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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicion en dieta
sorgo+soya del metabolito activo de la vitamina D3 el 25-(OH)Ds sobre
los parametros productivos y la respuesta inmune de los pollos de
engorda a los 21 dias de edad. Se emplearon pollos de engorda de 1
dia de edad de la estirpe Ross 380 que fueron asignados aleatoriamente
a 4 tratamientos con 6 réplicas de 8 aves cada una. Los tratamientos
fueron: 1) Dieta con 200,000 Ul/Ton, de vitamina Dz (NRC 1994). 2)
Dieta con 200,000 Ul/Ton, de vitamina D3z (NRC 1994) + 69 mg 25-
(OH)2D3 /Ton. 3) Dieta con 5,000,000 Ul/Ton, de vitamina D3 (Ross). 4)
Dieta con 5,000,000 Ul/Ton, de vitamina Dz (Ross) + 69 mg 25-
(OH)D3/Ton. Semanalmente se registraron los datos de: ganancia de
peso, consumo de alimento, conversion alimenticia. Para el efecto de
los tratamientos sobre la respuesta inmune, las aves fueron
inmunizadas al dia 10 de edad con vacuna contra la enfermedad de
Newcastle. Se tomaron 10 muestras de sangre por tratamiento para
determinar titulos de anticuerpos a los 21 dias utilizando la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion y para determinar variables
hematoldgicas. La respuesta inmune celular se valoro al dia 21 de vida
con 10 muestras de sangre mediante una prueba de citometria de flujo.
Se sacrificaron 10 aves por tratamiento de 21 dias de edad, se
separaron las tibias izquierdas, a las cuales se les determind el
porcentaje de cenizas (AOAC), con las tibias derechas se valoro la
resistencia 6sea con el equipo Shell Packaging Analyze. Por ultimo se
valoro la concentracion en suero del 25-(OH)Dz mediante la técnica de
determinacidn cuantitativa in vitro por Radioinmuno ensayo (RIA) a los
21 dias de edad. Los datos obtenidos en 21 dias con respecto a los
parametros productivos, no se afectaron por la inclusion de 25 veces
mas del requerimiento de vitamina Dz o la adicién de 25-(OH)Daz. Sin
embargo, los resultados obtenidos para las variables inmunoldgicas;
mostraron (P<0.05) que, para la variable HI se obtuvo un efecto positivo
al incluir mayores niveles de vitamina D3 0 25-(OH)Das. Para linfocitos
la suplementacion de 25-(OH)D3, aumento significativamente la
cantidad en sangre. Para las variables eritrocitos, eosinofilos vy
monocitos la inclusion del 25-(OH)Ds disminuyo significativamente la
cantidad de estos en sangre. De manera contraria se aumentaron las
concentraciones de linfocitos CD4+ al incluir 25-(OH)Ds. En el caso de
los linfocitos CD8+, se disminuyeron. La concentracion de IgA se



aumento (P<0.05) con la adiciéon de altas dosis de vitamina Dz 0 25-
(OH)Ds en la dieta. La suplementacion 25-(OH)Dz aumentd (P<0.05) la
resistencia de las tibias y las cenizas. La concentracion de 25-(OH)D3
en suero fue mayor en las aves tratadas con 25-(OH)Ds. La adicién de
25-(OH)D3 en las dietas de pollo de engorda, mejora el estado
inmunoldgico en aves y la resistencia de las tibias y la deposicion de
minerales en hueso a los 21 dias de edad.

Palabras clave: Vitamina D3, 25-(OH)Ds, Inmunidad



INTRODUCCION

SITUACION ACTUAL DE LA PRODUCCION DE POLLO EN MEXICO.

La Industria Avicola Mexicana es la rama del sector pecuario de nuestro
pais, que presenta los mayores avances tecnoldgicos en genética,
nutricion y equipamiento; situacion que se refleja en una alta eficiencia
y en costos de produccién bajos, lo cual ha favorecido al crecimiento
constante de la mismaZ.

Entre los elementos que han apoyado el crecimiento de la produccién
de carne de pollo, se encuentran la diversidad de productos disponibles
en el mercado, el aumento en el consumo de esta carne debida a
diversos factores como son; precios accesibles, tendencia de consumo
hacia carnes con bajo contenido de grasa, productos de alta calidad con
puntos de venta cada vez mas cerca del consumidor, la confianza en la
calidad de los productos (frescura) un incremento de restaurantes de
comida rapida y que es una carne que permite diferentes variedades de
preparacion?.

Lo cual contribuye a que la industria avicola sea la principal
transformadora de proteina vegetal a proteina animal, colocandose en
el cuarto lugar en la produccién mundial con un aporte de 2,905,489
toneladas de carne en 2013%3

Esta industria, esta cada vez mas especializada y sus integraciones
productoras deben estar preparadas para atender los diferentes tipos
de demanda del mercado, como obtener un 6ptimo peso al momento
del sacrificio asociado a la mejor conversion alimenticia, la creciente
demanda por carnes de alta calidad y de menor costo y la preocupacion
del consumidor por los procesos de produccion, demandando que sean
respetuosos con el bienestar animal*>.

Es necesario desarrollar e implementar las acciones que permitan
consolidar la competitividad del sector avicola nacional, promover sus
productos a los mercados internacionales y alcanzar la integracion
plena del mercado avicola aprovechando las ventajas de los 11
Tratados Comerciales de los que México es parte®.



Por ello es preciso formular dietas aplicadas a los requerimientos, que
permitan aprovechar el potencial genético de las aves, incluyendo
elementos como el 25-(OH)Ds, que ademas de ser necesario para
fortalecer el sistema 0seo de las aves, favorece el potencial productivo
y el fortalecimiento inmune de las mismas?é.

LAS VITAMINAS EN LA AVICULTURA

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de sustancias organicas que
son nutrimentos esenciales, de muy alta actividad biologica y que son
requeridas en pequeias cantidades para el mantenimiento vy
crecimiento de las células y para el funcionamiento de los tejidos.

Se diferencian de los demas macronutrientes organicos, en que estas
no son catabolizadas a CO2 y H20 para satisfacer parte de los
requerimientos energéticos y no son utilizadas para propositos
estructurales, por lo que las vitaminas son requeridas en cantidades
mucho mas pequefias que los carbohidratos, proteinas y grasas. Las
vitaminas, se distinguen de los minerales por su naturaleza organica en
lugar de inorganica.

Tienen diversas funciones las cuales incluyen patrticipaciéon en muchos
ciclos metabdlicos, funcion inmunoldgica de las células y regulacion
genética. Su carencia o deficiencia ocasiona graves trastornos en el
organismo®1°,

Las 13 vitaminas que ahora conocemos; fueron descritas en el siglo XX
y se terminaron de describir, aislar y sintetizar en un lapso de 50 afios.
Las aves de corral (gallinas), fueron el primer objeto del estudio
cientifico sobre las vitaminas.1: Sin embargo adn en nuestros tiempos,
se siguen realizando investigaciones sobre vitaminas para determinar
sus implicaciones en la salud*?,

Se clasifican de acuerdo a su solubilidad en dos grupos:
El grupo de vitaminas liposolubles, el cual se caracteriza por ser soluble

en solventes organicos, como el benceno, cloroformo, etc., este grupo
comprende a las vitaminas: A, D, Ey K.



Grupo de las vitaminas hidrosolubles donde se encuentran las
vitaminas: Tiamina (B1), Riboflavina (B2), Piridoxina (B6),
Cianocobalabina (B12) Niacina, Colina, Biotina, Acido pantoténico y
Acido félico®s.

Las vitaminas, funcionan como catalizadores organicos y se pueden
encontrar presentes en pequefias cantidades en la mayoria de los
ingredientes naturales. Son esenciales para las funciones metabolicas
y fisiologicas tales como; el crecimiento, desarrollo, salud vy
reproduccién, lo que refleja un excelente rendimiento productivo. Por
esta causa es importante suplementar el alimento con premezclas
vitaminicas; ya que las materias primas empleadas para fabricar los
alimentos balanceados no las contienen en cantidades suficientes y
ademas las aves no las pueden sintetizar “de novo” a excepcion de la
vitamina C*415,

Al compararse con otros nutrientes, se hace evidente que se han
producido muy pocos estudios llevados a cabo en los ultimos afios para
estimar los niveles 6ptimos de vitaminas para los pollos de engorda, por
lo que existe una enorme variacion en los niveles utilizados en el
comercio. La mayoria de los niveles recomendados por el NRC, se han
basado en estudios antiguos, realizados bajo condiciones controladas y
el uso de los niveles minimos para evitar los signos de deficiencia, sin
evaluar el mejor rendimiento en las condiciones de desafio que se
encuentran en el campo?®.

VITAMINA D

La estructura quimica de la vitamina D fue identificada por Adolf
Windaus en 1936 y un afo después Uber F. Schenck obtiene vitamina
Ds cristalizada por la activacion del 7-dehidro- colesterol’.

Es la Unica prohormona (esteroidea) que se encuentra en la sangre en
dos distintas formas quimicas: La vitamina D2 (Ergocalciferol) de origen
vegetal y la D3 (Calciferol) sintetizada en la piel u obtenida en la dieta®®.

La vitamina D es un término genérico, que indica una molécula que
muestra una estructura conformada por anillos A, B, C y D con
diferentes estructuras de la cadena lateral. La estructura del anillo se
deriva del ciclopentanohidrofenantreno.



Técnicamente, la vitamina D se clasifica como un seco-esteroide debido
a que los seco-esteroides son aquellos en los que uno de los anillos se
ha roto y en el caso de la vitamina D, el enlace esterol en las posiciones
del carbono 9, 10 del anillo B se rompe, debido a la radiacion ultravioleta
(285-315 nm) y se forma una doble ligadura en esta posiciéon?*®.

METABOLISMO DE LA VITAMINA D

La principal fuente endégena de la vitamina D es la epidermis mediante
la incidencia de los rayos UV. La vitamina D3 se produce en la piel
mediante una reaccion fotolitica, que convierte el 7-dehidrocolesterol a
provitamina D3, la cual sufre una  posterior conversion  por
iIsomerizacion térmica, cuyo producto final es la vitamina Ds. De la piel,
la vitamina D3 (colecalciferol) se abre paso a la circulacion general'®?°,
La vitamina Dz aportada en la dieta se incorpora con los acidos biliares
y otras vitaminas liposolubles a las micelas, absorbiéndose a nivel del
duodeno y yeyuno. Una vez alcanzada la via linfatica y en las aves la
via sanguinea, en forma de quilomicrones o portamicrones, penetra en
la circulacion sanguinea unida a una proteina transportadora especifica
la alfaglobulina DBP o VDBP (“Vitamin D Bindin Protein”)?'22, El
colecalciferol sintetizado en la piel también se une a esta DBP para ser
transportado, a través de la sangre, hasta el higado, donde sufrira junto
con la vitamina D proveniente de la dieta una transformacion
posterior.En el higado el colecalciferol, se hidroxila en el carbono 25,
mediante la enzima 25 hidroxivitamina Dsz-hidroxilasa (25-OH-asa) la
cual se situa en los microsomas hepaticos, donde al hidroxilar al
colecalciferol da lugar al calcidiol también conocido como (25-
hidroxivitamina D3) o (25 —OHD3). El calcidiol pasa a la sangre unido a
la BDP y es trasportado al rifidbn, donde se hidroxila a nivel del primer
carbono, por un mecanismo dependiente del metabolismo fosfocalcico.
La hidroxilacién en este primer carbono es el paso limitante en la
produccion de la forma biolégicamente activa. La enzima 25
hidroxivitamina D3-1a- hidroxilasa (1a-HOasa), es la encargada de
catalizar esta reaccion y esta situada en las mitocondrias de las células
tubulares renales; es activada por la paratohormona (PTH). Aunque la
PTH es la molécula que principalmente controla la funcién de la (1a-
HOasa), las concentraciones séricas de fosfato, de calcio ionizado y de
la propia 25-(OH)Dz también regulan su actividad. Cuando las
concentraciones de calcio son adecuadas, se produce la hidroxilacion
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en el carbono 24 mediante la enzima 25 hidroxivitamina D3-24R-
Hidroxilasa (24-OHasa, para dar un metabolito inactivo)?1:2324,

Aunque el rifidn es el principal 6rgano en donde se encuentran estas
hidroxilasas, otros tejidos y células tales como los macrofagos
activados, queratinocitos, intestino, son capaces de llevar a cabo la
sintesis del calcitriol?®.

La vitamina Ds (colecalciferol), es la Unica utilizable en aves. Se
almacena en higado principalmente, pero también se encuentra
presente en pulmones, riflones y otros o6rganos. Promueve el
crecimiento, formacion de los huesos y el cascaron. Aunque las aves
pueden sintetizar la vitamina Dz a partir del 7- dehidrocolesterol que se
encuentra en la piel, esta cantidad no es suficiente para cubrir el
requerimiento diario para el crecimiento y la produccion en aves
domésticas por lo que es necesario afadirla a las dietas. La potencia
biologica del 25-(OH)Ds puede superar de una a casi cuatro veces en
eficiencia la vitamina D34,

RELACION DE LA VITAMINA D CON EL CALCIO Y FOSFORO

La vitamina D3 es una hormona esteroidea liposoluble, que es capaz de
modular la homeostasis del calcio de manera directa o a través de sus
efectos en la diferenciacion y el desarrollo de los diversos sistemas
celulares de regulacion del calcio?®.

La homeostasis del calcio se logra por el equilibrio de la absorcion
eficiente del calcio intestinal, la excrecion renal del calcio y del
metabolismo mineral del hueso para llenar las necesidades de este
elemento en las aves. Las hormonas principales que controlan este
balance son la hormona paratiroidea (PTH), calcitonina, 25-(OH)Dsy
estrégenosi#+?7,

La vitamina D se convierte en su forma activa en el tibulo contorneado
distal y el segmento conector, donde la vitamina Dz aumenta el
contenido celular de la proteina de union al Ca2+, calbidilina 28k, y por
lo tanto contribuye a aumentar la reabsorcion de Ca2+. La vitamina Ds
también aumenta la expresion del cotransportador de la corteza renal
tipo Il (NaPi-2) en el tabulo proximal y por lo tanto la reabsorcion de
fosfato?’. En condiciones de bajo consumo de calcio, se produce mas
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25-(OH)D3 por el rifidn. El esqueleto también responde a la restriccion
de calcio, aumentando la reabsorcion de este mineral y el riidn aumenta
la reabsorcion tubular del calcio.

La vitamina Ds aumenta la absorcion del calcio, al incrementar la
permeabilidad del intestino a las sales calcicas. La calcemia provoca
una disminucion de la actividad paratiroidea, desencadenando la
excrecion de fosfatos por el rifion4,

El efecto clasico de la 25-(OH)D3, en el transporte activo de calcio se
produce en la célula intestinal. El calcio, entra en la célula mediante
proteinas de membrana. En la célula intestinal, la 25-(OH)Ds se une al
receptor de la vitamina Ds y la proteina de unién del calcio es
sintetizada, esto regula el transporte activo a través de la célula. El
calcio es transportado al fluido extracelular por un mecanismo
dependiente de ATP. También hay transporte pasivo por difusion
paracelular de calcio. La vitamina Dz depende del gradiente de calcio.
El 25-(OH)Dz tiene su efecto en sus objetivos clasicos; los 6rganos del
hueso, el intestino y el rifidn, estimula el transporte de calcio a partir de
estos organos a la sangre. La produccion de 25-(OH)Ds, es estimulado
por la hormona paratiroidea (PTH). Hay una retroalimentacion negativa
a través de calcio, que disminuye la PTH. Esto tiene una
retroalimentacion negativa del 25-(OH)Ds a la PTH. El metabolito activo
25-(OH)D3, también muestra las acciones rapidas a través de su
receptor de membrana?®,

VITAMINA D3 Y SU RELACION CON LA INMUNIDAD

A través del tiempo se han escrito muchos articulos sobre las vitaminas,
en ellos podemos encontrar un reducido nimero de trabajos que hablan
sobre el efecto que tienen las vitaminas sobre la respuesta inmune, a
continuacion se describiran los principales efectos que tiene la vitamina
Ds sobre el sistema inmune, las situaciones que aceleran el
metabolismo del animal, asi como los estados de enfermedad, alta
densidad de poblacion, climas extremosos, presencia de toxinas en el
alimento, producen un estado de estrés en el animal y por lo tanto
aumenta la necesidad de vitaminas que coadyuvan a los mecanismos
de respuesta. Teniendo como objetivo optimizar el estado de salud, el
bienestar y la productividad de los animales, asegurando al mismo
tiempo la eficiencia en la produccion de alimentos de calidad. Se ha
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comenzado ha reconocer, que dependiendo del estado fisiologico del
animal, puede haber cuatro requerimientos o necesidades de vitaminas
en la dieta para obtener la 6ptima nutricion relacionados con el grado
de respuesta animal 1°,

1. Deficiencia: Los niveles vitaminicos estan por debajo del nivel
requerido. El animal se encuentra en riesgo de desarrollar sintomas
clinicos de la deficiencia como resultado.

2. Sub-6ptimo: Los suplementos vitaminicos estan en cantidades
apropiadas para prevenir deficiencias, si las condiciones ambientales
y fisioldégicas son favorables (desafio bajo). Sin embargo, cuando los
animales sometidos a cualquier tipo de estrés, el nivel aportado de la
vitamina no es suficiente para evitar la disminucién del crecimiento o del
comportamiento reproductivo.

3. Optimo: Contribuye a la méaxima expresion del potencial productivo,
de las razas modernas en condiciones de campo.

4. Aplicaciones especiales: Ademas de su contribucion al rendimiento
maximo de los animales, estos niveles de suplementacion de vitamina
mejorar ciertos atributos como la calidad del producto final (carne y
huevos) e inmunidad. La vitamina D3 es un eficiente inmunomodulador
y ejerce un efecto positivo en el metabolismo, estado de salud, fertilidad,
control de la secrecion hormonal e induccion de la diferenciacion
celulart®?d,

Al contrario que otras vitaminas, como la vitamina B6 o la vitamina E, la
vitamina Dz puede jugar numerosos y criticos papeles en el organismo,
por su trabajo tipo hormonal activa un regulador epigenético del VDR
(receptor de la Vitamina D), el cual esta conectado al menos a 900
codigos genéticos diferentes.

El calcidiol actua por 2 mecanismos:
En la membrana (no geondmica), mediante canales idnicos y en el
nucleo (via gendmica), lo cual ocurre cuando la vitamina se une a su

receptor intracelular (VDR) en las células diana, donde se dan la
mayoria de los efectos biolégicos conocidos®.
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VDR

El VDR es un factor de transcripcion ligando-dependiente, que
pertenece a la superfamilia de receptores de esteroides. Es miembro de
una super familia de receptores nucleares, la cual también incluye el
receptor para hormonas tiroideas, glucocorticoides, estrogenos,
androégenos, acido retindico y receptores activadores de la produccion
de peroxisomas (PPAR). El gen del VDR se encuentra en el cromosoma
12q, contiene 12 exones con aproximadamente 76 Kb de DNA. Tiene
un dominio ligando unido (LBD), que se encuentra en la parte
carboxiterminal de la molécula del VDR y es responsable de unirse a la
vitamina Ds. En el caso de los eventos gendmicos, en la vitamina Dz en
unién con el receptor VDR, forman un complejo activado y entran al
ndcleo, se unen con el receptor retinoide X (RXR) en forma de
heterodimero para unirse a una secuencia especifica del DNA llamada
elemento de respuesta de la vitamina Dz (VDRE). El cual es un factor
de transcripcion, que funciona como activador o represor de genes que
estimulan o suprimen la sintesis del RNA y la traduccion de proteinas
gue median la acciéon hormonal®Z,

La observacion de que el VDR esta presente en otros tejidos de los
huesos, los rifiones, intestino, glandulas paratiroides, epidermis,
muasculo, pancreas y Organos reproductores sugiere un papel de
ligandos VDR mas alla del metabolismo calcio y fosforo3233:34,

El VDR se expresa en casi todas las células del sistema inmune;
monocitos, linfocitos T y B activados, células presentadoras de antigeno
(APC) asi como los macréfagos y células dendriticas3?°,

Entre las acciones que tiene la expresion del VDR en estas células
estan la proliferacion y diferenciacion de linfocitos (CD4+ y CD8+),
induccion de la produccién de péptidos antimicrobianos como la
catelicidina, la cual estimula la activacion de los macréfagos y células
dendriticas®®.

Tanto el sistema inmune innato como el adaptativo son afectados por el
25-(OH)Ds y el VDR. Las células inmunes involucradas no solo
expresan el VDR, sino también la 1-alfa hidroxilasa. El receptor y la
enzima) pueden ser constitutivos o resultar inducidos por ligandos que
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activan las respuestas inmunes celulares, iniciando una cadena que
contribuye a regular el proceso inmunolégico. Por lo tanto, el 25-(OH)D3
puede resultar un protector contra varias enfermedades
autoinmunes®’-3,

Diversos estudios, han demostrado la presencia de 1-a-hidroxilasa en
los macrofagos, 1o que significa que estas células inmunes no sélo son
sensibles a la 25-(OH)Ds, también son capaces de producir la hormona
de manera auténoma®.

Ademas de 1l-a-hidroxilasa, monocitos, macréfagos y células
dendriticas expresan también la 24 hidroxilasa. Esta co- expresion
interviene en la regulacion autocrina y paracrina de la funcion de células
dendriticas, estas células son capaces de sintetizar el 25-(OH)D3
influyendo en la regulacién de los linfocitos T4°,

Los macréfagos también son capaces de sintetizar y secretar el 25-
(OH)D3, el cual esidéntico al que se encuentra en la forma renal, pero
Su expresion esta regulada de una manera completamente diferente. La
expresion 1-a-hidroxilasa en los macrofagos es regulada por las sefiales
inmunes como el interferén (IFN)-y y el lipopolisacarido (LPS)?.

Pero no tienen la facultad de regular esta funcion, por lo que en
situaciones donde existe una sobre activacion de los mismos como es
el caso de la sarcoidosis y tuberculosis se observa hipercalcemia®. La
presencia de VDR y la expresion regulada de 1l-a-hidroxilasa y 24-
hidroxilasa en el sistema inmunolégico, indica un papel paracrino
posible del 25-(OH)Ds en la funcion inmune normal. Se ha reportado una
asociacion entre la deficiencia de vitamina D e importantes defectos
inmunes en modelos animales experimentales y en seres humanos. El
25-(OH)D3 también es capaz de servir contra las infecciones por la
induccion de respuestas a los antimicrobianos; el uso de 25-(OH)Ds
puede ser un método muy atractivo para hacer frente al problema de las
infecciones resistentes a los medicamentos®°.

SISTEMA INMUNE DE LAS AVES

Las funciones basicas de cualquier sistema inmunolégico son la
diferencia entre el reconocimiento de lo propio y lo no propio. Las aves,
al igual que otros animales, tienen mecanismos especificos e
inespecificos, para responder a potenciales amenazas infecciosas de
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bacterias, virus, parasitos y otros materiales antigénicos. Los
mecanismos generales de la inmunidad son idénticos en los pollos,
mamiferos, y la mayoria de otros vertebrados*!.

El sistema inmune es una disposicion de multiples facetas de
membranas (piel, mucosa epitelial), células y moléculas cuya funcién
es la de eliminar de un anfitrion los patdgenos invasores. Un sistema
inmune funcional, es un requisito de una vida saludable en la produccion
animal moderna 42, SUS componentes orquestan respuestas complejas y
rapidas frente a la invasion por microorganismos patégenos®:.

El sistema inmune del polluelo recién nacido, esta preparado para
combatir los patdogenos de una manera no especifica a través de los dos
brazos de la respuesta inmune, los cuales se componen de la respuesta
inmune innata y la inmunidad adquirida Estos dos tipos de respuesta
son generalmente coordinados; los desafios patdogenos son
inicialmente procesados por el sistema inmune innato y si es necesario,
la respuesta inmune adquirida se activa posteriormente44,

SISTEMA INMUNE INNATO

El mecanismo de defensa inicial es el sistema inmune innato, que esta
presente y funcional al nacimiento, aunque su desarrollo persiste
durante la primera semana de vida, el primer aspecto de la inmunidad
innata es la exclusion de los patdgenos por las barreras de entrada: la
piel y de las mucosas, carece de especificidad, lo cual le permite
proteger contra muchos tipos de patdogenos. Tiene la capacidad de
generar una respuesta rapidamente inducida, al reconocer motivos
moleculares conservados asociados a patogenos (Pathogen Associated
Molecular Patterns, PAMPs) a través de los receptores de
reconocimiento de patrones (Pattern Recognition Receptors, PRRs).s5
Esta es una facultad filogenéticamente conservada, de todos los
organismos multicelulares*?.

Cualquier organismo extrafio o antigeno, que cruza la continuidad de
las barreras naturales, se encuentra con los leucocitos, macrofagos,
células dendriticas, heterdéfilos, monocitos, células asesinas naturales
(NK), linfocitos T, proteinas efectoras circulantes como complemento y
citocinas*'43.
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Es esencial en los primeros dias, o semanas después de la exposicion
a los patogenos y gradualmente la respuesta inmune adquirida toma
un papel mas importante en la defensa del huésped*'.

Los microorganismos que logran atravesar estas barreras, inducen un
dafio en los tejidos activando la quimiotaxis de macrofagos y células
dendriticas ubicados en la proximidad para eliminar inmediatamente al
patégeno*®.

Al ser superadas estas barreras, se induce una respuesta inflamatoria
caracterizada por la secrecidon de proteinas de la fase aguda
inespecificas al antigeno y que no generan memoria. Si el proceso
inflamatorio inicial no logra eliminar al patégeno, se activa el sistema
inmune adaptativo. El evento inicial de la inmunidad adaptativa, es la
presentacion antigénica, que comienza con una ceélula dendritica que
internaliza al patdbgeno, que posteriormente procesa y presenta a los
linfocitos T en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC)48‘49.

El reconocimiento del antigeno por los linfocitos T induce la expresion
de moléculas de adhesion, la secrecidn de citoquinas, tales como IL-12,
y la proliferacion de subclones de linfocitos T. Las citoquinas liberadas
pueden direccionar la respuesta hacia un fenotipo inmune celular,
mediante la secrecion de Interferén-y (IFN-y), o uno humoral, a través
de la produccién de interleucinas 4, 5y 10 (IL-4, IL-5 e IL-10)*°*,

INMUNIDAD ADQUIRIDA

Como su propio nombre indica, debe ser desarrollada por el ave. Para
responder a un patdgeno, al cual el ave no ha sido expuesta, el sistema
inmune de ave debe activar primero los mecanismos responsables para
hacer frente a ese invasor en particular. La inmunidad adquirida es
especifica y heterogénea y tiene memoria. Por lo tanto, un patégeno
especifico sera reconocido por el sistema inmune de una manera
particular; diferentes patdgenos provocan respuestas diferentes, y la
reexposicion al patégeno a menudo resultara en una mas rapida, la
respuesta eficaz que se obtuvo en la primera exposicién. La inmunidad
adquirida implica 2 tipos de respuestas: La respuesta inmune celular vy
respuesta inmune humoral. En la inmunidad celular, las células
infectadas con un patdogeno extraio se destruyen mediante la
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interaccion entre la célula infectada y una célula efectora tal como una
célula T activada. La inmunidad humoral, estd mediada por los
anticuerpos producidos por células B en respuesta a un reto antigénico.
Los 2 tipos de linfocitos en estas respuestas son fenotipicamente
diferentes; las células T expresan el complejo T receptor en su
superficie, mientras que las células B expresan inmunoglobulina en su
superficie. La regulacion y la eficacia de la inmunidad adaptativa aviar
es comparable a la de los mamiferos*!44,

INMUNIDAD CELULAR

Esta dirigida por las células del sistema inmune, llamadas linfocitos T
(células T). Los linfocitos T citotoxicos (LTC), que reconocen las células
infectadas por virus y/o bacterias, se encargan de la lisis de estas y de
liberar linfotoxinas las cuales causan apoptosis. Linfocitos T
colaboradores (células TH) dirigen la respuesta inmune, secretan las
linfocinas que estimulan la secrecion de las células LTC y B a crecer y
dividirse; atraer heterdfilos, y potenciar la inmersion y la destruccion de
los microbios por los macrofagos. Las células T supresoras inhiben la
actividad y la produccion de células T citotoxicas, después de la
eliminacion con éxito del patdogeno, evitando asi cualquier dafio a los
propios tejidos del huésped. Los LTC son los mas eficaces contra
patdgenos intracelulares como virus. El virus utiliza los mecanismos de
la célula huésped para replicarse, por lo que la muerte de las células
infectadas detiene la replicacion viral. ElI LTC expresa la proteina de
superficie celular CD8 en su superficie. La CD8 se utiliza como un
correceptor por LTC para identificar las células diana a través de la
presentacion de antigenos de MHC de clase | dependientes, los LTC al
identificar una célula infectada inducen la apoptosis de esta. La células
TH. inmunidad adaptativa es depende de la regulacion por parte de las
Las células TH expresan en la superficie celular proteinas CD4 que
estan implicadas en la defensa contra patdgenos extracelulares. La
proteina CD4 actua como un correceptor para permitir que las células
TH sean capaces de reconocer un antigeno presentado por moléculas
MHC de clase 114149,

INMUNIDAD HUMORAL

El segundo tipo de respuesta adaptativa es la inmunidad humoral, esta
respuesta es mediada por anticuerpos transportados por la sangre. Los
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linfocitos B son las células efectoras de la respuesta humoral. Cuando
una célula B virgen se encuentra con su antigeno especifico en la
sangre, una inmunoglobulina de superficie actia como un receptor para
permitir que la célula B y antigeno se unan“®.

La célula TH2 libera citocinas, que preparan a la célula B para seleccion
clonal y reproduccion mitética asexual. La mayoria de los clones se
convierten en células plasmaticas, que después de un retraso inicial son
capaces de producir un inmenso numero de moléculas llamadas
anticuerpos. Los anticuerpos (inmunoglobulinas o 1g) inactivan
antigenos por varios métodos: Opsonizacion, neutralizacion,
aglutinacion y precipitacion®t,

RELACION ENTRE LA NUTRICION Y EL SISTEMA INMUNE

Desde el punto de vista inmunoldgico, la cantidad de informacion sobre
la nutricion de las aves, es enorme en comparacion con el campo de la
inmunologia aviar, que esta esencialmente en su infancia, numerosos
nutrientes esenciales han sido identificados, las concentraciones
minimas y maximas de estos nutrientes para obtener la maxima
producciéon han sido definidas; asi como, su disponibilidad para el ave
se conocen, sin embargo cuando esta informacion se aplica a las
interacciones de la nutricion (dieta) y el estado inmunitario, el resultado
es menos definitivo. Para estar seguros, se ha demostrado que casi
todos los nutrientes en la dieta juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de una respuesta inmune 6ptima. La interaccién que
implica la nutricion y la inmunidad asi como, las interacciones con
agentes infecciosos son un factor estratégico en materia de salud
animal. Casi todos los nutrientes en la dieta, juegan un papel
fundamental en el mantenimiento de una respuesta inmune 6ptima, de
manera que la ingesta de cualquier nutriente ya sea deficiente o
excesiva puede tener consecuencias negativas en el estado inmune y
la susceptibilidad a una variedad de patégenos. Los componentes de la
dieta pueden regular las funciones fisiologicas del cuerpo; interactuando
con la respuesta inmune*?. Uno de los principales objetivos en el area
de produccion avicola, es el de proporcionar y mantener las condiciones
Optimas de bienestar en los animales para lograr los mejores indices
productivos y las mayores rentabilidades. A pesar de todos los esfuerzos
realizados por los productores para llevar a cabo este obijetivo,
situaciones como; el estrés caldrico, altas densidades de poblacion,
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hipoxia (animales criados a grandes altitudes), contacto con agentes
infecciosos 0 no infecciosos (micotoxinas), practicas de manejo y
empleo de materias primas de menor calidad en las raciones, pueden
estar presentes de forma unica o combinada en los actuales sistemas
de produccion. Bajo este escenario, los pollos de engorda criados en
condiciones intensivas tienden a sufrir niveles variables de estrés. En
un nivel moderado de estrés cronico, el ave seria capaz de adaptarse e
incluso podria manifestar un crecimiento aparentemente normal. No
obstante, ante situaciones simultaneas de multiples agentes
estresantes el ave no llegaria a adaptarse y reaccionaria de forma
adversa, dando como resultado, bajas en la produccion vy
enfermedades. En aves, los cambios metabdlicos originados como
respuesta al estrés pueden afectar distintos niveles, presentando menor
crecimiento y menos absorcion de nutrientes reduciendo el estatus de
inmunocompetencia del ave y resultar en inmunodepresion. Los
problemas de inmunodepresion en las instalaciones avicolas debidos a
la presencia de estrés, pueden verse agravados si se considera, que las
mejoras geneéticas para lograr un rapido crecimiento en las estirpes
actuales de pollos de engorde han resultado en un decremento en su
estatus de inmunocompetencia. Algunos estudios, han encontrado que
la seleccion para lograr un mayor crecimiento en los pollos de engorda
han resultado en una correlacion negativa con la respuesta inmune
humoral. Las nuevas tendencias en la nutricibn moderna, promueven
que el alimento destinado a aves comerciales, no solo tiene que
proveerle un adecuado nivel de nutrientes de alta disponibilidad,
ademas de esta importante caracteristica, aspectos de seguridad vy
ausencia de patdgenos toman un papel cada vez mas importante. Para
cumplir con estos objetivos, se deben realizar cambios en la
alimentacion animal; el empleo de cierto tipo de inmunoestimulantes,
debido a sus capacidades de ejercer efectos favorables en la salud del
animal, resulta interesante en el area de nutricién de las aves®.

IMNUNOMODULADORES

La modulacién del sistema inmune del animal, podria adquirir una gran
relevancia ante la situacion actual donde la produccién avicola enfrenta
una serie de restricciones graduales en cuanto al uso de medicamentos
utilizados para proteger a los animales mantenidos en ambientes con
gran presencia de desafios microbianos. En la industria de la
alimentacion animal, se han identificado una gran cantidad de moléculas
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entre ellas las vitaminas, capaces de ser usadas como sustancia
estimulantes utilizados justamente para fortalecer del sistema inmune
de los animales. Una de los principales dudas acerca del empleo de
inmunoestimulantes en alimentacién animal, es la dificultad para
predecir hasta dénde puede llegar a ser estimulado el sistema inmune
de un animal para mantenerlo activo y capaz de defenderlo ante
desafios medioambientales, sin que este le represente una reduccion
en su crecimiento o eficiencia alimenticia (inmunomodulacién).

Recientemente Cheema et alf', compararon el estatus de
inmunocompetencia de pollos de engorde representativos de 1957
contra aves de 2001, los resultados de estos estudios sugirieron que las
estirpes actuales de pollos de engorda (2001) presentan una
disminucion en la capacidad de respuesta inmune de tipo adaptativa,
menores pesos relativos de los principales 6rganos linfoides y mayor
susceptibilidad de sufrir inflamacién respecto a las aves de 1957. Los
problemas relacionados con procesos de inmunodepresion en las
parvadas comerciales de pollos pueden incluir; mayor susceptibilidad a
enfermedades, deficiente respuesta a programas de vacunacion u otros
antigenos (pobres niveles de anticuerpos séricos), reacciones post-
vacunales severas, complicacion con agentes oportunistas,
manifestaciones atipicas de algunas enfermedades, interaccion entre
varios agentes etiologicos, incremento en la conversion alimenticia,
mayores mortalidades, pobre crecimiento y desuniformidad en las
parvadas. Ante esta situacion, se ha sugerido una de las oportunidades
para mejorar la eficiencia en la utilizacion de nutrientes en aves puede
encontrarse en el desarrollo y mantenimiento de la salud y la inmunidad
de las aves®'.
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JUSTIFICACION

Sistemas de produccién intensiva y altas densidades de poblacién, que
se manejan en las explotaciones avicolas son factores que contribuyen
a aumentar el estrés, favoreciendo la presentacion de enfermedades, el
uso de inmunoestimulantes es una herramienta eficaz para fortalecer el
sistema inmune de las aves y de este modo mejorar la producciéon de
estas.
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HIPOTESIS

El 25-(OH)Ds3 adicionado a la dieta de pollo de engorda en etapa de
iniciacidbn promoverd efectos positivos en los parametros productivos
asi como una mejor respuesta inmune en comparacion con los pollos
en cuya dieta no se agrega este metabolito.

OBJETIVOS

Evaluar los parametros productivos de los pollos de engorda a los 21
dias de edad, al adicionar en la dieta 4 diferentes niveles de vitamina D3
y/o 25-(OH)Ds.

Medir el efecto de la respuesta inmune de los pollos de engorda a los
21 dias de edad, al adicionar en su dieta 4 diferentes niveles de vitamina
Dz y/o 25-(OH)Dsmediante:

Evaluaciéon de la inmunidad celular, al medir el patrén de expresion de
células CD4+ y CD8+ en sangre.

Evaluacién de la inmunidad humoral mediante la determinacion de
anticuerpos en suero, por la técnica de Inhibicion de Ia
Hemoaglutinacion y por la técnica de Elisa para identificar cantidades
de IgA en lavados duodenales.

Evaluar la resistencia de las tibias de los pollos de engorda a los 21 dias
de edad al adicionar en su la dieta 4 diferentes niveles de vitamina D3
y/o 25-(OH)D3 mediante:

Deposicion de minerales en tibia mediante la determinacion de cenizas
en base seca.

Cuantificacion de calcidiol en suero por medio de la técnica de Radio
Inmuno Ensayo (RIA).
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el Centro de Ensefanza
Investigacion y Extension en Produccion Avicola de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM; localizado en Manuel M.
Lépez s/n en el poblado de Santiago Zapotitlan. Tlahuac. D.F a una
altura de 2250 m.s.n.m entre los paralelos de 19° 15 latitud Oeste. Bajo
condiciones de clima templado humedo Cw, siendo el mes mas frio
enero Yy el mas caluroso mayo. Con una temperatura promedio anual
de 16° C y una precipitacion pluvial anual media de 747mm.
(INEGI.1992)>2

Se realiz6 un experimento con pollitos de la estirpe Ross 308, conforme
a un disefio completamente al azar, con duracion de 21 dias. En el
Cuadro 1 se detalla la dieta basal sorgo+pasta de soya, la variacion fue
en la premezcla unicamente de vitamina Dz 0 25-(OH)Ds. Se emplearon
4 tratamientos, los cuales se describen a continuacion.

1) Dieta con 200,000 Ul/Ton, de vitamina D3 (NRC 1994).

2) Dieta con 200,000 Ul/Ton, de vitamina D3 (NRC 1994).
+ 69 mg 25-(OH)D3z * /Ton.

3) Dieta con 5,000,000 Ul/Ton, de vitamina D3 (Ross).

4) Dieta con 5,000,000 Ul/Ton, de vitamina D3 (Ross). + 69 mg 25-
(OH)Ds/Ton

*Equivalente a 2,760,000 Ul de vitamina Ds. Marca comercial Hy-D® de
DSM Nutrition Products de México.

*NRC 19943

Todos los procedimientos que involucraron el uso de animales, fueron
aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de los
animales experimentales (CICUAE FMVZ-UNAM). Se utilizaron 192
pollos de engorda de 1 dia de edad mixtos (machos y hembras 50% y
50 %), de la estirpe Ross 308, alojados baterias marca Petersime con
regulacion de temperatura automatica. Los pollitos fueron distribuidos
en 4 tratamientos con 6 réplicas de 8 pollos cada una (4 hembras y 4
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machos) con una distribuciéon al azar. EI agua y alimento se
suministraron a libre acceso. Semanalmente durante las tres semanas
de estudio, se registraron los datos de peso, consumo de alimento,
ganancia de peso y conversion alimenticia para obtener un resumen
general para la etapa productiva (21 dias).

Para verificar el efecto de la adicién del 25-(OH)Ds en la respuesta
inmune de los pollos, estos fueron inmunizados contra la enfermedad
de Newcastle cepa “La Sota” inactivada en emulsion 0.5ml via
subcutanea (1ml a 2/3 del cuello) y via ocular, (gota pollo) a los 10 dias
de edad. Las muestras sanguineas se tomaron a los 10 dias post
vacunacion, se congelaron a -20°C para su posterior analisis.

Se tomaron 10 muestras de sangre, en 10 machos por cada tratamiento
al dia 21 de edad, para determinar titulos de anticuerpos contra el virus,
utilizando la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI). (Técnica
Anexo 1)

Se tomaron 10 muestras por tratamiento de lavados con PBS de asas
duodenales para determinar IgA mediante la prueba de ELISA (Técnica
Anexo 2)

Para determinar la inmunidad celular se analizaron 10 muestras por
tratamiento, se realizaron pruebas de citometria de flujo y bioguimica
sanguinea. (Técnica Anexo 3)

Para evaluar el comportamiento de los tratamientos en huesos, se
sacrificaron a los 21 dias de edad 10 pollos por tratamiento; se
separaron las tibias derechas se les realizé la prueba de resistencia a
la compresion con el equipo QC-SPA™ Shell Strength Packaging
Analyser con adaptadores para poder sostener las tibias y se ejerza la
presion necesaria para romperlas registrando las lecturas en gramos de
presion sobre centimetro cuadrado.

Se determind la deposicion de minerales en hueso mediante analisis de
cenizas, utilizando las tibias izquierdas, las muestras se sometieron en
un horno de secado a 150°C durante 24 horas, las cenizas obtenidas se
trataron en un horno mufla a 600 °C por 6 horas. El porcentaje de ceniza
se dispuso de acuerdo a la AOAC**>4,
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Ademas para establecer las cantidades de 25-(OH)D: que se
consumieron las aves, se realizo la determinacion cuantitativa del 25-
(OH)Ds en suero por el método de Radio Inmuno Ensayo (RIA) de
acuerdo a la técnica de DIAsource ImmunoAssays S.A (Técnica Anexo
4)

*AOAC. Official Methods of Analysis, 13th ed. The Association of
Official Analytical Chemists, Washington, DC. 1990,

ANALISIS ESTADISTICO

Para los resultados obtenidos, se realizaron los analisis conforme a un
disefilo completamente al azar.

El andlisis de los resultados productivos, se realizd conforme a un
disefio experimental arreglado en parcelas divididas, con un arreglo
factorial completamente al azar (Semanas x tratamiento); cuyo modelo
se representa a continuacion.

Yik =4l 0+ +E,+ B +(af); +S 4

Donde:

v, = Valor en el k bloque en la parcela i y la subparcela j.

u = Valor constante similar a la media de la poblacion.

o,= efecto del i-ésimo nivel del factor “A”.

.= Error experimental de parcelas grandes.

B, = Efecto del j - ésimo nivel del factor “B”

(ap); = Efecto de la interaccion del i- ésimo nivel del factor A con el

bloque j-esimo nivel del
factor B.
&, = Error experimental de sub parcelas.
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Los resultados del experimento para las variables inmunologicas,
hematolégicas y Oseas se analizaron con un disefio experimental
completamente al azar de 4 tratamientos y 6 repeticiones con el
programa SAS Institute, 20. Mediante la prueba estadistica One Way
ANOVA. Las diferencias entre tratamientos fueron analizadas por la
prueba de Tukey’s (P< 0.05).

Y el modelo estadistico se representa mediante la siguiente ecuacion.

Yij=pi +Tj+ €ij
Doénde:

Yij = la j-ésima observacion del i-ésimo grupo de tratamientos, la
variable respuesta.

U = es la media de la i-ésima poblacion en tratamiento.
T j = efecto del grupo.

€ij = es el error experimental

*Kuehl RO. Disefo de Experimentos, Principios estadisticos para el
disefio y andlisis de investigacion. 22 ed. México. 2000°4,

27



RESULTADOS

Los datos promedio obtenidos para ganancia de peso, consumo de
alimento y conversién alimenticia aparecen en el Cuadro 2.

Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
ganancia de peso, se pueden apreciar claramente en la Figura 1. No se
encontré efecto (P<0.05) al factor Vitamina Ds, ni a 25-(OH)Daz. Sin
embargo, se ven valores numéricos mayores cuando las aves recibieron
niveles de vitamina Dz que sefala el manual Ross (25 veces mas que el
requerimiento del NRC) 6 25-(OH)Ds.

FIGURA 1. GANANCIA DE PESO EN POLLOS DE
21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
consumo de alimento, se pueden apreciar en la Figura 2. No se encontro
efecto (P<0.05) al factor Vitamina Ds, ni al factor 25-(OH)D3.

FIGURA 2. CONSUMO DE ALIMENTO EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
conversion alimenticia, se pueden apreciar en la Figura 3. No se

encontré efecto (P<0.05) al factor Vitamina D3 ni al factor 25-(OH)Ds.
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FIGURA 3. CONVERSION ALIMENTICIAEN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable de
inhibicién de la hemoaglutinacién (IH), se pueden apreciar en la Figura
4. Se puede apreciar que existe un efecto positivo (P<0.05) al verse
aumentados los niveles de vitamina Ds y 25-(OH)Ds3 pudiéndose
observar un mayor efecto al 25-(OH)Ds.

FIGURA 4. VALORES DE IH EN SUERO DE
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD.
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
CD4+, se pueden apreciar en la Figura 5. Se puede apreciar que existe
un efecto positivo (P<0.05) al tener mayores concentraciones de 25-
(OH)Dzen la dieta.

FIGURA 5. VALORES DE LINFOCITOS CD4+ EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
CD8+, se pueden apreciar en la Figura 6. Se puede apreciar que existe
un efecto negativo (P<0.05) para los niveles de CD8+ en sangre al tener
mayores concentraciones de vitamina Dz y 25-(OH)Dz en la dieta.

FIGURA 6. VALORES DE LINFOCITOS CD8+
EN POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable IgA,
se pueden apreciar en la Figura 7. Existe un efecto positivo (P<0.05) al
verse aumentados los niveles de IgA al tener mayores concentraciones
de vitamina Dz y 25-(OH)Ds en la dieta.
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
linfocitos, se pueden apreciar en la Figura 8. No se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina Ds; sin embargo existio efecto a 25-(OH)Ds,
se puede apreciar la suplementacion de 25-(OH)Ds en la dieta con el
nivel mas alto de vitamina D3z aumento significativamente la cantidad de
linfocitos en sangre.

FIGURA 8. VALORES DE LINFOCITOSEN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
eritrocitos, se pueden apreciar en la Figura 9. Se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina D3z y al 25-(OH)Ds, sobre la cantidad de
eritrocitos en sangre, se puede apreciar que con la suplementacion de
Vitamina Dz en la dieta con el nivel mas alto de inclusion disminuyo
significativamente la cantidad de eritrocitos en sangre.

FIGURA 9. VALORES DE ERITROCITOS EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
eosindfilos, se pueden apreciar en la Figura 10. No se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina Ds; sin embargo existio efecto a 25-(OH)Ds,
se puede apreciar la suplementacion de 25-(OH)Ds en la dieta con el
nivel mas alto de vitamina Dz disminuyo significativamente la cantidad
de eosindfilos en sangre.

FIGURA 10. VALORES DE EOSINOFILOSEN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
monocitos, se pueden apreciar en la Figura 11. Se encontrd efecto
(P<0.10) al factor Vitamina D3z y a 25-(OH)Ds, observandose una
disminucion en la cantidad de monocitos, al incluir en la dieta los niveles
mas altos de Vitamina Dz y 25-(OH)Ds.

FIGURA 11. VALORES DE MONOCITOS EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
proteinas, se pueden apreciar en la Figura 12. No se encontrd efecto
(P<0.05) al factor Vitamina Ds ni al 25-(OH)Ds, sobre la cantidad de
proteinas en sangre.

FIGURA 12. VALORES DE PROTEINASEN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
hematocrito, se pueden apreciar en la Figura 13. No se encontro efecto
(P<0.05) al factor Vitamina D3z ni al 25-(OH)Ds, sobre la cantidad de
hematocrito en sangre.

FIGURA 13. VALORES DE HEMATOCRITO EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
trombocitos, se pueden apreciar en la Figura 14. No se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina D3z ni al 25-(OH)Ds, sobre la cantidad de
trombocitos en sangre.

FIGURA 14. VALORES DE TROMBOCITOS EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
heterofilos, se pueden apreciar en la Figura 15. No se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina Ds; sin embargo existio efecto a 25-(OH)Ds,
se puede apreciar la suplementacion de 25-(OH)Ds en la dieta con el
nivel mas alto de vitamina Dz incrementé la cantidad de heterofilos en
sangre.

FIGURA 15. VALORES DE HETEROFILOS EN
POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
basdfilos, se pueden apreciar en la Figura 16. No se encontré efecto
(P<0.05) al factor Vitamina D3 ni a 25-(OH)Ds.
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para la variable
resistencia de las tibias, se pueden apreciar en la Figura 17. No se
encontro (P<0.05) al factor Vitamina Ds; sin embargo existio efecto a 25-
(OH)Ds3, se puede apreciar que con el nivel mas alto de suplementacion
en la dieta con 25-(OH)Ds se aumenta significativamente la resistencia
de las tibias.

FIGURA 17 . VALORES DE RESISTENCIA EN
TIBIAS EN POLLOS DE 21 DIAS DE EDAD
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Los resultados obtenidos de los efectos principales para cenizas, se
pueden apreciar en la Figura 18. Se encontr6 efecto (P<0.05) al factor
Vitamina Dz y efecto al factor 25-(OH)Ds, se puede apreciar que la
suplementaciéon de vitamina Dz en su nivel mas alto y 25-(OH)D3

aumentan significativamente el depdsito de minerales en tibias.
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DISCUSION

La vitamina Ds, se considera una pro-hormona involucrada en un
complejo sistema endocrino que regula la homeostasis mineral y
protege la integridad del esqueleto. Mas alla de la homeostasis del
calcio, la vitamina D3 tiene diferentes funciones en diversos érganos
gracias a la accion de su ligando VDR, el cual se expresa en diferentes
células, incluyendo, células del sistema inmune de acuerdo a Sakem
2013%

Se ha documentado que la vitamina Dz tiene funciones en la
proliferacion celular, incluyendo diversas etapas del ciclo celular,
diferenciacion e incluso la apoptosis. Ademas, los macrofagos,
monocitos y células endoteliales, tienen la capacidad de activar la
vitamina D localmente de forma autocrina, en el caso de los humanos.
Se han realizado diversos estudios, para especies modelo como los
ratones y para los humanos, pero no existen muchos reportes para los
pollos de engorde y su efecto en la inmunidad de estos, por lo que en
este estudio se intenta profundizar mas sobre el tema®’.

Los resultados en este trabajo por 21 dias, de investigacion con la
adicion de la vitamina Dz y la adicion del 25-(OH)Ds no mostraron
diferencias significativas en los parametros productivos de pollo de
engorda; de manera contraria a lo reportado por la literatura®®°°, que
informa que la adicién del 25-OH-Ds, mejor6 tanto el aumento de peso
como la eficiencia alimenticia en pollos de engorda la etapa de
crecimiento. Esta diferencia se puede explicar; debida, a que los autores
antes mencionados utilizaron protocolos donde los pollos fueron
sometidos a estados de estrés, diferentes a los utilizados en este
estudio, en donde las aves respondieron de manera diferente ya que no
fueron sometidos a ningun factor estresante. Sin embargo los resultados
obtenidos en esta investigacion son similares a los reportados por
Browning et al. 2012%° y Chou et al. 2009°,

Otros autores reportan que no hubo efecto en los parametros
productivos al adicionar vitamina D3 0 25-(OH)Ds en la dieta de las aves.
Sin embargo tampoco mencionan un efecto negativo en los parametros
productivos®:62.6364
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Se ha publicado que la adicion del 25-(OH)Ds, provoco una disminucion
en el consumo de alimento de las aves en la fase de crecimiento (22 a
39 dias de edad), lo que resulté en una mejora del 5% en el parametro
productivo de eficiencia alimenticia®-®4,

Del Rio 1998°% al desafiar a las aves con aflatoxinas y administrar 25-
(OH)D3, reporta que, para aquellas aves que no estuvieron sometidas a
las aflatoxinas, no hubo diferencias estadisticas significativas en la
conversion de alimenticia; sin embargo encontrd que para aquellas aves
a las que se les administraron aflatoxinas pero tuvieron una dieta
suplementada con 25-(OH)Dztuvieron una mejor conversion alimenticia.
Lo cual pudiera sugerir que las aves que enfrentan estados de
inmunodepresion responden de una manera mas favorable al estar
alimentadas con 25-(OH)Ds.

En lo concerniente a los resultados inmunoldgicos observados en este
experimento, la variable de titulo de anticuerpos evaluada con el virus
de la enfermedad de Newcastle, mostro diferencias estadisticas
significativas en los grupos adicionados 25-(OH)Dzy con la vitamina Ds,
estos resultados concuerdan con lo reportado por Gémez et al 20138,
Este efecto pudiera deberse debido a lo reportado por Chou et al. 2009
61 quien plantea que el efecto del 25-(OH)Ds se realiza sobre el receptor
de calcitriol, también conocido como receptor de vitamina D (VDR) y
como NR11, es un miembro de la familia de receptores nucleares de los
factores de transcripcion. Posterior al reconocimiento con su ligando, el
receptor de calcitriol forma un heterodimero con el receptor X retinoide
y se une al elemento de respuesta a hormonas (HRE) en el ADN, dando
lugar a la sobre expresion o la represion de determinados genes.

La evaluacion de la respuesta inmune en esta investigacion, demostro
una diferencia estadistica significativa con el aumento en
los linfocitos de fenotipo CD4+, lo que pudiera sustentar los resultados
obtenidos en la inmunidad humoral; ya que si esta poblacion aumenta
se pudiera especular un aumento de células CD4+ TH2, que regulan de
forma positiva hacia una respuesta de tipo humoral; estos datos
pudieran corresponder a los resultados citados por Chou et al 2009%!
pero no coinciden con lo reportado por Gémora 2006% quien reporta
gue encontrd un beneficio a favor de la respuesta inmune celular, pero
en este caso se utilizaron gallinas de postura, por lo cual el fondo
genético y la edad de esta estirpe pudiera marcar estas diferencias.
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Se encontré en los resultados obtenidos que la suplementacion de
vitamina D; y de 25-(OH)Ds en la dieta en su nivel mas alto disminuye
significativamente la cantidad de CD8+. Lo cual pudiera corresponder
con lo citado por Gilaberte et al 2011% quien menciona que se ha
demostrado que la 25-(OH)Dsz inhibe la proliferacion de los linfocitos T,
a través de su efecto inhibidor de las células presentadoras de
antigenos y las células dendriticas. La vitamina Ds puede disminuir la
secrecion de interleucinas (IL) 2 y 12, interferon y y TNF- a, todas ellas
relacionadas con la via de los linfocitos Th1 (inmunidad celular). Por otro
lado, activa algunos promotores de genes relacionados con
interleucinas de la via Th2. Ademas, la 25-(OH)Dzinfluye en la induccién
de las células T reguladoras y la expresion de receptores de superficie
en ceélulas presentadoras de antigenos, como las células dendriticas.
Esta accion inmunologica se produce mediante la unién con receptores
celulares que activan factores de transcripcion los cuales ponen en
marcha las siguientes funciones:

1) inhibicion de células dendriticas y células presentadoras de
antigenos; 2) disminucion de la produccion de IL2, IL12, TNF-a e
interferon- y ; 3) activacion de TGF-a que suprime acciones
proinflamatorias de los linfocitos Th1; 4) activacion de genes GATA-3y
c-maf los cuales promueven la sintesis de citocinas del sistema Th2 (IL-
4, IL-5-1L-13); 5) incremento de IL-10, la cual a su vez inhibe los
linfocitos Thl. El resultado es un desequilibrio a favor de la via Th2, lo
gque favorece la respuesta de inmunidad humoral, los procesos
antiinflamatorios y la inmunosupresion.

Hasta el momento no existen reportes previos en pollos donde se evalle
el fenotipo CD4+ o CD8+ en pollos suplementados con vitamina Dz o
25-(OH)Dsa.

En las variables de hematologia evaluadas en este experimento, se
encontré que el factor 25-(OH)Ds aumenta significativamente los
linfocitos; lo que pudiera sustentar los hallazgos ya reportados en la
inmunidad humoral; asi como en la citometria de flujo y esto concuerda
con lo descrito por Gilaberte 2011°%°,

Los resultados encontrados para monocitos mostraron una diferencia
estadistica significativa, mostrando con una disminucion de los
monocitos al incluir en la dieta los valores mas altos de vitamina Ds y
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25-(OH)Ds. Estos resultados pueden corresponder con lo reportado por
Chou et al. 2009%! mencionan que existe una diferenciacién de
monocitos a macrofagos activados por la intervencion de 25-(OH)Ds.
Por lo cual se supone que no se encontraron las mismas cantidades de
monocitos en sangre ya que estos se diferenciaron a macrofagos por
accion de la vitamina D y el 25-(OH)Ds. Gémez et al 20132 mencionan
que el 25-(OH)Ds juega una importante funcion en la estimulacion del
sistema inmune y es capaz de modular la hematopoyesis mediante su
accion via VDR.

Los resultados encontrados para la variable eritrocitos indican que con
la suplementacion de vitamina D3z en la dieta con el nivel mas bajo de
inclusion (nivel NRC) disminuyé significativamente la cantidad de
eritrocitos en sangre. Lo cual pudiera corresponder con los resultados
Por lo que sugieren los medicos del Centro de los nifios de Johns
Hopkins quienes refieren la deficiencia de la vitamina Dz puede
desempeniar un papel importante en anemia de acuerdo a lo publicado
en http://www.news-medical.net.2011°.

Jackson et al. 2012%8, refieren una asociacién en donde los pacientes
con anemia pudieran tener una mayor predisposicion a tener
deficiencias de vitamina Ds. Perlstein et al. 2010%. mencionan una
relacion entre la deficiencia de vitamina D3 y la anemia pero en adultos
mayores.

Zittermann 20117°, sugieren que la vitamina D3 puede estar relacionada
con la eritropoyesis, ademas Sim et al 2010’*. Mencionan una
asociacion de la deficiencia de vitamina Dz con un mayor riesgo de
padecer anemia. Los mecanismos por los que se supone que la
vitamina D puede tener ese efecto se refieren a continuacion.

La vitamina Dz parece estar asociada con la anemia, aunque el
mecanismo es desconocido; una posibilidad es que la vitamina Ds
modula el nivel de la produccion de citoquinas sistémica reduciendo asi
el medio inflamatorio que conduce a la anemia de enfermedad cronica.
Estudios tanto in vivo como en in vitro han demostrado que el calcitriol
reduce la produccion de citoquinas.

Otro mecanismo posible es que la vitamina Dz estimula directamente
precursores eritroides. Existen receptores de vitamina D en numerosos
tejidos no renales incluyendo la medula 6sea. Concentraciones locales
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altas de 25-(OH)Ds en los tejidos hematopoyéticos pueden entonces
activar directamente las células precursoras eritroides de una manera
paracrina. Estos datos son reportados para humanos, ya que no se
encontraron reportes de anemia en pollos con deficiencias de vitamina
Ds. El-Shazly 20117? reportan que han demostrado una inhibicién
significativa de la interleucina 8 (IL-8) por las células natural killer en
presencia de la vitamina D3; siendo la IL-8 un potente activador de la
guimiotaxis de eosindfilos in vitro e in vivo, en el caso de humanos. Lo
gue pudiera sustentar los resultados obtenidos en el presente trabajo
en donde se encontrdé que al suplementar el 25-(OH)Ds3 en la dieta en
el nivel mas alto, se disminuyd significativamente la cantidad de
eosindfilos en sangre.

La Vitamina Ds representa un papel importante en el mantenimiento de
organos y sistemas a través de mudltiples funciones, tales como: la
regulacion de los niveles de calcio y fosforo en sangre, promoviendo la
absorcion intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la
reabsorcion de calcio a nivel renal. Con esto contribuye, a la formacion
y mineralizacion 0sea, siendo esencial para el desarrollo del esqueleto.
Al regular el paso de calcio (Ca2+) a los huesos, cuando existe una
deficiencia de vitamina Ds, los huesos empiezan a debilitarse y a
curvarse produciéndose malformaciones irreversibles: como el
raquitismo o la osteomalacia. En cuanto a la deposicion de minerales
en hueso se encontro que, al suplementar en la dieta vitamina Ds y 25-
(OH)D: en sus niveles mas altos de inclusién, se aumenta
significativamente el depésito de minerales en tibias™ ™4,

La fuerza del hueso se ha asociado principalmente con la formacién
adecuada y el mantenimiento de la matriz 6sea organica, la reticulacion
del colageno, la orientacién de las fibras de colageno, el modelado y la
remodelacion 6sea’™"®. La medicion de la fuerza del hueso es necesaria
para entender mejor los efectos del 25-(OH)Ds sobre el desarrollo del
hueso y la fuerza, que es importante para evaluar varios parametros de
la biomecanica del hueso y no sélo de mineralizacion’®,

Los resultados encontrados para la resistencia del hueso mostraron
que con 25-(OH)Ds: suplementado en Ila dieta, se aumenta
significativamente la resistencia de las tibias, en comparacion con los
tratamientos en los que solo se adiciond vitamina Ds en la dieta’:79:89.81,
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No se encontraron reportes para la respuesta de anticuerpos séricos
IgA frente a la administracion de 25-(OH)Ds para pollos; sin embargo de
acuerdo a lo reportado por Stede et al 2004%2 en lo que respecta a
cerdos, la administracion intramuscular del 25-(OH)Ds mejora la
respuesta de anticuerpos séricos IgA. Lemire1995 et al 8. reportan que
en otros estudios en vacas lecheras, se encuentra también un
incremento de IgA al administrar 25-(OH)Ds.

En este estudio los resultados encontrados para la variable IgA
mostraron un efecto positivo al incluir los valores mas altos de vitamina
Ds y 25-(OH)Ds, encontrando que los niveles mayores de IgA se
presentaron con 25-(OH)Ds.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones empleadas en este estudio, se puede concluir que
al adicionar de la vitamina Dz y el 25-(OH)Ds en dietas para pollos de
engorda de la estirpe Ross 380, tendié a mejorar numéricamente el
rendimiento productivo, pero se mejoraron las variables inmunoldgicas;
titulos de anticuerpos seroldgicos, la concentracién de linfocitos CD4+
circulantes; asi como la concentracion de IgA intestinal.

De igual manera, existié un incrementd en la resistencia de las tibias;
asi como, una mejor deposicion de minerales en las mismas.

Por tanto, la inclusion de 25 veces mas del requerimiento de la vitamina
Ds; asi como, del metabolito 25-(OH)Ds en los niveles adicionados en
este trabajo en dietas de pollo de engorda mejora el estado
inmunologico en estas aves.
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ANEXO 1

INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (HI) PARA NEWCASTLE.

Equipo y Material: Microplacas con fondo en “V”. Puntas para
micropipeta de 200 pl o pipeta de 5ml con gota de 0.050ml. Micropipeta
o microdiluidor. Soluciones y/o medios. PBS Estéril. Suero problema
Reactivos: Antigeno de ENC con 10 UHA (Unidades hemoaglutinantes).
Eritrocitos de pollo al 0.5 — 0.7%. Desarrollo del método de prueba:
Muestras de suero de ave. Procedimiento. Para esta prueba se emplea
un antigeno de ENC con 10 UHA (Unidades hemoaglutinantes).Diluir el
antigeno de ENC en PBS basado en la actividad hemoaglutinante de
antigeno en relacion a las UHA (10 UHA). Depositar 50 pl en cada pozo
del antigeno diluido con 10 UHA en cada pozo de la placa con pozo en
forma “V”. Agregar 50 pl de suero problema a la primera fila y mezclar
con la micropipeta o microdiluidores 4 veces y transferir y mezclar 50
ul a la segunda y asi sucesivamente hasta desechar la ultima dilucion
de la dltima fila. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Agregar 50 ul de eritrocitos de pollo al 0.5%. Incubar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Leer las placas inclinando la placa y
observando la presencia o ausencia de movimiento en forma de lagrima.
Leer y registrar los resultados como hemoaglutinacion o inhibicion de la
hemoaglutinacion en cada uno de los casos.

02-28-95 NORMA Oficial Mexicana NOM-013-ZO0-1994, Campafa
nacional contra la enfermedad de Newcastle presentacion velogénica®?.

SENACSA, IICA. Manual de técnicas de laboratorio para el diagndstico
en salud animal. Tomo I. 2001%°,
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ANEXO 2
ELISA

Colocar en la placa 100 ul de solucion de carbonatos en cada pozo.
Incubar tapado y en refrigeracién durante toda la noche. Colocar en
cada pozo 200 pl de solucién de bloqueo. Incubar a 37° C 30 minutos.
Lavar 3 veces con 200 pl cada pozo con solucién de lavado. Colocar el
anticuerpo a una dilucién (1:10,) 100 pl en cada pozo. Incubar a 37° C
por 1 hora. Lavar 3 veces con 200 ul cada pozo con solucion de lavado.
Colocar el conjugado a una dilucion de (1:10,000) 100 pl en cada pozo.
Incubar a 37° C por 45 minutos. Lavar 3 veces con 200 pl cada pozo
con solucion de lavado. Colocar 100 ul de ABTS Peroxidasa. Incubar 10
minutos. Leer a 405 nm. Solucién de lavado: TRIS: 6.057 g/L. Cloruro:
8.1816 g/L. Twen 20 al 0.5%: .05ml/L Solucion de bloqueo al 5%: Leche
deslactosada Svelty: 50 ml/L PBS: 950 ml/L. Conjugado: Conjugado 1
ul. PBS 9999 pl Las muestras de las asas duodenales se lavaron 3
veces con PBS y la solucién obtenida del lavado se utiliz6 como
anticuerpo.
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ANEXO 3
CITOMETRIA DE FLUJO

Tomar 25 ul de sangre y llevarlos a 975 ul de PBS. Mezclar. Centrifugar
a 1200 rpm 7 minutos a 4° C. Eliminar el sobrenadante. Agregar el
anticuerpo con CD4+ 100 ul en cada muestra. Incubar 30 minutos.
Centrifugar a 1200 rpm 7 minutos a 4° C. Lavar con 200 ul de PBS.
Centrifugar 1200 rpm 7 minutos a 4° C.

Eliminar el sobrenadante. Re suspender en 500 ul de Buffer se lisis tibio.
Incubar 7 minutos. Centrifugar a 1200 rpm 7 minutos a 4° C. Lavar con
200 pl de PBS. Centrifugar a 1200 rpm 7 minutos a 4° C. Re suspender
en 200 pl de solucion fijadora. Cubrir con aluminio y mantener en
refrigeracion hasta la lectura. Testigos: Muestra sin anticuerpo. Muestra
con solo CD4+. Muestra con solo CD8+. Diluciones: Solucion CD4+: 5pl
de CD4+ en 495 pl de PBS. Solucion CD8+: 5ul de CD8+ en 495 ul de
PBS. Solucion fijadora al 2.5%. 2000 pul de formaldehido. 10, 0000 PBS.
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ANEXO 4

RADIOINMUNO ENSAYO (RIA) PARA LA DETERMINACION
CUANTITATIVA IN VITRO DEL 25-(OH)Dz: EN SUERO.

Fase de extraccion: Marcar los tubos de vidrio (12x75 mm) para
extraccion: 6 calibradores, 2 controles y hasta 40 muestras en
duplicado. Dispensar 100 ul de cada calibrador, control o muestra en
sus respectivos tubos. Anadir 0,5 ml de acetonitrilo a cada tubo. Mezclar
durante 7 segundos con un vortex. Centrifugar 5 minutos a temperatura
ambiente (a 800-1500 g). Fase de Incubacién: Marcar los tubos
recubiertos por duplicado para cada uno de los calibradores, muestras
y controles. Para la determinacion de las Cuentas Totales, marcar 2
tubos normales. Anadir 100 ul del sobrenadante obtenido después de la
fase de extraccion a los tubos respectivos. Las puntas de las pipetas
deben ser saturadas del sobrenadante en cuestion antes de la adicion
al tubo. Dispensar 400 pl del Tampon de Incubaciéon en cada tubo,
excepto los de Cuentas Totales. AAadir 50 ul del trazador a cada tubo,
incluyendo las Cuentas Totales. Incubar durante 2 horas a temperatura
ambiente, en un agitador (300-700 RPM). Aspirar el contenido de cada
tubo (excepto los de Cuentas Totales). Asegurarse que la punta de la
pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo con el fin de aspirar todo el
liguido. Lavar los tubos 2 veces con 2 ml de Solucion de lavado vy
aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la adicion de la Solucién
de lavado. Después del lavado, dejar los tubos en posicion vertical
durante 2 minutos y aspirar el liquido restante. Medir la actividad de
cada tubo durante 60 segundos en un Contador Gamma. (DIAsource
ImmunoAssays S.A.)
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CUADROS

Cuadro 1. Composicion de ingredientes (g/kg) y nutrientes calculados de la dieta
basal experimental para pollos de engorda de 1-21 dias de edad.
Ingredientes T
Sorgo 553.0
Pasta de soya 368.0
Carbonato de calcio 19.0
Aceite de soya 29
Fosfato dicélcico 8.7
Cloruro de sodio 4.0
Premezcla vitaminica y mineral® 4.2
DL Metionina (99% pureza) 2.2
L- Lisina HCI (78.5% pureza) 0.9
L Treonina (98.5% pureza) 0.2
Cloruro de colina (60% pureza) 0.8
Nutrimento Anélisis calculado
Proteina cruda (%) 22.0
EM en aves (kcal7kg) 2950
Lisina total (%) 1.25
Met + Cys total (%) 0.90
Treonina total (5) 0.84
Ca (%) 1.00
Total (%) .70
P Disponible (%) 0.45
tAporte por kg de alimento: vitamina A 12 000 Ul; vitamina E 25 UI; vitamina K 2.5mg;
Tiamina 2.0 mg, Riboflavina 5.0 mg; Piridoxina 3.0 mg; Cianocobalamina 20 pg; Biotina
75 20 pg; Acido félico 0.8 mg; Acido nicotinico 30 mg; Pantotenato de calcio 10 mg, Fe
50mg (Sulfato ferroso, Zn 50mg (oxido de zinc), Mn 110 mg (sulfato de manganeso); Cu
12 mg (sulfato de cobre); I 0.30 mg (yodato de potasio), Se 200 pg (selenito de sodio); Co
0.20 mg (sulfato de cobre); Bacitracina de zinc 50mg; Etoxiquin 200mg; Acido propionico
500 mg.




Cuadro 2. Resultados promedio de parametros productivos en 21 dias.

FACTOR T1 T2 T3 T4

Ganancia de peso (g) 673 a 708 a 681 a 700 a
Consumo de alimento (g) 928 a 951 a 990 a 953 a
Conversién alimenticia (g) 1.38a 1.35a 137a 1.35a

Valores con distinta letra son diferentes (P<0.05)
Cuadro 3. Datos obtenidos promedio de larespuesta en pollos de 21 dias de edad.

FACTOR T1 T2 T3 T4
Linfocitos(X10%L ) 3.99a 4.17 a 3.64b 457 a
Eritrocitos(X10°%/L ) 277 a 2.13b 249c 2.01b
Eosindfilos(X10%L ) 0.1808 a 0.2467 a 0.29 a 0.1375b
Monocitos(X10%/L ) 0.8467 a 0.6008 b 0.8450 a 0.6025 b
Proteinas(X10%L ) 37.85a 35.6a 37.45a 36.72a
Hematocrito(X10%L ) 0.3192 a 0.3292 a 0.3225 a 0.3242 a

Trombocitos(X10%L ) 0.319a 0.329 a 0.322 a 0.325a
Heterofilos(X10%L ) 227a 2.79a 2.01b 3.05a
Basofilos(X10%L ) 0.57 a 0.45a 0.58 a 043 a
CD4+(cel/ml) .312a .492ab .505ab .565b
CD8+(cel/ml) .632a .497b .397ab .395ab
1gA(ug) .7231a .9851ab 1.1738ab 1.3262b
IH(Log base 10) 5.77a 6.49ab 6.62ab 7.61b

Valores con distinta letra son diferentes (P<0.05)

Cuadro 4. Resultados promedio de cenizas y resistencia en tibias en pollos de 21 dias de edad.

25(0OH) D3 en
suero (pg/ml)

FACTOR T1 T2 T3 T4
Resistencia de las 24458 a 25054 ab 21564 ab 27949 b

tibias g/cm?

Cenizas % 47.26 a 51.01 ab 52.05 ab 55.71b

Valores con distinta letra son diferentes (P<0.05)
Cuadro 5. Valores de determinacién de 25(0OH) D3 en suero en pollos de 21 dias de edad.
FACTOR T1 T2 T3 T4
2795a 3257ab 4223ab 5223b

Valores con distinta letra son diferentes (P<0.05)
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