, 2011; Emami, 2020).
El higado recibe mucha carga metabdlica, hasta el 90% de los acidos grasos se
sintetizan en el higado aviar y las reacciones enzimaticas que ocurren durante la
lipogénesis y la B-oxidacion de acidos grasos son energéticamente exigentes
(Osorio & Flérez, 2011), por lo que la misma actividad hepética incrementa la
susceptibilidad de los hepatocitos al dafio oxidativo (Emami, 2020). El dafio
oxidativo puede empeorar por el consumo de alimento y el estrés cal6rico que
experimentan los pollos durante su estancia en las casetas de engorda (Alarcon,
2021; Gémez, 2021).

Un sistema de alimentacién bien administrado ayuda a mantener el buen
comportamiento productivo, previene el estrés metabdlico prolongado y regula la
actividad cardiorrespiratoria en los pollos (Lépez et al., 2016). La restriccion
alimenticia es la principal estrategia nutricional para prevenir y controlar el SA
(Valdes & Suarez, 2015; Paguay & Parra, 2016; Suarez et al., 2020); consiste en
reducir la cantidad de alimento durante la engorda para frenar la tasa de crecimiento
y con ello los problemas metabdlicos y la mortalidad (Paguay & Parra, 2016;
Morales, 2019).
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2.6.3 Altitud

La falta de oxigeno o hipoxia que se genera durante los estados de
hipertension en pollo se ha relacionado con la altitud en la que se ubican las casetas
de engorda, por lo que la altitud es un factor importante en el desarrollo del SA
(Dominguez, 2016). De manera que, a mayor altura sobre el nivel del mar, la
cantidad de oxigeno ambiental disponible disminuye (Moncaleano-Vega, 2011).
Algunas producciones localizadas a altitudes que superan los 1500 msnm y ademas
ofrecen un alto consumo de alimento a las aves, obtienen una mayor ganancia de
peso con un incremento en la mortalidad por sindrome ascitico (Paredes & Vazquez,
2020). La hipoxia también induce el catabolismo de carbohidratos y la produccion
de acido lactico que estimula la sobreproduccion de eritrocitos, haciendo que la
sangre se vuelva viscosa y dificil de perfundir a través de los pulmones (Dominguez,
2016). Como consecuencia, los vasos sanguineos pulmonares se contraen y la
resistencia vascular pulmonar aumenta, causando hipertrofia ventricular derecha y
problemas cardiorrespiratorios (Yang et al.,, 2016). Derivado de lo anterior, en
casetas ubicadas a altitudes inadecuadas para la oxigenacién de los pollos es
efectivo reducir su tasa metabdlica con restricciones de consumo de alimento
(Dominguez, 2016; Lopez, 2016; Paguay & Parra, 2016; Morales, 2019 & Suarez,
2020).
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. HIPOTESIS

La reduccion en el consumo de alimento disminuye las reacciones pro-
oxidantes y la inflamacion en tejido hepatico de pollos de engorda disminuyendo de

esta manera la mortalidad asociada al sindrome ascitico.
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V. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la reduccion del consumo de alimento sobre las
reacciones pro-oxidantes e inflamatorias en tejido hepatico y su relacion con la

mortalidad por sindrome ascitico en pollo de engorda.

4.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la reduccién de consumo de alimento sobre:

1. La concentracién de Nanomolas de TBARS vy la densidad éptica de
dienos conjugados en tejido hepatico.

2. Las UAF de IL-6 en tejido hepatico.
La mortalidad asociada a sindrome ascitico.

4. Los pardmetros productivos: peso vivo promedio, ganancia diaria de
peso, ganancia diaria semanal, consumo de alimento acumulado,

conversion alimenticia.
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V. MATERIAL Y METODOS

Este proyecto de investigacion fue autorizado por el Comité de Bioética en la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, con el
namero de registro 92FCN2022.

5.1 Unidad experimental avicola

El trabajo de investigacion se realizdé en las instalaciones de la Unidad
Experimental Avicola de la Universidad Auténoma de Querétaro, la cual se
encuentra ubicada en el municipio de El Marqués a una altitud de 1920 msnm. Las
instalaciones cuentan con una caseta automatizada, dividida en 40 corrales lo que
permiti6 mantener el orden del consumo entre los tratamientos. La ventilacion y la
calefaccion fue modulada manualmente con el uso de extractores y criadoras
durante los 49 dias de la engorda, lo que disminuyé los efectos de la variacion

climéatica externa.

5.2 Animales, manejo y dietas

Se recibieron 780 pollos macho estirpe ROSS 308 de un dia de edad a 32°C
para asegurar el confort térmico del pollito. Para mantener la homogeneidad de los
tratamientos se procedidé a seleccionar y eliminar los pollos con deformidades o
lesiones, notoriamente no aptos para su supervivencia o que pudieran influir en los
resultados del experimento. Posteriormente, se contaron y distribuyeron 130 pollitos
en cada corral, a razén de 2 corrales por tratamiento para un total de 260 pollos por

tratamiento.

La primera semana se mantuvo la iluminacién durante 24 hrs con el fin de
promover el consumo de alimento preiniciador, posteriormente, la engorda continud
con luz natural (12 hrs al dia) y se ofrecié alimento bajo las cantidades
correspondientes de acuerdo a su fase (Iniciador, Desarrollo, Finalizador y

Terminador).

Las fases de alimentacion consistieron en dietas con diferente contenido de

kilocalorias de energia metabolizable por kilogramo de alimento (Kcal EM/kg). El
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contenido Kcal EM/kg de alimento es la cantidad de energia que un animal puede
obtener al consumir un kilogramo de alimento especifico después de los procesos
digestivos (National Research Council, 1994). Este valor es crucial en nutricion
animal porque indica cuanta energia util esta disponible para el mantenimiento,
crecimiento y produccion. Para formular las diferentes fases de alimentacion se

utilizan los mismos ingredientes en distinta proporcién (Cuadro 1).

El porcentaje nutrimental por fase de alimentacion se determind mediante el
analisis quimico proximal (AQP) de los alimentos (Hernandez, 2000) en el
laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad Autbnoma de Querétaro (Cuadro
2).

Cuadro 1. Ingredientes de la dieta experimental por fase de alimentacion.

Ingredientes% Fases de alimentacion
Iniciador Desarrollo Finalizador Terminador
Maiz amatrillo 56.5 59.3 63.6 63.6
Pasta de soya 37.2 334 29.2 29.2
Aceite de soya 2.4 3.7 3.5 3.5
Carbonato de 0.9 0.9 0.8 0.8
calcio
Fosfato dicalcico 1.8 1.5 1.8 1.8
Sal 0.1 0.4 0.3 0.3
Premezcla de
vitaminas y 0.2 0.2 0.3 0.2
minerales
DL-metionina
99% 0.2 0.1 0.1 0.1

Porcentaje de inclusién por ingrediente en las diferentes fases de alimentacion; Iniciador: ofrecido
del dia 9-21; Desarrollo: del dia 22-35; Finalizador: del dia 36-45 y Terminador: del dia 46-49.
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Cuadro 2. Composicién quimica proximal (AQP) del alimento por fase de alimentacion.

Nutrimentos*

Fase de alimentacion

Iniciador Desarrollo Finalizador Terminador
%MS 87.87 87.85 89.86 88.59
%PC 19.23 16.63 16.14 16.35
%EE 4.51 6.02 4.1 5
%ELN 35.9 35.4 4441 38.25
EM(Kcal/kg) 2975 3050 3100 3100

*MS: Materia seca; PC: Proteina cruda; EE: Extracto etéreo; ELN: Extracto libre de nitr6geno;
EM(Kcal/kg): Energia metabolizable.

Los tratamientos consistieron en diferentes reducciones de consumo de

alimento: el grupo control o tratamiento 1 no tuvo reduccion (5.983 kg de

alimento al dia 49); el tratamiento 2 tuvo una reduccion del 8.82% vy el

tratamiento 3 recibié una reduccion de alimento del 17.58% con respecto al

tratamiento control (Cuadro 3).

Cuadro 3. Consumo acumulado semanal (Kg) por tratamiento.

Tratamientos*

Semanas 1 5 3
3 (Dias 15-21) 1.058 0.98 0.903
4 (Dias 22-28) 1.941 1.782 1.625
5 (Dias 29-35) 3.113 2.847 2.583
6 (Dias 36-42) 4.487 4.095 3.707
7 (Dias 43-49) 5.983 5.455 4.931

*Tratamiento 1 (Control); Tratamiento 2 (reduccién media); Tratamiento 3 (reduccidn alta).
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5.3 Necropsias y muestreo

Los dias 21, 35, 42 y 49 de edad, se realizé la necropsia de tres pollos por
tratamiento; utilizando una camara de saturacion de dioxido de carbono (CO2) se
llevé a cabo la insensibilizacion y posteriormente, la eutanasia mediante dislocacion
cervical (Human Slaugter Association, 2013), luego se abrié la cavidad celomica
para obtener el I6bulo hepético derecho de cada pollo. Finalmente, fueron
recolectados 36 I6bulos, cada uno se cortd en dos porciones para las pruebas

bioquimicas e inmunoldgicas.

Una de las dos porciones de higado por animal fue inmediatamente conservada
en nitrégeno liquido para la evaluacion bioguimica de estrés oxidativo mediante la
técnica de TBARS (De Leon & Borgues, 2020) (Anexo 3). La otra porcion fue
conservada en formalina bufferada para después pasar a ser incluida en parafina 'y
cortada a un grosor de 7 ym y asi evaluar la expresion de IL-6 mediante
Inmunofluorescencia (IF) (Pérez-Campos et al., 2017) (Anexo 5).

5.4 Parametros productivos

Para tener un control de la cantidad de alimento (kg/ave) que se ofrecié a los
corrales, los pollos muertos con lesiones aparentes a SA fueron descontados de los
registros diariamente. La proporcion de mortalidad por ascitis semanal y general se
obtuvo mediante una regla de tres, comparando el nUmero de aves iniciales con el

de aves actuales por tratamiento.

El peso vivo promedio se obtuvo por los pesajes semanales (7, 14, 21, 28,
35, 42 y 49) de 20 pollos por corral 6 40 por tratamiento. Este manejo se repitié en
los 6 corrales dando un total de muestra de 120 pollos semanales. El peso promedio
por tratamiento se dividié entre los 49 dias productivos del ave para determinar la
ganancia diaria de peso. La conversion alimenticia se obtuvo dividiendo la cantidad
total de alimento ofrecido durante los 49 dias entre el peso promedio final de los

tratamientos.
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5.5 Evaluacion bioquimica de reacciones pro-oxidantes

El ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) se utiliza
como una métrica genérica de la peroxidacion de lipidos en muestras bioldgicas,
donde la interaccion de los productos finales de la LP, principalmente el MDA, con
el acido tiobarbittrico (TBA) conducen a la formacion de MDA-TBA, dos aductos
llamados TBARS, que producen un color rosa rojizo. Posteriormente, el color se
midioé con ayuda de un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 532 nm vy el
valor se expres6 en Nanomolas de TBARS por mg de proteina (De Ledn & Borgues,
2020). Se ha establecido que el dafio oxidativo que produce el oxigeno esta
directamente relacionado con la inflamacion en diversos tejidos (Cotesse, 2010).
También se producen ROS que han sido ligados a la inflamacién, ademas de
numerosas patologias como hepatitis crénica e hipertension (Carbajal Carbajal,
2019). Por lo que considerar su valoracién en el tiempo y ante un proceso
metabdlico como el SA nos ayuda a prevenir la muerte subita de los pollos
(Céspedes & Castillo, 2008).

5.6 Evaluacion Inmunoldgica de inflamacion

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica que se basa en la especificidad y
afinidad de la reaccién antigeno-anticuerpo; mediante el empleo de anticuerpos
especificos se puede determinar la expresion de citocinas; la respuesta de fase
aguda es inducida por la IL-6 producida por células T, macréfagos, fibroblastos,
células endoteliales, adipocitos y otras. Esta técnica puede emplearse sobre tejidos
fijados en formol e incluidos en parafina, permitiendo evaluar de manera simultanea
el metabolismo de los hepatocitos. Esta interaccidén se pone en evidencia mediante
anticuerpos antiinmunoglobulina de otra especie, los cuales van dirigidos hacia las
fracciones constantes de las inmunoglobulinas del ave, para este experimento, se
utilizé anticuerpo monoclonal recombinante de conejo (D5W4V XP® (EEUU) Rabbit
mMAD) generado contra IL-6 a una concentracion de 1:100 con PBST (Anexo 2).
Estos anticuerpos antiinmunoglobulina estan conjugados con un fluoréforo (Alexa
Fluor 488) para indicar la expresion de IL-6 bajo una coloracion verde brillante. Las
interacciones del reconocimiento de antigenos por los autoanticuerpos presentes

en higado de pollo se evaluaron en el laboratorio de microscopia en la Instituto de
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Neurobiologia de la UNAM mediante fotografias, tomadas por un microscopio de
fluorescencia Nikon®, Japén y el resultado se cuantificd utilizando el software
ImageJ®, EEUU (Pérez-Campos et al., 2017).

5.7 Analisis estadistico

Para las variables productivas se utilizé un disefio completamente al azar con
un arreglo factorial de 3X7, tomando en cuenta como variables dependientes los
parametros semanales (dias 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49) y como variables
independientes las 3 reducciones de consumo (1, 2, 3).

Para el analisis de las pruebas de TBARS e IF se utilizO un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial de 4x3, tomando en cuenta como
variables dependientes la concentracion de nanomolas de TBARS/mg de proteina
y las UAF respectivamente para cada prueba en las 4 edades del pollo (dia 21, 35,
42, 49) y como variables independientes los tratamientos 1, 2 y 3 (reducciones de
consumo 0%, 8.82% y 17.58%).

Las medias fueron comparadas utilizando la prueba de Tukey con diferencias
consideradas estadisticamente diferentes con una P<0.05, utilizando el
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (Steel & Torrie, 1997; SAS 2008).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Reacciones pro-oxidantes

Existen diferencias significativas (P<0.01) entre tratamientos con respecto a la
concentracion de Nanomolas de TBARS y la densidad Optica de dienos conjugados
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados estadisticos de TBARS y Dienos conjugados por tratamiento.

Tratamiento

P EEM
1 2 3
Dieno 0.20% 0.17° 0.212 o 0.0021
Lipo 0.322 0.25° 0.302 o 0.0018

Dieno: Densidad 6ptica de dienos conjugados/mg proteina; Lipo: Nanomolas de TBARS/mg proteina;
Tratamiento: 1 (Control), 2 (Reduccién 8.82%), 3 (Reducciéon 17.58%); ab: Diferentes literales en la
misma fila indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05); P: Probabilidad estadistica; **
P<0.01; EEM: Error estandar de la media.

Contrario a lo planteado en la hipétesis de este experimento, las reducciones en
el consumo de alimento no siempre disminuyeron las reacciones pro-oxidantes. A
pesar de que los pollos del tratamiento 3 consumieron 17.58% menos alimento que
los del tratamiento 1, los resultados de las pruebas bioquimicas mostraron una
concentracion de Nanomolas de TBARS y densidad 6ptica de DC estadisticamente
similares en ambos grupos. Segun los trabajos de Wallin et al., (1993) y De Ledn &
Borgues, (2020), la técnica de TBARS cuantifica la susceptibilidad de los lipidos a
la LP; siguiendo esta légica, podriamos sugerir que los consumos elevados de
alimento hacen que los lipidos sean tan susceptibles a la LP como lo hacen las

grandes reducciones en el consumo.

El estudio realizado por Niu et al., (2009) muestra el efecto que tienen las dietas
altamente energéticas sobre el metabolismo de los pollos de engorda; resulta que

cuando el consumo de carbohidratos excede las necesidades energéticas del ave,
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el exceso de glucosa en sangre se convertira en &cidos grasos y triglicéridos a
través de una serie de reacciones bioquimicas conocidas como lipogénesis (Osorio
& Florez, 2011; Tortora et al., 2022). Para que el proceso de lipogénesis pueda
llevarse a cabo correctamente, es necesario exigir mas energia a las mitocondrias
a través de la fosforilacion oxidativa, lo que a su vez incrementara la formacién de
ROS vy las reacciones pro-oxidantes en el higado (Forman, 2006; Sindik, 2008;
Osorio & Florez, 2011; Alarcon, 2021). Esto explica el incremento en las reacciones
pro-oxidantes de los pollos que recibieron una gran cantidad de alimento durante su
crecimiento, pero ¢ por qué estos resultados son estadisticamente similares para los

gue consumieron menos alimento?.

El hecho de que las grandes reducciones de consumo de alimento también
incrementen las reacciones pro-oxidantes tiene que ver con la produccion de ROS,
los cuales aumentan en respuesta a un desequilibrio energético (Nava, 2010;
Emami, 2020; Lai et al., 2022); En este caso, cuando los pollos no alcanzan a cubrir
sus necesidades energéticas a través de la dieta se activa un estado de balance
energético negativo (Zhao & Kim, 2017; Tortora et al., 2022). Durante este estado
se movilizan los acidos grasos desde el tejido adiposo hacia el higado, en donde
seran oxidados para generar energia a través de una serie de reacciones
bioquimicas conocidas como [-oxidacion de acidos grasos (Paguay & Parra, 2016;
Zhao & Kim, 2017; Suéarez et al., 2020; Tortora et al., 2022). Cuando el consumo de
alimento permanece limitado, el balance energético negativo provoca un exceso de
ROS y el incremento de las reacciones pro-oxidantes (Forman, 2006; Sindik, 2008;
Osorio & Flérez, 2011; Alarcon, 2021).

Ademas de lo anterior, considerando la genética de los pollos de engorda y su
crecimiento acelerado, un bajo consumo de alimento también puede aumentar en
el higado la produccion de cuerpos cetdnicos como via compensatoria a las
demandas energéticas del cerebro y los musculos, incrementando también la
produccion de ROS vy reacciones pro-oxidantes (Fernandez, 2002; Kato, 2011;
Biwas, 2019; Alarcon, 2021).
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Por su parte, los pollos del tratamiento 2 mostraron tener concentraciones de
TBARS y densidad de DC estadisticamente diferentes a las del tratamiento 1 y 3
(Figura 4), lo que indica que los lipidos de membrana tienden a presentar una menor
susceptibilidad a ser oxidados cuando los pollos son alimentados con reducciones

intermedias de consumo de alimento.

Marmesat et al., (2009) explican que la evaluacion de la densidad 6ptica de DC
ayuda a complementar la técnica de TBARS, de esta manera se puede mejorar la
interpretacion de los resultados de reacciones pro-oxidantes; los DC evidencian el
dafio inicial a las membranas celulares y este dafio inicial a su vez, indicaria que las
reacciones pro-oxidantes continlan siendo correctamente moduladas por los

sistemas antioxidantes del pollo.

Una concentracién de Nanomolas de TBARS no muy por encima de la densidad
Optica de DC en una muestra, indicaria una buena respuesta antioxidante, pues los
productos generados durante la reaccion de LP contindan siendo reducidos a una
estructura menos reactiva sin llegar al término de la reaccion (Baxter et al., 2019).
Mantener el balance entre la capacidad de amortiguamiento de los sistemas
antioxidantes y la formacién de RL, ayuda a frenar la formacion de productos finales
de la LP que ya no son reversibles, tales como el MDA, cuyo contacto con el TBA
aumentaria la concentracion de Nanomolas de TBARS en las muestras analizadas
(Forman et al., 2006; Contesse, 2010; De Ledn & Borgues, 2020).

Con base en todo lo anterior los resultados obtenidos a partir de la evaluacién
de TBARS y DC, indican que la reduccion del 8.82% del tratamiento 2 fue mas
efectiva para disminuir las reacciones pro-oxidantes que la reduccién de 17.58% del

tratamiento 3 (Figura 3).

22



REACCIONES PRO-OXIDANTES

TBARS DIENO

Tratamiento 1
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Figura 3. Estadisticos de las reacciones pro-oxidantes por tratamiento. Relacién de los promedios
de TBARS y DC.

6.2 Reacciones inflamatorias

Existe una interaccion (P<0.001) entre la edad y el tratamiento con respecto a
las Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (UAF) para IL-6 en las pruebas de IF
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de prueba de Inmunofluorescencia por tratamiento.

Tratamientos
1 2 3

P EEM

Edad 21 35 42 49 21 35 42 49 21 35 42 49 E T EXT

: . 3.9
IL-6 29.5" 65.8° 84.8°116.2° 14.1° 19.70 42.39 62.7° 24.2' 56.9" 70.3° 100.6" *** ek e

Edad: Dias; IL-6: Unidades arbitrarias de fluorescencia; Tratamientos: 1 (Control), 2 (Reduccién
8.82%), 3 (Reduccidn 17.58%); abcdefhik: Diferentes literales en la misma fila indican diferencias
estadisticas significativas con respecto al tratamiento; P: Probabilidad estadistica; E: Edad; T:

Tratamiento; ExT: Interaccién edad por tratamiento; EEM: Error estandar de la media.
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Estadisticamente, durante las edades 35, 42 y 49 los higados del tratamiento 1
y 3 expresaron mas UAF que el tratamiento 2. Este resultado esta directamente
relacionado con las reducciones en el consumo de alimento; para el dia 49 el
tratamiento 2 provocd en los pollos un incremento de las UAF (62.7)
estadisticamente similar al que alcanzoé el tratamiento 1 desde el dia 35 (65.8), es
decir, que la reduccion intermedia en el consumo de alimento retrasé los efectos

inflamatorios ocasionados por los altos niveles de carbohidratos en la dieta.

Durante este experimento, el contenido de Kcal de EM/Kg de alimento fue la
misma para todos los tratamientos (Cuadro 2), de esta manera, una forma préactica
para el manejo del consumo de energia en los pollos durante su engorda fue la
reduccion del consumo de alimento per se (Valdes & Suarez, 2015; Paguay & Parra,
2016; Suérez et al., 2020). Al reducir un 8.82% la cantidad de alimento que se
ofrecid a los pollos con respecto al grupo control, se redujo también la cantidad de
Kcal de EM que consumi6 cada ave durante su engorda y en respuesta, la expresion
de IL-6 hepéatica fue menor (Lépez et al., 2016, Paguay & Parra, 2016; Morales,
2019).

Sin embargo, con base en lo discutido durante el punto 6.1, grandes reducciones
de consumo de alimento, como la aplicada en el tratamiento 3, provocan un
incremento en las reacciones pro-oxidantes y favorecen condiciones dafiinas para
las células hepéticas (Emami, 2020); el dafio activa vias de sefalizacion
proinflamatorias, como el factor nuclear kappa B (NF-kB), que a su vez promueve
la liberacién de citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 (Suérez et al., 2020). Lo que
explica el efecto de los tratamientos 2 y 3 sobre el comportamiento de las UAF
(Figura 4) y sugiere que las reducciones de consumo de alimento deberan de ser
moduladas con respecto al contenido de Kcal de EM para evitar que su efecto,
resulte contrario a lo que inicialmente se plante6 en la hipétesis de este trabajo e
incremente las reacciones prooxidantes y la inflamacion hepatica en vez de

reducirlas.
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Figura 4. Interaccion de la edad y el tratamiento con respecto a las UAF de IL-6.

Adicionalmente, llama la atencion un subito incremento en el promedio de UAF
gue tuvo el tratamiento 3 en la Ultima edad (Figura 5); Dicho incremento es atipico
con respecto al comportamiento observado en edades previas y supera por mucho

los niveles de inflamacion a esa edad por parte de los tratamientos 1y 2.

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 Tratamiento 3

IL-6

/

21 35 42 48

Edad
Figura 5. Comportamiento del promedio de las UAF por edad por tratamiento.
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Para detallar la perspectiva de este analisis, con ayuda de gréaficas de pastel se
represento la proporcion de alimento que consumieron los pollos del tratamiento 2
y 3 durante las 7 semanas de engorda (Figura 6); gracias a este analisis se puede
entender que, a pesar de ser el tratamiento 3 el que tuvo el consumo acumulado
mas bajo (4.931 kg/ 49 dias), la cantidad de alimento que recibié durante las ultimas
semanas fue proporcionalmente mayor que la que recibi6 el tratamiento 2 durante

el mismo periodo de tiempo.

1 2
3.7%

3.6% rfn/ ° 51%

A%

25% 25.4%

10.7%

14.3%

14.3%

Dia 35

6
21.4% 6
231%

5 5
17.9% 19.4%

Figura 6.Alimento consumido (%) semanalmente durante la engorda.

Proporcionalmente y en un periodo mas corto de tiempo, las aves del tratamiento
3 consumieron el 68% del total de su dieta. Este repentino incremento en el
consumo de alimento elevo los niveles de glucosa en sangre, de tal manera que se
activaron diversas vias de sefalizacion, induciendo la expresion de IL-6 (Kahn et
al., 2019; Liu et al., 2020). La IL-6 favorece la transicién de una reaccién inflamatoria
aguda a una de fase cronica (Lai et al., 2022); durante procesos de inflamacion
cronicos se incrementa la produccion de ROS (Nava, 2010) y la sintesis de mas IL-
6. (Flores et al., 2011); coincidiendo nuevamente con lo discutido en el punto 6.1

Reacciones pro-oxidantes.

Cabe destacar que durante las primeras semanas de engorda, el tratamiento 3

si recibié una proporcion de alimento menor a la del tratamiento 2; las grandes
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reducciones del consumo de alimento pueden reducir los niveles de ciertos
nutrientes como la vitamina E, vitamina C, selenio y zinc, los cuales son necesarios
para un buen desempefio de los sistemas de defensa antioxidante del pollo
(Gonzéalez-Torres et al., 2000; Paredes et al., 2018; Borda & Hilbert, 2022). Esta
reduccion probablemente disminuyé la capacidad del higado para neutralizar los
radicales libres y otros compuestos oxidantes (Forman et al., 2006; Emami, 2020).
Por lo que, el subito incremento de consumo de alimento durante las ultimas
semanas y las condiciones nutrimentales desfavorecieron el papel de los sistemas
antioxidantes para este tratamiento, elevando el dafio oxidativo por la produccion

de ROS e induciendo una mayor expresion de IL-6.

Caracteristicas propias del transporte de lipidos en las aves, también
incrementan la deposicion de reservas grasas en el tejido hepético y la tendencia a
desarrollar higado graso (Fernandez, 2002; Alarcon, 2021). El higado graso es un
factor importante a considerar durante la evaluacion de los resultados, ya que las
dietas experimentales en los 3 tratamientos consistieron en formulaciones
comerciales con altos niveles de inclusion de maiz amarillo como principal fuente
de EM (Cuadro 1y 2). Todos los higados evaluados presentaron, en mayor o menor
grado, dicha enfermedad (Figura 7). El higado graso provoca un estado inflamatorio
gue se caracteriza por la expresion de IL-6 (Maldonado et al., 2012; Emami, 2020;
Xu et al., 2020), esto ocurre porque al incrementar la actividad hepatica, los
hepatocitos se vuelven mas susceptibles al dafio celular e inducen la transcripcién
de genes proinflamatorios (Emami, 2020). Con base en lo anterior,
independientemente del tratamiento, la expresion hepatica de IL-6 por efecto de las

reducciones en el consumo de alimento siempre fue evidente (Figura 8).
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Figura 8. Tincion de inmunofluorescencia (IF) para IL-6 en higado de pollo a edad 4
(dia 49); A: Tratamiento 1; B: Tratamiento 2; C: Tratamiento 3.
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6.3 Mortalidad y variables productivas

El peso vivo promedio (PP), la ganancia diaria de peso (GDP) y la ganancia
diaria de peso semanal (GDPS) mostraron tener diferencias significativas (P<0.001)
(Cuadro 6). Para discutir el efecto de los tratamientos durante esta prueba,
observamos los resultados de Zhao & Kim, (2017) en donde los pollos que fueron
alimentados con bajos consumos de energia utilizaron el poco aporte energético
(Kcal EM/Kg) que recibian para cubrir sus requerimientos de mantenimiento y
redujeron su tasa de crecimiento. Tal como se observo en los resultados productivos
de este experimento, los pollos ganaron peso de manera proporcional a la cantidad
de alimento que recibieron (Figura 9). De esta manera, se infiere que durante 7
semanas los pollos del tratamiento 3 fueron metabdlicamente menos eficientes para
crecer, de manera que los recursos de EM para el desarrollo muscular fueron
mayores en los tratamientos 1y 2 (Figura 9).

Tratamiento 1 [l Tratamiento 2 Tratamiento 3
4000.0

3000.0

2000.0

Peso Promedio (PP)

1000.0

0.0
1 2 3 4 5 6 7

Edad

Figura 9. Comportamiento del peso promedio (gr) semanal por tratamiento.

Teniendo en cuenta la relacion entre el aporte de Kcal de EM y el consumo
de alimento (kg) sobre la tasa de crecimiento diaria del pollo, Dominguez, (2016)

menciona que la disminucion del crecimiento ayuda a reducir el requerimiento
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metabolico de oxigeno y con ello la hipertension pulmonar y la muerte asociada al
sindrome seran menores; se mostré una interaccion entre la edad y el tratamiento
(P<0.05) con respecto a la mortalidad asociada al SA (Cuadro 6), de manera que
los resultados indican que las reducciones en el consumo de alimento reducen la
mortalidad y que los altos consumos de EM incrementan significativamente la
incidencia del sindrome en relacion al porcentaje de mortalidad observado durante

las dltimas semanas de engorda (Figura 10).

Tratamiento 1 [Jl] Tratamiento 2 Tratamiento 3
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1 2 3 4 5 6 7
Edad

Figura 10. Mortalidad semanal asociada al SA por tratamiento.

De lo anterior, surge la necesidad de generar estrategias sustentables para
el control del SA, pues como lo mencionan Rojas & Vasquez, (2013) en los ultimos
afos, el calentamiento global y la industrializacion de los sistemas de produccion
han convertido al SA en una de las principales causas de pérdidas economicas por

mortalidades subitas en granjas de engorda (Dominguez, 2016; FAO,2022).

Los trabajos realizados por Valdes & Suéarez (2015); Paguay & Parra (2016) y
Suarez et al. (2020), refuerzan la idea de considerar la restriccion alimenticia como

la principal estrategia nutricional para la prevencién y el control del SA. El presente
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trabajo contrasta lo efectivo que resulta relacionar las reacciones pro-oxidantes e
inflamatorias con el contenido de EM/kg de alimento como un método practico para
disminuir la mortalidad por SA sin perder de vista la eficiencia productiva de los
pollos de engorda. Con base en los resultados, se plantea que el alto consumo de
alimento increment6 el aporte de EM y por ende los requerimientos de oxigeno, lo
que agudizé el estrés metabdlico y agravo la patogenia del sindrome ascitico;
consiguiendo mejoras en las variables productivas PP, GDP y GDPS pero
incrementando la mortalidad (Figura 10), es preciso considerar el efecto del
consumo de alimento sobre la mortalidad asociada al SA para ajustar el aporte de
EM/kg de alimento que no afectara negativamente el crecimiento del pollo,

maximizando la eficiencia productiva de las lineas de engorda.
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Cuadro 6. Parametros productivos semanales por tratamiento.

Tratamientos

I 2 3 P EEM
Edad 7 14 21 28 35 42 49 7 14 21 28 35 42 49 7 14 21 28 35 42 49 EDAD TIM  EDAD*TTM

PP 146.9% 370.2° 765.3" 1318.4' 2010.6° 2736.9° 3504.6° 147.8° 364.6° 761.9" 1262.6 1889.4" 2623.2° 3320.8° 1452° 370.9° 703.7" 1162.6' 1751.2' 2421.1" 3023.8° ok folo o 46.700
GDP 21.0"  26.4' 36.4’ 47.1%  57.4° 652° 715 211" 26.0' 36.3 451"  54.0° 625  67.8° 207" 26.5' 33.5 41.5' 50.0' 57.6° 61.7° ok oo i 1.340
GDPS 15.3° 319"  56.4' 79.0' 989"  109.8° 109.7° 15.4°  31.0" 56.8' 71.5 89.5"  104.8° 99.7° 15.0° 322" 475" 656 841" 957°  86.1° ok ok i 2.052
CONS 175.0"  289.0° 526.0" 837.0' 1133.0' 1350.0° 1483.0° 175.0° 267.0° 479.0" 760.0° 1030.0" 1226.0° 1348.0° 175.0" 246.0° 432.0° 684.0' 927.0' 1104.0° 1213.0° xk xx * 13.598
Ic 1.2 1.3 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.2 1.2 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.2 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 o NS NS 0.014
MORT 0.0" 0.0" 1.08 7.0° 13.0° 3.0° 37.0° 0.0" 0.0" 1.0° 0.0" 1.08 4.0° 4.0° 0.0" 0.0" 2.0° 0.0" 2.0f 1.08 1.08 *x ok * 0.003

Edad: edad en semanas; PP: Peso promedio semanal (g); GDP: Ganancia diaria de peso (g); GDPS: Ganancia diaria de peso semanal (g); CONS: Consumo acumulado (g); IC:
Conversion alimenticia semanal; MORT: Mortalidad asociada a ascitis (%); Tratamientos: 1 (control), 2 (reduccién 8.82%), 3 (reduccién 17.58%); ab<d: Diferentes literales en la
misma fila indican diferencias estadisticas significativas; P: probabilidad estadistica; *P < .05; **P< .01; ***P< .001; NS: No significativo; EEM: Error estandar de la media.
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VIl.  CONCLUSION

La reduccion del consumo de alimento en un 8.82% (Tratamiento 2; 5.455
kg/49 dias) mantuvo un equilibrio adecuado entre las reacciones pro-oxidantes
y la capacidad de los sistemas antioxidantes hepaticos, modulando eficazmente
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y previniendo el dafio
irreversible por lipoperoxidacion (LP). En contraste, la reduccion del 17.58%
(Tratamiento 3; 4.931 kg/49 dias) provocd una alteracién en el metabolismo
energético hepatico, induciendo la movilizacion de reservas para satisfacer las
demandas energéticas derivadas del réapido crecimiento. Este cambio
metabolico resulté en un aumento de las reacciones pro-oxidantes y una mayor
expresion de IL-6, reflejando una respuesta inflamatoria estadisticamente similar

a la del grupo control (Tratamiento 1; 5.983 kg/49 dias).

Ademas, la reduccién controlada del consumo de alimento ajustada a las
distintas fases de crecimiento permitié regular de manera practica la ingesta de
alimento y el contenido de EM ampliando la comprensién del impacto de estas
restricciones sobre las reacciones pro-oxidantes e inflamatorias, lo cual estuvo
relacionado con una reduccion de la mortalidad por sindrome ascitico (SA). Un
manejo adecuado de la restriccion alimentaria favorecié la capacidad adaptativa
de los sistemas antioxidantes, reduciendo la demanda corporal de oxigeno y
permitiendo a los pollos enfrentar mejor la patogenia del SA, disminuyendo la

mortalidad asociada.

En resumen, los resultados indican que las reducciones intermedias del
consumo de alimento disminuyeron la mortalidad asociada al SA y ayudaron a
reducir las reacciones pro-oxidantes y la inflamacion. Por lo que se concluye que
las reducciones bien administradas de consumo de alimento son una estrategia
de manejo sustentable y eficaz para mejorar el bienestar de los pollos. El
bienestar de los animales se refleja en buenos parametros productivos y la
reduccion de mortalidad, lo que contribuiria a la reduccion de desechos

bioldgicos por ciclo de engorda y a mantener estables los precios en el mercado.
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Implicaciones.

Para futuros trabajos, seria conveniente revisar alguna de las enzimas
antioxidantes que participan durante la LP para entender mas sobre su papel en
el desarrollo del sindrome. Ademas, centrar el estudio a la fraccion mitocondrial
de los hepatocitos ayudaria a monitorear de manera mas precisa las reacciones
pro.oxidantes por medio de la evaluacion de TBARS y DC. Dicho
fraccionamiento también mejoraria la implementacién de la técnica de LP

previniendo el exceso de grasa en las muestras.

Conocer la composicion de las dietas ayuda al productor a modular el
consumo de EM que ofrecera a los pollos y a mantener la salud de la parvada
reduciendo la inflamacién y procurando la homeostasis entre las reacciones pro-
oxidantes y el sistema antioxidante, lo cual resulta ser crucial para evitar tanto
las bajas ganancias de peso por un pobre aporte energético como las altas

mortalidades por un gran aporte de energia.

Al reducir el estrés metabdlico también se procura el bienestar animal de los
pollos y una menor mortalidad disminuye los desechos organicos por parvada.
Sensibilizar a la sociedad sobre el origen de los productos carnicos y los efectos
de la industrializacion sobre las especies animales puede contribuir

significativamente a un cambio hacia un consumo mas responsable.
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IX. ANEXO 1

Homogenado de higado de pollo.

Reactivos:

Método:

1000ml de buffer

Sacarosa 225 mM 77.029
Tris/HCL 10mM 1.219g
EGTA 0.3mM 0.1149

Pesar 1gr de higado de pollo y enjuaga con un poco de buffer para
eliminar el exceso de sangre.

Coloca la porcién de higado en un tubo para homogenizar con 9 ml de
buffer.

Con ayuda de un homogenizador de tejido mezclar durante unos
segundos y conservar en viales.

Si la muestra no se utilizard& inmediatamente, conservar en
congelacion.
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X. ANEXO 2

Determinacion de proteina (Lowry).

Reactivos:

Método:

8.

9.
10.

Solucion A 500ml
e Carbonato de sodio 2% 10g
e Hidroxido de sodio 0.4% 29
e Tartrato disédico 0.16% 0.8¢g

e Reactivo de Folin 1N y agua destilada (1:1)
Solucion B

e Sulfato de cobre pentahidratado 4%

Mezcla solucion A+B (100:1) para obtener solucién C.

Prepara tubos de ensayo para cada una de tus determinaciones
incluyendo uno para el blanco.

Coloca 3ml de solucién C en los tubos de ensayo y en el blanco.

Agrega 1ml de agua desionionizada en todos los tubos incluyendo el
blanco.

Coloca 0.005ml del homogenado de higado (Anexo 1) en todos los tubos
excepto el blanco.

Mezcla y espera 10 minutos.

Transcurrido el tiempo, agrega 0.3ml de reactivo de Folin en todos los
tubos incluyendo el blanco.

Vuelve a mezclar y deja incubar en oscuridad y a temperatura ambiente
durante 30 min.

Una vez que concluyd la incubacion, lee a 660nm.

Los resultados se expresan en: contenido de proteina(ug) en 3ul de
higado.
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XI. ANEXO 3

Sustancias que reaccionan al acido tiobarbittrico (TBARS).

Reactivos: 100ml
e Acido tiobarbitarico 8%
e Cloruro de potasio 1.2%
e Acido acético 20%
e Buffer tris 150 mm (pH7.4)
e Solucion piridina-butanol (1:15)
e Fierro (FeS0Oa) prepara 500mL a 50 uM
Método:
1. Tomar 10ul de proteina (Anexo 3) y completar a 2ml con buffer tris en un tubo

o 0

9.

de ensayo.
En otro tubo de ensayo coloca 10ul de proteina y agrega 200ul de fierro para
completar a 2ml con buffer tris.
Incubar en bafio maria a 37°c durante 30 min.
Transcurrido el tiempo, tomar el incubado y agregar a todos los tubos lo
siguiente:

¢ 1.5ml Acido acético.

¢ 1.5ml Acido tiobarbitdtico.

¢ 0.5ml Agua desionizada.

Incubar a bafio maria 92°C durante 45 min.

Transcurrido el tiempo, enfriar los tubos al chorro del agua por 5 minutos.
Pasar el contenido de los tubos enfriados a otros tubos de mayor volumen
cuidando de no incluir la grasa.

Agregar a todos los tubos sin grasa 1ml de cloruro de potasio y agitar en
vortex.

Una vez integrado, procede a afiadir 5ml de solucion piridina-butanol y
vortexea hasta que los colores se integren en la parte superior.

10. A continuacién, toma de la fase superior con ayuda de una pipeta Pasteur

alrededor de 3.5ml y pasar a otros tubos de menor volumen.

11.Centrifuga la fase superior a 7000rpm durante 5min.
12.Toma 3ml y lee inmediatamente a 532nm en espectrofotdmetro.
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XIl.  ANEXO 4

Dienos conjugados (DC).

Reactivos:
e Reactivo de Folch cloroformo y metanol (2:1).
¢ Ciclohexano 1.5 ml por muestra.
Método:
1. En tubos de ensayo poner 1mg de proteina (Anexo 3) y completa a 1ml de

2.

agua desionizada.

Agregar en cada tubo 4ml de reactivo de Folch y agitar 15 segundos en
vortex.

A continuacion, centrifuga los tubos durante 5min a 3500rpm para formar dos
fases.

Toma 1ml de la fase inferior (cloroférmica) con pipeta pasteur y pasala a otro
tubo.

Deja evaporar a sequedad en sequedad dentro de la campana.

Cuando todo se haya evaporado (24-42hrs después) agrega 1.5ml de
ciclohexano y agita 10 segundos en vortex.

Leer en celdilla de cuarzo a 233nm usando 1.5ml de ciclohexano como
blanco.

Expresar los resultados como: Abs 233nm/ mg de proteina.
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XIll.  ANEXO 5

Inmunofluorescencia.

Reactivos y materiales:

e Buffer PBST.

e Buffer de Citratos.

e Xilol 100%

e Alcohol 100%

e Leche Svelty 0% grasa (0.5 gr de leche por cada 10 ml de PBST).

e Anticuerpo monoclonal recombinante de conejo (D5W4V XP® (EEUU))
Rabbit mAb) contra IL-6 (preparar solucién 1:100 con PBST).

e Alexa Fluor 488 (preparar solucién 2.5:1000 con PBST).

¢ Medio de montaje (AB1041315 Anti-Fade, Fluorescence Mounting, Medium-
Aqueous)

e Camara humeda oscura.

e Barniz de ufias.

Método:
1. Calentar las laminillas a 60°C durante 24hrs.

2. Transcurrido el tiempo sumergir las laminillas durante 15 minutos en xilol al
100%, después 10 minutos en xilol: alcohol (1:1), otros 10 minutos en alcohol
100% y alcohol al 90% y 70% también por 10 minutos cada uno.

3. Finalizar sumergiendo en agua destilada al menos por otros10 minutos.

4. Hervir las laminillas en buffer de citratos durante 2-3 minutos utilizando un
microondas.

5. Transcurrido el tiempo, dejar enfriar a temperatura ambiente durante 20min.

6. Sacar las laminillas del buffer y colocarlas dentro de una camara himeda para
agregar inmediatamente 1ml de leche Svelty 0% sobre cada una y dejar cubierto
el tejido durante 1 hora.

7. Dejar cubierto el tejido con la leche durante 1 hora, después sacudir bien sobre
una sanita para después cubrir con 1ml de PBST durante 5 minutos, sacudir bien
sobre una sanita cada laminilla y repetir este procedimiento 3 veces mas para
un total de 4 lavados con el buffer.
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8. Después del ultimo lavado rapidamente hacer un circulo alrededor de cada
tejido con el plumén hidréfobo (control positivo y negativo), procurando que
quede bien delimitada el area que deseo esté en contacto con el anticuerpo
(control positivo).

9. Inmediatamente después de haber hecho el circulo, cubrir el tejido del control
positivo con aproximadamente 25- 30ul del anticuerpo y el control negativo con
50-100ul de PBST. Dejar incubar en camara hiumeda a refrigeracion durante
24hrs.

10. Transcurrido el periodo de incubacion continuar con los siguientes pasos en
un cuarto oscuro.

11. Hacer 3 lavados de 5 minutos c/u con PBST y después del ultimo lavado
cubrir cada uno de los controles (positivo y negativo) con 100ul de la solucién
Alexa Fluor 488. Dejar incubar en oscuridad a temperatura ambiente durante
2hrs.

12. Transcurrido el tiempo de incubacion, hacer otros 3 lavados por 5 minutos y
colocar 1 gota de medio de montaje a lado de cada control para después dejar
caer el cubreobjetos evitando formar burbujas.

13. Sellar con esmalte de ufias todo el contorno del cubreobjetos sobre el
portaobjetos y dejar secar para después almacenar las laminillas en oscuridad y
a refrigeracion.

14. Realizar lecturas en microscopio para inmunofluorescencia a 40X con
exposicion de 3s.
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