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EFECTOS DE LA SOYA CRUDA Y SU LECTINA (SBA) EN EL TUBO DIGESTIVO,
EN LA NUTRICION Y LA PIGMENTACION DEL POLLO DE ENGORDA

RESUMEN

El objetivo del presente studio fue determinar el efecto de la soya cruda integral (SCI)
en la absorcién/digestion en el pollo de engorda y evaluar el papel de su lectina 0
hemaglutinina de soya, (SBA por sus siglas en inglés) en la patogenia del sindrome de transito
rapido (STR) del pollo de engorda. Seis grupos de pollos de engorda fueron alimentados
durante 42 dias, con seis dietas experimentales en las que fue sustituida la proteina de la pasta
de soya desgrasada (PSD) de la dieta basal por porcentajes crecientes entre 0 y 100%, de
proteina de la SCI. Los resultados obtenidos sugieren que la SBA incluida en la SCI puede
jugar un papel en la patogenia del STR ya que la interaccion e incorporacion de la SBA en los
enterocitos estuvo asociada a hiperplasia y displasia del epitelio intestinal evidenciadas por el
incremento progresivo (P<0.001) de mitosis/cripta asi como por atrofia de las vellosidades en
el duodeno e intestino medio. Las microvellosidades de los enterocitos del duodeno, no
presentaron alteraciones ultraestructurales, pero las mitocondrias estuvieron tumefactas y el
reticulo endoplasmico fragmentado y con vacuolas. Las heces en las dietas con 0% y 20% de
proteina de SCI fueron mas acuosas y desmoronadas mientras que las originadas por las dietas con mas
de 40% de proteina de SCI presentaron mas moco. Por cada 20% de proteina de PSD sustituido por
proteina de SCI, la relacion consumo de agua/alimento disminuy6 19% con un efecto cuadratico
(P<0.001). A los 42 dias, la indigestion y mala abasorcién de proteina indujo disminucién
progresiva de la ganancia de peso (P<0.001) hasta ser 50% menor con la dieta 100% de
proteina de SCI. La concentraciéon de acido turico disminuyé 58.2 mmol/l hasta que fue
sustituido el 60% de proteina de PSD. A partir de este percentage de inclusion de proteina de SCI,

el 4cido drico aumentd pero sin rebasar el nivel normal en aves. A medida que el porcentaje de

proteina de SCI en la dieta fue mayor, la cantidad de xantofilas en el suero y el amarillamiento de la
piel, aumenté en forma lineal. El incremento de la absorcién de xantofilas y la disminucién de la
absorcion de proteinas pudo ser causado por las lesiones provocadas por la interaccion de la
SBA con los receptores de las microvellosidades y su incorporacion al citoplasma del epitelio

intestinal.



ABSTRACT
This study was aimed at determining the effect of raw full-fat soybean (RFFS) in the

digestion/absorption of broilers and to evaluate the role of soybean agglutinin (SBA) in the
pathogenesis of the feed passage syndrome of broilers. Six broilers groups were fed with six
experimental diets for 42 days in which the defatted soybean meal (DSM) of the basal diet was
substituted with increasing RFFS protein percentages ranging from 0 to 100%. Results
suggested that SBA included in the RFFS can play a role in the pathogenesis of the feed
passage syndrome in broilers since binding and incorporation of SBA to enterocytes were
associated to hyperplasia and dysplasia of the intestinal epithelium, as suggested by the
progressive increases (P<0.001) of mitosis/crypt in the duodenum and in the mid-intestine, as
well as by intestinal villi atrophy (P<0.001) in the duodenum and the mid-intestine.There were
no ultra structural disorders in duodenal enterocites microvillis, but the mitochondrias were
swelling and fragmented and the reticulum with vacuoles. The most watery and crumbly feces
were observed for the 0% and 20% RFFS diets while the orange mucus was evident only when RFFS
protein inclusion reached more of 40% in the diet. For every 20% of DSM protein substituted by RFFS
protein, the water/food intake ratio decreased 19% with quadratic effect (£<0.001). Indigestion
and malabsorption of proteins induced progressive low weight gain (P<0.001) up to 50% with
100% of RFFS protein in the diet at 42 days. The serum uric acid concentration decreased 58.2
mmol / 1 up to the 60% level of DSM protein substitution. From that point, it increased but did not
exceed the normal level found in birds. Xanthophylls in serum and skin yellowness were
enhanced linearly in the broilers fed 42 days with increasing percentages of RFFS protein in
the diet. Increased xanthophylls absorption and decreased protein absorption can be caused by
pathological changes in the epithelial intestine triggered by SBA binding and incorporation at

the cytoplasme.



L.- INTRODUCCION GENERAL

El objetivo del presente estudio fue determinar si los niveles residuales de la lectina o
hemaglutinina de la soya conocida como SBA (por sus siglas en inglés), presentes en la pasta
de soya desgrasada comercial (PSD), juegan un papel en la patogénesis del padecimiento del
pollo de engorda conocido en Latinoamérica como, sindrome de paso de alimento o Sindrome
de transito rapido (STR) (Reyes y col., 1998; Fehérvari, 1998; Nilipour y Butcher, 1996;
Maenz y col., 1999). Si la SBA provoca en pollos de engorda alteraciones intestinales, ain en
concentraciones pequefias, pudiera jugar algin papel en la patogénesis del STR. El STR es una
enfermedad de los pollos de engorda también conocida como sindrome de enanismo y retraso,
sindrome de mala absorcién y sindrome de pollos palidos entre otros por los signos y lesiones
que la caracterizan pero cuya etiologia no ha sido aiun determinada plenamente (Nilipour y
Butcher, 1996). El STR origina cuantiosas pérdidas economicas para la industria avicola
mundial por provocar baja ganancia de peso, reducida eficiencia de la conversion alimenticia
debido a daiio intestinal que causa indigestion y mala absorcion de proteinas y otros nutrientes
y por cursar con excrecion de excesiva cantidad de liquido que propicia el desarrollo de
coccidiosis (Reyes y col., 1998 y Songserm y col.,, 2000). Los factores antinutricionales de la
soya cruda integral (SCI) en aves, han sido estudiados principalmente con respecto a su efecto
en la ganancia de peso y otros parametros productivos. El efecto perjudicial de la SCI fue
atribuido a las lesiones y alteraciones fisiologicas provocadas en pancreas, por las dos
antitripsinas y no por el de la SBA que contiene la soya. (Coates y Hewitt 1970; Nitsan y
Nir, 1977; Applegarth y col., 1964; Bielorai y col., 1977; Noy y Sklain, 1995).
Definicion de lectinas

Las lectinas son proteinas de origen no inmune capaces de interactuar especifica y

reversiblemente con azicares de glicoconjugados, sin alterar la estructura covalente de
ninguno de los glicosidicos que reconoce (Grant, 1999). Estas proteinas se encuentran en una
gran variedad de semillas y raices de plantas, hongos, bacterias, virus, parasitos, algas
marinas, esponjas, moluscos, huevos de peces, fluidos corporales de invertebrados y de
vertebrados inferiores. En mamiferos, las lectinas intervienen en una gran cantidad de

procesos biolégicos tales como infeccion, identificacion de glicoproteinas de membranas



celular, fertilizacion, metastasis de cancer, crecimiento y dﬁmﬁmién tisular (Loris y col.,
1998; Pusztai, 1991; Van Damme y col., 1998).

En los extractos de gmnos maduros, las lectinas constituyen hasta el 10% del nitrégeno
total (Aeyama y col, 2001). Las lectinas segin su procedencia, poseen caracteristicas
estructurales y de especificidad por carbohidratos en comin; son proteinas que poseen una
estructura terciaria semejante y al menos un dominio para interactuar especificamente con su
receptor sacaridico. Las lectinas no poseen actividad catalitica; interactian mediante enlaces
de hidrégeno, coordinaciones metilicas, interacciones hidrofobicas y fuerzas de Van der
Waals entre otros, con receptores especificos oligosacararidos o glicopéptidos de bacterias,
virus, parasitos, mucina y membranas celulares de animales (Aoyama y col., 2001).

Las lectinas pueden ser agrupadas 5 categorias con base en el tipo de carbohidratos con
los que interactian especificamente; manosa/glucosa (Man/Glc), galactosa/N-acetil-
galactosamina (Gal/GalNAc), N-acetil-glucosamina (GIlcNAc), fucosa y N-acetil-dcido
neuraminico (Pusztai, 1991; Van Damme y col., 1998; Manoj y Suguna, 2001). Son varias
las lectinas que interactiian con un mismo tipo de carbohidrato, sin embargo esta interaccion
es especifica y diferente para cada lectina segiin la secuencia y estructura tridimensional que
presenta cada carbohidrato (Goldstein y col., 1986).

En modelos experimentales ha sido demostrado que diversas lectinas vegetales
interactian especialmente con los carbohidratos que se encuentran en la supericie de las
microvellosidades de los enterocitos (Pusztai, 1991; Vijayan y Chandra, 1999). Algunas
lectinas son polivalentes e interactian con moléculas hidrofobicas tales como adenina y sus
derivados, asi como con citocinas reguladoras del crecimiento de las plantas (Hirsch, 1999).
Debido a su gran especificidad, las lectinas han sido empleadas para caracterizar la estructura
y organizacion de glicoconjugados presentes en la superficie de células normales, e identificar
los cambios que estos sufren durante la diferenciacion y transformacién celular durante la
ontogenia o como resultado de una transformacién maligna (Entzian y col., 1988 y Mody y
col., 1995).

Las lectinas son detectadas generalmente a través de lé actividad hemaglutinante que
presentan (Grant, 1991). Esta propiedad, ha sido considerada como la manifestacion
detectable de la integridad funcional de una lectina. Sin embargo, la hemaglutinacioén es un

fenémeno complejo y muy especifico, que se lleva a cabo solo si las propiedades quimicas y



secuencia de los azucares que constituyen los glicoconjugados de.-l_a membrana plasmatica de
los eritrocitos utilizados, corresponden a los de la lectina. Por ejemplo, la SBA solo aglutina
eritrocitos de conejo y del grupo A de humano (Sharon y col., 1972 y Pusztai y col.,, 1990). A
numerosas lectinas, se les ha reconocido también actividad mitogénica, por lo que han sido
utilizadas como una herramienta til en cultivo de células. La Concanavalina A de Canavalia
ensiformis es la mas ampliamente utilizada con este fin. (Morgan y Darling, 1993; Reyes y
col., 1998; Pusztai, 1991).

Las lectinas son resistentes a la degradacion proteolitica. Baintner (1993) detecté la
lectina de soya en el duodeno de ovinos despues de una hora y en el yeyuno hasta 24 horas
después de haberla ingerido. Asi mismo, Pusztai y col. (1988) pudieron detectar en el
contenido intestinal de ratas, el 90% de la lectina de Phaseolus vulgaris que se les habia
suministrado. Igualmente, Calderén de la Barca y col. (1987) determinaron la actividad
hemaglutinante de la lectina de Amaranthus cruentus en las excretas de rata, lo cual sugiere
que esta lectina aparentemente no sufrié ninguna alteracién en su paso por el tubo digestivo.

Las lectinas son termosensibles. Fasina y col. (1999), seiialaron que la concentracion
de lectina de la PSD disminuye en forma exponencial, a medida que se incrementa el tiempo y
la temperatura de coccién en autoclave, lograndose desnaturalizar mas del 90% de este
compuesto, despues de 5 minutos a 100 °C. El cocimiento recomendado es de 15 libras de
presion por pulgada® de vapor durante 20 a 30 minutos, pero si perdura durante 60 o 90
minutos, el valor proteinico de la harina de soya disminuye por la accién del calor (Balloun y
col., 1953). Petres y col., (1988) reportan que la hemaglutinina del frijol Phaseolus vulgaris
conocida por sus siglas en inglés (PHA), mostré 0.78 % de actividad hemaglutinante tras
haber sido sometida a ebulliciéon durante 60 o 120 minutos, mientras que esta actividad fue de
3.1 cuando este frijol fue sometido a extrucién durante 20 segundos a 180° C o a
calentamiento dieléctrico durantel135 segundos a 115° C de temperatura (Petres y col., 1988;
Bielorai y col., 1977). '

Funcion de las lectinas en las plantas

No han sido especificadas las funciones precisas de las lectinas en las plantas, pero ha
sido sugerido que juegan algin papel importante en su defensa, ante el ataque de bacterias,
hongos y en particular de insectos. Esta propiedad de las lectinas ha empezado a ser explorada
(Gatehouse y col., 1995). Las lectinas estin involucradas también en el desarrollo de las



plantas.  Las leguminosas en particular, producen lectinas éspeciﬁcas que permiten la
adhesion reversible de bacterias homologas del género Rhizobium con las que tienen
interaccion simbidtica. La lectina de la alfalfa por ejemplo, permite la interaccion con los
lipopolisacaridos (LPS) de Shinorhizobium meliloti, pero no con LPS de otras especies de
rhizobia. Asi mismo, la lectina del frijol soya, permite exclusivamente la interaccion
simbidtica con los LPS de Bradirhizobium japonicum (Hirsch, 1999). La m‘aylorfa de las
lectinas vegetales, se encuentran en vacuolas de las paredes celulares e intersticios tisulares de
cada uno de sus d6rganos, de sus granos y principalmente en los pelos del sistema radicular de
la raiz en donde interactua el Rhizobium. De la simbiosis, resulta la nodulacién y la fijacion de
nitrégeno ambiental que regulan el crecimiento de la planta (Hirsch, 1999). Estas moléculas
podrian estar involucradas también en el almacenamiento de proteinas, en la movilizacion de
las reservas de fosforo durante la germinaciéﬁ de las plantas y, en la activacion de la fosfatasa
acida indispensable en muiltiples reacciones bioquimicas durante el crecimiento y el
desarrollo; transferencia de sefiales, regulacién del metabolismo por desfosforilacion de
proteinas y transferencia de energia, liberacion de fosfato inorgamico al medio ambiente a
partir de fosfato organico. (Aeyama y col., 2001).
Efecto de las lectinas en animales

Las lectinas pueden interactuar con la membrana celular de muchos tipos de células en
cultivo por ejemplo linfocitos, células intestinales, adipocitos, células endocrinas y células
tumorales entre otras (Kilpatrick y col., 1986). El efecto de algunas lectinas de vegetales, es
perjudicial para el crecimiento y la salud de los animales que las consumen. Las lectinas de los
frijoles Phaseolus vulgaris y Phaseolus acutifolius, de las semillas de Amaranthus
hipochondriacus, leucocarpus y cruentus y del hongo Agaricus bisporus entre otras, son
consideradas como francamente perjudiciales para las ratas debido a las alteraciones
metabdlicas y lesiones que provocan en el tubo digestivo de estos animales (Sotelo y col.,
1983; Banwell y col., 1988; Calderén de la Barca y col., 1988; Oliveira y col., 1989; Ochoa
y Zenteno, 1990; Pusztai, 1991; Ortiz y col., 1992). En contraste, la interaccion de la lectina
LEL del tomate Lycopersicon esculentum con las vellosidades del intestino, no provoca
efectos nutricionales adversos y por lo contrario tiene la propiedad de inhibir la
transformacion maligna de linfocitos humanos (Kilpatrick y col., 1985 y Kilpatrick y col,
1986). Igualmente, la lectina de ajo, Allium sativum L., ha demostrado ejercer actividad



antitumoral por inducir apoptosis y reducir significativamente el crecimiento y la sintesis de-
DNA de células tumorales de linfoma histiocitico y de leucemia promielocitica de humanos
(Karasaki y col.,, 2001).
Patogenia del efecto de las lectinas

En modelos experimentales, las lectinas interactian no solo con los carbohidratos
especificos de la membrana de las microvellosidades intestinales, sino también con los de
bacterias de la microflora asi como de los elementos del glicocalix (Pusztai, 1991). La
interaccion de la lectina con el epitelio intestinal, destruye las microvellosidades de los
enterocitos; la lectina es incorporada al citoplasma por medio de pinocitosis, las mitocondrias
se hinchan, el reticulo endoplasmico se fragmenta, se generan vacuolas y se forman
estructuras semejantes a lisosomas con citosegresomas; en las células tallo de las criptas de la
mucosa intestinal se incrementa la sintesis de proteina y el proceso de proliferacioén por lo que
resulta hiperplasia de enterocitos y de células caliciformes por lo que, aumenta la sintesis y
excrecion de moco en las heces. A consecuencia de las extensas alteraciones morfoldgicas y
funcionales en todo el epitelio del tubo digestivo pero principalmente en el del intestino se
genera indigestion, mala absorcion de nutrientes y crecimiento deficiente (Sotelo y col., 1983;
Calderdn de la Barca y col., 1988; Oliveira y col., 1989; Ochoa y Zenteno, 1990; Pusztai,
1991; Ortiz y col., 1992).

Sotelo y col. (1983) estudiaron las alteraciones ultra-estructurales del duodeno de ratas
a las que se les administraron 3 ml de un extracto crudo de Phaseolus acutifolius por medio de
sonda por via oral. Estos autores sefialan que al cabo de 7 horas posadministracion, las células
epiteliales absorbentes del duodeno presentaron: destruccion de las microvellosidades,
hinchazén de las mitocondrias, fragmentacion y vacuolizacién del reticulo endoplasmico asi
como incremento en la cantidad de estructuras semejantes a lisosomas con citosegresomas.
Calderoén de la Barca y col. (1988) observaron que el suministro de lectina de Amaranthus
cruentus provocé que las ratas del grupo experimental sufrieran crecimiento corporal
deficiente asociado a atrofia de las vellosidades de la mucosa intestinal, destruccion de las
microvellosidades del epitelio, hiperplasia de las c€lulas caliciformes productoras de moco y
de las células parietales de la mucosa gastrica. Pusztai y col. (1988) consideran que la
hiperplasia epitelial del intestino de ratas inducida por el efecto mitogénico de la lectina PHA
fue ineficaz por no haber incrementado ni la digestion ni la absorcién ya que el peso de las



ratas experimentales fue menor al del grupo testigo. El desarrollo de hiperplasia intestinal fue
corroborado en este caso, por ser mayor el peso del yeyuno e ileon, mayor la cantidad de RNA
y DNA totales, mayor valor d¢ RNA/proteina y menor el de DNA/proteina, en las ratas del
grupo experimental en relacion a las del grupo control.

Algunos tipos de lectinas tras haber sido incorporadas por pinocitosis al citoplasma de
los enterocitos, lo atravesaron incluidas en vesiculas endociticas. Posteriormente, fueron
liberadas posiblemente en el espacio intercelular, y al cabo de una hora, el 5 % de la lectina
ingerida fue encontrada en el torrente sanguineo (Bardocz y col., 1995). Sin embargo, la
cantidad de PHA incorporada a la sangre de ratas convencionales fue mayor que en ratas libres
de patégenos especificos y dependié también, de la especificidad de la lectina (Pusztai, 1991;
Mendez y col, 1998). Estos autores observaron que la Concanavalina A, se adhirié a las
células epiteliales del tubo digestivo de pollos de engorda, posteriomente pasé a la circulacién
sanguinea general e indujo una respuesta inmune sin afectar la produccién de anticuerpos en
contra de Brucella abortus.

La mayoria de las lectinas son antigénicas, por lo que inducen la respuesta inmune
cuando son inyectadas o bien ingeridas por los animales (Pusztai, 1991 y Mendez y col.,
1998). La naturaleza y amplitud de la respuesta inmune ante el consumo prolongado, varia
considerablemente segun el tipo de lectina. Fue observado que ratas alimentadas con dietas
que contenian la lectina PHA; desarrollaron altos titulos de anticuerpos especificos IgG anti-
PHA y que tras exposiciones repetidas desarrollaron una respuesta secundaria contra la
lectina. Los autores infirieron que probablemente el sistema inmune del intestino resulté
incompetente para prevenir la nueva interaccion de la lectina PHA con las microvellosidades
intestinales (Pusztai, 1991). Esta hipétesis pudo ser corroborada seis afios después por Pusztai
y col. (1997) al observar que la evidencia de respuesta secundaria ante SBA fue minima,
mientras que fueron detectados niveles altos de secreci6n de anticuerpos IgA e IgM anti-SBA,

que probablemente redujeron la interaccién de la SBA ante una nueva exposicion.



Caracteristicas generales de la harina de soya (Glycine max)

A pesar de que la harina de soya es rica en proteina, se ha demostrado que cuando se
encuentra cruda, contiene factores antinutricionales que interfieren en el crecimiento y
ganancia de peso de varias especies de animales (Balloun, 1980 y Grant y col, 1988;). Ha
sido comprobado que el valor nutritivo de la harina de soya mejora significativamente si es
cocida en autoclave a 15 libras de presion de vapor durante 20 a 30 minutos (Balloun y col.,
1953; Hull y col., 1968; Latshaw y Claytin, 1976; Mitchell y col., 1972; Wood y col., 1971;
Nitsan y Nir, 1977). ‘

Los factores antinutricionales de la soya cruda son numerosos. Entre los mas
estudiados por su efecto detrimental, son 2 proteasas y la lectina SBA, que son termolabiles
(Balloun, 1980; Coates y Hewitt, 1970, Liener, 1994). La soya contiene otros factores
antinutricionales aunque menos nocivos y que son relativamente termoestables; las saponinas,
factores bociogénicos, raquiticogénicos, alergénicos, quelantes de minerales traza, taninos,
fitoestrégenos, oligosacaridos generadores de flatulencia, fitasas y ureasa (Liener, 1994 y
Monari, 1992). Los inhibidores de las proteasas, son conocidas como el inhibidor de Kunitz
que bloquea solo a la tripsina y el de Bowman-Birk que inhibe tanto a la tripsina como
también a la a-quimotripsina, y que han sido estudiados en poligastricos, en ratas y en aves
(Balloun, 1980; Baintner, 1993; Liener, 1994). Applegarth y col. (1964) seiialaron que en
pollos, el consumo de soya cruda provoca hipertrofia del pancreas y deplecion de zimogeno en
los acinis pancreaticos. La SBA al igual que la de otras leguminosas, es una hemaglutinina
que ha demostrado inhibir el crecimiento de ratas por interferir la absorciéon de nutrientes al
nivel intestinal (Balloun, 1980; Liener, 1994; Grant y col., 1988).

Caracteristicas quimicas y propiedades de la lectina de soya (SBA)

La SBA tiene al igual que todas las lectinas, la propiedad de inducir la hemaglutinacion
de glébulos rojos de conejo y del grupo A de humano; caracteristica por la cual ha sido
detectada en granos, alimentos o excretas. La SBA es una proteina de 110,000 Daltons
compuesta por cuatro unidades de cadenas de polipéptidos con alanina en el extremo amino
terminal. La SBA reconoce el receptor N-acetil-D-galactosamina y galactosa (GalNAc/Gal)
presentes en las microvellosidades del epitelio del intestino delgado de varias especies. (Reyes
ycol, 1998; Loris y col., 1998; Vijayan y col, 1999).



Historia del empleo de la soya
Desde hace aproximadamente 4,000 afios, en los paises orientales la soya ha sido

considerada como fuente valiosa de proteina y de energia en la alimentacion de humanos. Sin
embargo, solo hasta alrededor de 1950, se generalizé en todo el mundo, el empleo de este
frijol en las dietas para aves y otros animales domésticos debido a su composicion quimica, a
su porcentaje de proteina y perfil de aminoécidos, a su alta disponibilidad en la mayoria de los
mercados mundiales y a su bajo costo en relacion al de los productos de origen animal
(Balloun, 1980). Desde entonces han aumentado los estudios con respecto al valor nutritivo, a
la absorcion, la digestibilidad y la disponibilidad de los aminoacidos de la harina de soya,
tanto en aves como en otros animales domésticos (Bielorai y col., 1987 y Quisenberry y col.,
1972).
Productos de soya en el mercado

La calidad de los productos de soya asi como su contenido de proteina y concentracion
de factores antinutricionales varia en funcién de la variedad (genotipo) y de las condiciones de
cultivo de soya, el clima, el estado fisiolégico de la planta y método de procesamiento
(Grieshop y col., 2001). Los productos comerciales del frijol soya para la formulaciéon de
alimento para animales son principalmente: la pasta de soya, la pasta de soya descascarillada,
la soya integral extruida y la soya integral expandida (Hull y col., 1968; Rogler y Carrick,
1964; Mitchell y col., 1972; Latshaw y Claytin, 1976; Miles y Featherston, 1976; Nitsan y
Nir, 1977; Balloun, 1980; Le Lorier, 2000; Navarro, 2001). La harina o pasta de soya
desgrasada es subproducto de la extraccion mecanica de aceite o mediante solventes y que
antes de ser empleada para la formulacién de alimentos para animales, es cocida en seco o en
medio himedo durante 30 minutos, entre 110 y 168° C, al vapor, en seco o por acciéon de
rayos infrarrojos. Contiene 44% de proteina, 0.5% de grasa, 7% de fibra y 12% de humedad
(Balloun, 1980; Rady y col,, 1987; Le-Lerier;2000; Navarro, 2001).
La pasta de soya descascarillada, es también subproducto de la extraccién del aceite para lo
cual el grano es previamente resquebrajado y descascarillado. En estas condiciones la pasta de
soya desgrasada contiene entre 48 y hasta 50% de proteina (dependiendo de la variedad de
soya), 0.5% de grasa, 3.3% de fibra y 12% de humedad (Balloun, 1980 y Parsons y col.,
1992).
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La soya integral extruida en seco o en medio humedo, o Bien., tostada, conocida como
“full-fat soybean”, es uno de los productos mas empleados recientemente en el sector de
alimentos balanceados. Es una preparaciéon rica en energia debido a que conserva todo su
contenido de lipidos. Esta presentacion es elaborada por extrucién, en la que el grano es
sometido a friccion y presion que lo desquebraja y lo cuece por liberarse calor durante este
proceso. Su composicion tipica es de 33 a 40 % de proteina, de 16 a 20% de grasa, de 5 a 6%
de fibra, y de 7 a 12 % de humedad (Wood y col., 1971; Navarro, 2001; Perilla y col., 1997)

El desarrollo de la elaboracion de la soya integral expandida, fue impulsado por la
evolucion constante y necesidades del mercado. Este producto es obtenido por medio de un
expansor que genera mas de 90°C de calor mediante friccion, lo cual provoca la expansion de
los ingredientes e incrementa la solubilidad de la proteina que llega a ser de 92% y asi se
incrementa su valor nutrimental en relacion a los productos de soya hasta ahora conocidos
(Navarro, 2001).

IL- JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Ha sido ampliamente estudiado, el efecto perjudicial de la soya cruda en pollos de
engorda y gallinas de postura. Sin embargo, estas investigaciones fueron enfocadas al efecto
en cuanto a la baja ganancia de peso o produccién debido a las dos antitripsinas, que provocan
indigestién de las proteinas por causar disfuncion, hipertrofia y deplecién de zimégeno en los
ascinis del pancreas (Applegarth y col., 1964; Dal Borgo y col., 1967, Coates y Hewitt,
1970; Latshaw y Claytin, 1976; Bielorai y col., 1977; Nitsan y Nir, 1977; Noy y Sklain,
1995). No han sido referidas las caracteristicas morfolégicas de las excretas, ni las lesiones en
tubo digestivo asociadas a la presencia de la lectina SBA, ni al efecto de esta lectina sobre la
pigmentacién en pollo de engorda que sufre indigestion por consumo de soya cruda.

Son numerosos los factores etiol6gicos de origen ambiental, biol6gico y téxico que se
han visto involucrados en la patogenia del STR. Sin embargo hasta el momento, no ha podido
ser reproducido experimentalmente dicho sindrome de los pollos de engorda, tal cual se
presenta en brotes de campo (Fehervari, 1998 y Lépez y col., 2000). Los miiltiples y variados
signos clinicos apreciados en el curso de este padecimiento han dado origen a numerosas
sinonimias (Fehervari, 1998 y Lépez y col., 2000). Este sindrome ha sido referido en México
como sindrome de transito rapido debido a que en las excretas se aprecian abundantes

particulas de alimento indigesto, entre otros signos (Fehervari, 1998; Reyes, 1998; Lépez y
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col., 2000; Kowenhoven, 1996); sindrome de mala absorcion o sindrome de pollos enanos y
retrasados debido a la deficiencia de la ganancia de peso que se manifiesta por desuniformidad
de peso de las parvadas y desarrollo deficiente de algunos pollos que presentan emplume
retrasado o presencia de abundante plumén en aves mayores de dos semanas de edad (Olsen,
1977). La denominacién de sindrome de pollos palidos es debido a que con frecuencia las
aves desarrollan anemia y no aprovechan las xantofilas que son incluidas en la dieta con
objeto de obtener aves con piel amarilla como lo demandan ciertos mercados como el de
México (Good, 1982 y Hamilton, 1987). Las parvadas que sufren STR presentan
esencialmente: falta de uniformidad del peso, baja del consumo de alimento, incremento de la
conversion alimenticia, disminucién de carne obtenida por término del ciclo econémico y
depreciacion por pigmentacion deficiente. Aunque no es una caracteristica exclusiva de STR,
las excretas tienen la apariencia desmoronada y estin mezcladas con gran cantidad de liquido,
de particulas de alimento indigesto, de uratos y de moco color naranja (Kowenhoven y col.,
1993 y Lépez y col., 2000); también han sido descritas alteraciones como: proventriculitis,
erosiones y tlceras de molleja, enteritis no supurativa y atrofia de pancreas son las lesiones
mas frecuentemente observadas (Reece y col, 1984; Kowenhoven, 1996; Songserm y col.,
2000).

Las pérdidas econémicas asociadas al STR son debidas no solo a la ganancia de peso
deficiente sino también, a enfermedades asociadas a mala absorcion de nutrientes (vitaminas y
minerales) y a enfermedades infecciosas consecuentes a inmunodepresion por la deficiente
absorciéon de proteinas requerida para el desempefio del sistema inmunocompetente
(Kowenhoven y col., 1993). Las pérdidas econdémicas suelen ser aun mayores debido a
mortalidad alta y falta de pigmentacion en los casos en que se desencadena coccidosis,
propiciada por el incremento de la humedad en la cama (Tyczkowski, 1991 y Goodwin,
1997). En 1997 en México, fue reportado que de un total de 900 millones de aves producidas
en el pais, aproximadamente el 40% (360 millones) de los pollos fueron afectados por STR
durante 3 meses de ese afio (Lopez Coello C. Depto. Produccién Animal: aves FM.V.Z.
U.N.A.M.; comunicacion personal, 1998). Siendo que la conversién aumenté de 2.1 a 2.3 (0.2
g/g), cada pollo para alcanzar 2.5 kg de peso, consumié aproximadamente 500g mas de
alimento para lograr el peso indicado, requiriendo 7 dias mas durante el ciclo productivo
(North y col., 1993 y Quintana, 1991). Esto represent6 un consumo de 180 000 Ton mas de
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alimento por afio que, a 2,500 pesos/Ton, repercutié en 450 millones de pesos de pérdida para
la industria avicola.

Hasta el momento no existen evidencias del efecto de la SBA en pollos de engorda. Sin
embargo, es posible que la SBA pudiera provocar alteraciones de los procesos de
digestion/absorcion de nutrientes y de pigmentos en el caso de que se encuentre su receptor
especifico GalNAc/Gal, en las microvellosides de los pollos de engorda (Siglna-Chcmical,' St
Louis, MO, USA y Candy y col., 2003). Resulta relevante el determinar el efecto dosis
respuesta de la SBA y el posible papel que pudiera jugar en el desarrollo de STR, debido a
que en las pastas de soya desgrasada comercial empleadas profusamente como fuente
proteinica en la formulacion de alimentos en la avicultura, persisten residuos variables de SBA

(Maenz y col., 1999).

IIL- HIPOTESIS DEL PROYECTO

La SBA administrada en la dieta de pollos de engorda causa indigestion y absorcion de
- nutrientes deficiente, debido a las lesiones que provoca en los tejidos del tubo digestivo al
interactuar con el receptor GalNAc/Gal presente en el epitelio intestinal. A consecuencia de
estas alteraciones en la nutricién, resulta retraso en el crecimiento, alta conversién y baja
ganancia de peso, pigmentacion cutinea deficiente y emision de excretas acuosas con

particulas de alimento indigestas y moco color naranja.

IV.- OBJETIVOS DEL PROYECTO

1. Evaluar el efecto de la SBA en el tubo digestivo del pollo de engorda, explorando la
presencia de esta lectina en el epitelio intestinal por medio de inmunohistoquimica;
estudiando las lesiones macroscopicas y microscopicas presentes en proventriculo,
molleja, duodeno, intestino medio y pancreas y, llevando a cabo el estudio de las lesiones
en ultraestructuras de enterocitos de duodeno.

- 2. Determinar el efecto patégeno de la soya cruda integral (SCI) en los procesos de digestion

y de absorcion en el pollo.

3. Evaluar el efecto de la SCI en el proceso de pigmentacion cutidnea.
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V.- MATERIALES Y METODOS DEL PROYECTO
Disefio experimental

Fueron empleados pollos Avian Farm x Arbor Acres (n = 180) de un dia de edad, de
36+1 g, de ambos sexos y alimentados con 6 dietas experimentales. Cada dieta fue
administrada a tres grupos de diez pollos (n = 30) que fueron alojados en baterias de jaulas
Petersime durante los 42 dias. Las dietas fueron formuladas a base de sorgo, pasta de soya
desgrasada (PSD) y soya cruda integral (SCI) conforme al método propuesto por Cuca y col.,
1996 y utilizando el programa de NUTRION , version Pro 5.0 (Comt::rcializ,adora de
Software). Todas las dietas fueron isoprotéicas con 22% de proteina cruda en las dietas de
iniciacién para los primeros 21 dias de edad y con 20% de proteina cruda en las dietas de
finalizacién suministradas durante los 21 dias restantes. Para que todas las dietas resultaran
isocaléricas con 3000 Kcal / kg de energia metabolizable, el aceite faltante en la PSD fue
remplazado por aceite de maiz refinado para consumo humano (Cuadros 1 y 2). En cada
dieta experimental, el porcentaje de PSD fue sustituida por porcentajes crecientes de SCI por
lo que, en la del grupo testigo negativo el porcentaje de SCI fue de 0%, en cada dieta
consecutiva el porcentaje de sustitucion fue 20% mayor y en la sexta, el 100% de PSD fue
sustituido por SCI. A las dietas de ﬁlwlizacién, les fue agregado 70 mg/kg de xantofila Hi-
Gold 60 de Industrial Organica S.A. de C.V., Monterrey N.L. México, obtenido de la flor
Tagetes erecta conocida como Marigold o como Cempasichil en México (Cuadro 2).

La PSD fue obtenida de una planta aceitera mexicana en la que la semilla es
descascarillada, molida, sometida a la extraccion de aceite por medio de solventes (hexano) y
el producto resultante fue desolventizado y cocido a vapor entre 80 y 100°C durante 15
minutos. La SCI utilizada fue de variedad mexicana y simplemente molida hasta obtener una
harina que pasara por un tamiz 20 antes de ser integrada a la formula alimenticia.

Alojamiento y manejo

El experimento, fue llevado a cabo en una caseta experimental del Centro de Ensefianza,
Investigacién y Extension en Produccién Avicola de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia UNAM (CEIEPA) en la delegacion Tlahuac del Distrito Federal, México, a 2 250 m
de altitud con temperatura media anual de 18°C, precipitacion total anual concentrada
principalmente en verano varia entre 600 y 1000 mm (LN.E.G.L., 2002). El estudio fue
realizado del 29 de abril al 9 de junio de 1999. A todas las aves les fue proporcionado agua y
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alimento a libre acceso, durante los 3 primeros dias de edad les fue suministrado un
polivitaminico y formula balanceada de minerales (Vitafort —A; Parfarm, S.A., México, D.F.),
disuelto en el agua de bebida y fueron vacunadas unicamente contra la enfermedad de
Newcastle, cepa Lasota, via ocular, a los 10 y 28 dias de edad.
Propiedades de las harinas de soya utilizadas

Fueron determinadas la actividad uredsica de la PSD y de la SCI, asi como la actividad
hemaglutinante y la concentracion de SBA en estas harinas de soya y en las dietas
experimentales, con objeto de asegurar que los productos utilizados eran apropiados par llevar
a cabo el presente estudio. Las cualidades de la PSD pueden variar de una fébrica a otra y de
un lote a otro segun la variedad y la humedad de la soya empleada, el método utilizado para la
extraccién del aceite, los grados de calor y el tiempo sometido a este. La ureasa, enzima que
cataliza la hidrélisis de urea a amonio y CO; y que se encuentra en la soya, no constituye un
factor antinutricional pero es termolabil al igual que las proteasas y la lectina que si son
factores perjudiciales para la nutricion. El grado de inactivacion de la ureasa por medio de
calor es directamente proporcional a la de los factores antinutricionales, por lo que la
determinacién de la actividad ureasica es un indicador confiable de que el proceso de coccion
de la PSD fue adecuado y por consiguiente, de que los factores antinutricionales que contiene,
fueron inactivados (Balloun, 1980). El incremento de pH en soyas crudas varia entre 1.8 a 2.1
mientras que los valores entre 0.1 y 0.3 denotan que la PSD ha sido sometida a un
calentamiento adecuado y un valor menor a 0.1 corresponde a PSD en las que por
sobrecalentamiento, ha disminuido la digestibilidad de los aminoacidos esenciales (lisina,
cistina, histidina y acdo aspartico) y por lo tanto resultan inapropiadas para la buena nutricién
de cualquier especie animal (Tejada, 1992 y Parsons, y col., 1992).
a) Determinacién de la actividad uredsica en PSD y SCI.

La actividad ureasica fue determinada en la PSD y la SCI utilizadas en el presente
estudio por medio del incremento de pH acorde al método de Hayward (1975) y conforme al
protocolo de la A.O.A.C. (1990), antes de ser incluidas en la formulacién de las dietas del
presente estudio.

Los valores de actividad ureasica obtenidos de 0.29 y 2.2 de aumento de pH para la
PSD y la SCI respectivamente utilizadas para la formulacién de las dietas experimentales,
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demuestran que esta enzima estaba inactivada en la primera y activa en la segunda y que por lo
tanto la PSD habia sido adecuadamente cocida (Balloun, 1980 y Tejada, 1992)
b) Obtencién de extractos salinos a partir las dietas y las harinas de soya

Para determinar la actvidad hemaglutinante y la concentracién de SBA por medio de
la prueba de inmunodifusion, fueron obtenidos extractos preparados a partir de la PSD, la SCI
y de cada una de las dietas experimentales, conforme al método descrito por Calderén de la
Barca y col. (1987). Las harinas fueron suspendidas al 10% (p/v) en NaCl 0.15 M. Después
de haber sido agitadas las mezclas durante 2h, fue ajustado el pH a 4 con 4cido acético 4M y
fueron almacenadas a 4°C durante 12 horas. El sobrenadante obtenido por centrifugacion a
3000 rpm durante 15 min, fue congelado a -20°C hasta ser utilizado.
¢) Determinacién de la actividad hemaglutinante de la SBA en la PSD y la SCI

Habiendo utilizado - diluciones dobles seriadas de los extractos salinos y de SBA
purificada (Sigma-Chemical, St Louis, MO, USA) en suspension de eritrocitos de conejo al
1% con PBS pH 7.4 conforme al método descrito por Beard (1989), y habiendo definido el
titulo de la actividad hemaglutinante de la SBA en la PSD y en la SCI, como el reciproco del
factor maximo de dilucién en el que fue visible hemaglutinacién completa, el titulo de
hemaglutinacion del extracto de PSD fue de 1: 3 200, el del SCI de 1: 25 600 y el de la SBA
purificada superior a 1: 204 800.

d) Determinacion de la concentracion de SBA en las dietas experimentales y en las soyas
utilizadas.

La concentracion de lectina presente en las soyas y dietas experimentales fue
determinada por medio de la prueba de Rocket inmuno-electroforesis descrita por Hudson y
Hay (1989) utilizando suero policlonal anti-SBA. El suero policlonal anti-SBA, fue producido
en un conejo hembra adulta Nueva Zelanda de 3.5 kg al que le fue inoculado 3 mg de SBA
(Sigma-Chemical, St Louis, MO, USA) disueltos en 6 ml de PBS y 1:1 de adyuvante de
Freund. La emulsion fue inoculada en 4 ocasiones a intervalos de 7 dias, en el tejido
subcutdaneo de la region dorsal del torax. La coneja fue inmunizada en dos ocasiones mas, a
intervalos de 2 meses. Al cabo de 7 dias de la dltima inoculacion, el titulo de inhibicién de
hemaglutinacion determinado conforme al método B descrito por Beard (1989), fue de
1:32,768. A diluciones doble seriadas de suero del conejo hiperinmunizado, les fue agregado
50 pl de lectina purificada Sigma 1:100 (0.1mg de lectina en 100 ml de PBS pH 7.2), y depués
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de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, les fue agregado una suspension de
globulos rojos de conejo 1%. El titulo de inhibicion de hemagluticiéon fue definido como el
reciproco del factor maximo de dilucion del suero, en el que fue visible la inhibicion completa
de la hemaglutinaciéon. La coneja fue desensibilizada por incision de la médula espinal a
través del agujero magno y sangrado a blanco por decapitacién. El suero fue congelado a -
70°C hasta ser utilizado. El suero obtenido contenia 7.5 g/dl de proteina plasmética, cantidad
de la cual 61.89 % correspondia a albiimina y 15.23 %, 4.40 % y 18.47 % a las fracciones a,
y Y respectivamente.

La prueba de Rocket inmuno-electroforesis, fue realizada en gel de agarosa tris glicina
pH 8.5 al 1% y suero anti-SBA al 2% producido en conejo. La prueba fue validada por 5
diluciones dobles de SBA purificada iniciadas a partir de 1mg/ml de PBS pH 7.2. Acorde a la
curva de calibracion, la distancia de migracién de la SBA disminuy6 (P<0.01) de acuerdo a la
ecuacion Y = -1.6553 + 0.5711 S siendo R*= 0.8023, el contenido de SBA en la PSD y SCI
utilizadas en la formulacién de las dietas fue 884 pg/g de harina y 5658 pg/g respectivamente.
La concentracion de SBA en las dietas experimentales, se incrementé conforme aument6 el
porcentaje de inclusion de SCI. En la dieta testigo 0%, la concentracion de SBA estimada fue
de 756 pg/g, en las dietas experimetales 20%: 1034 pg/g; 40%: 2447 ng/g; 60%: 2747 pg/g;
80%: 3196 pg/g y de 3667 pg/g en la dieta 100%.
Metodologia para el andlisis de resultados

Los pardmetros productivos (consumo de alimento, ganancia de peso e indice de
conversion), la relaciéon de consumo de agua/alimento, los valores séricos de acido urico y de
carotenoides, la pigmentacion cutdnea asi como, los resultados del analisis quimico proximal
de las excretas, el tamafio de las vellosidades y la cantidad de mitosis/cripta en la mucosa del
duodeno e intestino medio, fueron analizados por medio de las pruebas de andlisis de varianza,
de regresion lineal, cuadratica y cibica y, los resultados entre tratamientos fueron comparados
por la prueba de Tukey, incluidas en el programa SAS (1999). El modelo utilizado fue: Y, =
u + Ri+ S+ € siendo y, el efecto de la j-esima observacion aleatoria, asociada del i-esimo
porcentaje de soya (0, 20, 40, 60, 80 y 100%), u la media poblacional, R; el efecto de cada
grupo de aves experimental alimentado con diferentes porcentaje de soya, S; el efecto del

iesimo porcentaje de soyay & el error aleatorio, NID (0, 6°). Los valores de la frecuencia

17



de las lesiones macroscépicas gastrointestinales expresadas en %, fueron transformados a arco

seno raiz cuadrada de la proporcion antes de llevar a cabo el analisis de varianza.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas para iniciacion y finalizacion (g / kg).

Dietas de iniciacion Dietas de finalizacion
0% ' 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Sorgo 9 % 520.2 504.4 509.4 496.6 482.8 468 568.6 508.8 510.9 511.9 515 516.1

Pasta de soya

desgrasada 392 325 240 165 85 0 340 285 220 150 75 0
46%

Soya cruda

integral 38% 0 83 162 260 364 474 0 75 151 234 322 411
Aceitedemaiz 40 40 41 31 21 11 49 8 76 62 47 32

Ingredientes

Fosfato 21 21 21 21 21 21 16 16 16 16 16 16
dicalcico

Carbonatode .o 15 15 15 15 15 15 15 15 15 14 14
calcio

Sal 1odada

(NaCl) 4 38 38 38 38 38 4 4 4 4 4 4

Mezclade 5 55 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
vitaminas
Mezcla de
minerales >
DL-Metionina ,, 5,5, 55 2 18 16 2 18 17 17 16 15
98 %

Llisina HCI 0.5 05 05 05 05 05 02 02 02 02 02 02

Propionatode s 65 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
Calcio

Clorurode 5 5 05 05 05 05 06 06 06 06 06 06
colina 60 %
Bacitracina de
Zinc *
Antioxidante
BHT

ifnag;l‘zg)“;‘s o 0o o0 0 O 0 70 7 70 70 70 70

! Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales de iniciacion suministradas de 0 a 21 dias de edad y de finalizacion de 22 a 42
dias de edad. > Mezcla de vitaminas constituida por: retinol 3-6 mg, colecalciferol 75ug, o-
tocoferol 20 mg, menadiona 2 mg, riboflavina 10 mg, tiamina 4 mg, acido nicotinico 70 mg,
acido pantotenico 16 mg, biotina 200 pg, piridoxina 5 mg, cianocobalamina 20 pg, dcido
folico 2 mg. * Mezcla de minerales constituida por: Cu 3 mg, I 0.4 mg, Fe 80 mg, Mn 110 mg,
Zn90 mg. * Albac, Apothekermes Laboratoriumas, Oslo, Norway. ° Pigmento Hi-Gold 60.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05

01 01 01 01 0.1 0.1 01 01 01 01 01 0.1
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Cuadro 2. Andlisis calculado de nutrientes principales (g/kg) en las dietas para iniciacion y
finalizacion.

Dietas de iniciacién Dietas de finalizacién
0% ' 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

i’;%t;"“a"mda 220 220 220 220 220 220 200 200 200 200 200 200

Crasn wrils 60 61 8 93 101 110 70 120 120 120 120 120

Calcio 10 10 10 10 10 10 11 9 9 8 8 8
Fésforo 5 5 5 5 5 5 4 4 4 4 4 4
disponoble

EM Kcal/kg 3000 3000 3000 30003000 3000 3000 3000 300030003000 3000

Metionina+ o o o 9 9 o9 g 8§ 8 8 8 8
cistina

Lisina 2 13 13 12 14 12 12 11 12 12 12 13
Acido linoléico 2.2 234 3.89 401 439 484 268 553 5.50 548 545 5.42

zfnalg‘;k“gasz O 0 0 0 0 ©0 70 70 70 70 70 170
Na 18 18 17 18 18 18 18 18 18 18 18 18
Cl 36 30 28 29 30 31 34 31 31 31 31 30
K 96 96 92 94 95 96 98 96 94 92 90 87
Treonina 85 84 83 87 90 94 74 76 78 80 82 85
Triptofano 28 33 32 34 35 37 28 30 31 32 32 33
Atginina 141 145 155 162 169 178 138 133 13.8 145 151 15.8

! Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales de iniciacion suministradas de 0 a 21 dias de edad y de finalizacion de 22 a 42
dias de edad.

? Pigmento Hi-Gold 60.
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VI.- EFECTO DE LA SCI Y DE LA SBA QUE ESTA CONTIENE, EN LOS TEJIDOS
DEL TUBO DIGESTIVO DEL POLLO DE ENGORDA. |

INTRODUCCION

En la industria avicola no es utiliz.::lda la SCI en la formulacién de dietas debido a que provoca
conversion alimenticia deficiente, indigestion de proteinas y disfuncion pancreatica al igual que otras
leguminosas crudas (Coates y Hewitt, 1970; Putsztai, 1991; Bielorai y losif, 1987). Las lectinas
han demostrado ser en parte responsables de las alteraciones metabolicas antes sefialadas,
debido a que interactuan con los glicoconjugados de la membrana y del glicocalix que recubre las
vellosidades del epitelio del tubo digestivo de ratas. En seguida, las lectinas son incorporadas al
citoplasma celular, provocando desorganizacion y ruptura de las microvellosidades,
alteraciones ultraestructurales y funcionales, atrofia de las vellosidades, sintesis excesiva de
moco asi como, hiperplasia epitelial definida como proliferacion celular excesiva de la mucosa
intestinal y de las células parietales gastricas de ratas. (Calderén de la Barca y col., 1988;
Greer y col., 1985, Putsztai y col., 1988, Ortiz y col., 1992; Seotelo y col., 1983; Fang y col.,
1993; Grant, 1999). El intestino de ratas, pesé mas del doble al cabo de 7 dias de consumir
entre 30 y 60 mg de lectina PHA purificada. El mayor crecimiento del peso del intestino
estuvo relacionado con hiperplasia de las células tallo de las criptas e hipertrofia definida
como el aumento de tamafio de las células del epitelio de las vellosidades (Pusztai, 1991 y
Bardocz y col, 1995). El aumento del crecimiento del intestino y del pancreas inducido por la
lectina PHA o por la SBA, se debié a que ambas lectinas estimularon a las células
neuroenddcrinas del intestino con incremento de la cantidad de colecistoquinina (CCK)
(Herzig y col, 1997) por lo que, Grant (1999) propuso que, probablemente también inducian
la secrecion de otras hormonas sintetizadas por estas mismas células que intervenian en la
proliferacién celular y crecimiento del intestino. La CCK en mamiferos es un importante
regulador de las funciones gastrointestinales; contraccion de la vesicula biliar, secrecién y
crecimiento del pancreas, vaciamiento del estomago, y saciedad (Jordinson y col.,, 1997). En
aves la CCK y la secretina se originan en la primera porcion del intestino. La CCK es
agonista de la gastrina y junto con la secretina estimulan la secrecién tanto de H' como de

pepsina a diferencia de su funcién en mamiferos (Duke, 1986; Martinez y col., 1993).
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Se desconoce el mecanismo por medio del cual las lectinas provocan hiperplasia. Sin
embargo, Pusztai y col. (1988); Grant y col. (1990)y Bardocz y col. (1995) observaron que a
la vez que se gener6 hiperplasia del epitelio intestinal, aument$ el peso del intestino, el
contenido de DNA/ RNA, la conceptracién de poliaminas asi como de las enzimas
estimulantes e inhibidoras de la proliferacion de las células tallo en las criptas.

La hiperplasia en la mucosa intestinal, es producida por alteraciones fisiopatolégicas
del epitelio y no solo por efecto de lectinas incluidas en la dieta. Fisiologicamente, el epitelio
que recubre las vellosidades de la mucosa intestinal es constantemente renovado a partir de la
proliferacion continua de las células tallo ubicadas en las criptas de Lieberkiihn. Las células
tallo de las criptas de Lieberkiihn, son las células madres que, por medio del proceso de
diferenciacién dan originan a todos los tipos celulares del epitelio de las vellosidades
intestinales ya sean enterocitos, células caliciformes, células enterocromafines o las de Paneth
(Bjerknes y Cheng, 1999). Las células recién generadas en las criptas desplazan a las
formadas anteriormente de manera que se desarrolla un flujo celular a lo largo de las
vellosidades, desde las criptas, hacia el vértice de la vellosidad. A medida que son empujadas
las células, estas se diferencian, maduran a nivel de las criptas de Lieberki.ihn, cumplen su
funcion durante su migracion hasta llegar al extremo libre de la vellosidad en donde
finalmente se degeneran, sufren necrosis y se descaman (Bjerknes y Cheng, 1999). El
reemplazo fisiologico del epitelio del tubo digestivo, resulta de la accion de multiples factores
mitogénicos tales como hormonas secretadas por las células de Paneth, factores de crecimiento
y pricipalmente, poliaminas procedentes de la sangre, de los alimentos por descomposicion
bacterina de las proteinas de origen animal o bien, de los enterocitos que las sintetizan de novo
(Pusztai, 1991 y Bardocz y col, 1995). La concurrencia del incremento de poliaminas y de
hiperplasia en las criptas de Lieberkiihn por el efecto de lectinas, ha sido evidenciada en ratas
pero no en aves (Pusztai, 1991 y Grant y col., 1990). Sin embargo, se desconoce la
interrelacion bioquimica entre las lectinas y las poliaminas.

Las poliaminas son sintetizadas en los enterocitos, a pesar de que estas son células
maduras y que ya no se reproducen (Jhonson y col., 1995). La espermidina y la espermita, son
las poliaminas principalmente involucradas en la regulacion de la expresion de genes,
crecimiento, proliferacion, diferenciacion, transformacién tumoral y apoptosis celular (Heby,

1981; Tabor y Tabor, 1984; Thomas y Thomas, 2001; Netarnicola, y col., 2003). La
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putresina precursor de estas dos poliaminas, es producto de la decarboxilacién de la ornitina
por medio de la ornitin decarboxilasa (ODC). La ornitina puede provenir del plasma, de la
dieta, del ciclo de la urea o bien formarse a partir de la arginina. La putresina da origen a la
espermidina y esta a su vez a la espermina con la intervencion de la S-adenosil-metionina
decarboxilasa (AdoMetDC) (Morgan y Darling, 1993). La espermidina/esparmina N'-
acetiltransferasa (SSAT) es la enzima que degrada las poliaminas en el caso de que se
encuentren en exceso en el citoplasma celular. La sintesis de las enzimas ODC, AdoMetDC y
SSAT est4 sujeta al control del proceso de retroalimentacion regida por la concentracion de
poliaminas intracelulares y por su degradacion por la antienzima 26S proteosoma mediante el
gasto de gran cantidad de energia mediada por ATP (Coffino, 2001 y Suzuki y col., 1994).

La incorporacion de poliaminas exdgenas es generalmente poca pero se incrementa por
el estimulo del factor de crecimiento, de hormonas y por bajos niveles de poliaminas
intracelulares. La incorporacion de poliaminas esta mediada por consumo de gran cantidad de
energia, es dependiente de calor y de Na" activado. Fueron incorporadas grandes cantidades de
poliamias exdgenas en células tratadas con a-difluorometilornitina que es un potente farmaco
inhibidor de la ODC y por consiguiente de la biosintesis de poliamina (Morgan y col., 1999).

A nivel ultraestuctural la lectina de P. acutifolius provocd en ratas, destrucciéon y
desorganizacién extensa de las microvellosidades de los enterocitos, ruptura del reticulo
endoplasmico rugoso principalmente y tumefaccioén de las mitocondrias que mostraron matriz
palida y distribucion circular de las crestas asi como incremento en la cantidad de estructuras
semejantes a lisosomas con citosegresomas (Sotelo y col., 1983). No han sido documentadas
las alteraciones tisulares asociadas a la incorporacion de la SBA a las células epiteliales del
intestino de aves. De ahi que, el propésito fue determinar las lesiones gastroiﬁtestinalcs que
desarrollan particularmente los pollos de engorda en presencia de SBA interactuando con el
epitelio intestinal como fue demostrado por inmunohistoquimica en el estudio descrito en el

capitulo VII del presente documento.
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HIPOTESIS
La SBA de la SCI incluida en la dieta de pollos de engorda, provoca atrofia de las

vellosidades, hiperplasia de las células epiteliales en intestino y lesiones en los tejidos del tubo
digestivo del pollo de engorda.

OBJETIVOS
Sefialar las lesiones macroscopicas, histologicas y ultraestructurales en los tejidos del

tubo digestivo del pollo de engorda, asociadas a la presencia de SBA en el epitelio intestinal.
Comparar entre tratamientos, la cantidad de mitosis en las criptas de Lieberkiihn, y el

largo de las vellosidades en duodeno y en intestino medio.

MATERIAL Y METODOS
Histologia

A los 42 dias de edad, se llevé a cabo la necropsia de 9 aves por tratamiento con 0, 20,
40, 60, 80 y 100% de SCI después de haber sido desensibilizados y sacrificados por medio de
descarga eléctrica en la mucosa de la cavidad oral y de la cloaca. Despues de haber sido
registradas las lesiones macroscopicas observadas en el tubo digestivo, para el estudio
histolégico, fueron obtenidas muestras transversales de cada pollo de un cm de ancho a partir
de la porcién media del proventriculo, de un cm de largo del tercio medio de las dos ramas del
asa duodenal junto con pancreas y de intestino medio al nivel del diverticulo de Mekel. Las
muestras fueron fijadas en formalina al 10% durante 24 horas, procesadas y embebidas en
parafina (Paraplast X-TRA Oxford Labware, St. Louis, MO, U.S.A., de fusién entre 50 and
54° C), seccionadas en cortes de 3-4 pm de espesor y tefiidas con hematoxilina y eosina,
conforme al método de rutina convencional (Luna, 1968).

La evaluacion de la severidad de las lesiones microscopicas fue llevada a cabo
conforme a los criterios sefialados en los Cuadros 3, 4 y 5. La medicion del largo de las
vellosidades y la evaluacién de la hiperplasia epitelial por conteo de mitosis por cripta de
Lieberkiihn, fueron realizadas con un microscopio foténico (Leica, modelo Gallen III,
aleman). El estudio morfométrico de las vellosidades, fue realizado con una lente reticulada
con 20 cuadros por lado, que fue colocada en el ocular 10X. Por medio de un micrometro de
platina, cada subdivisién del reticulo midié 185.7um por lado, con el objetivo 4X, 75um con
el objetivo 10X. Las vellosidades de duodeno fueron medidas con el objetivo 4X y las de
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intestino medio con el de 10X para incluir en cada caso, la totalidad de las vellosidades en el
area del reticulo. Fueron medidas 10 vellosidades de 9 pollos por dieta experimental, eligiendo
solo las vellosidades que estaban rectas y que presentaban la descamacion caracteristica en el
épice, lo cual aseguraba que habian sido cortadas completas. Para evaluar la hiperplasia
epitelial fueron contadas las mitosis de 10 criptas de Lieberkiihn (mitosis / cripta) de 9 pollos
por tratamiento. Fueron consideradas todas aquellas células, cuyo nucleo presentaba la
morfologia de las diferentes fases de la mitosis incluso la citocinesis, que fue contada como
una unidad (Paniagua y col., 2003 y Dellmann, 1993). Solo fueron contadas las mitosis
incluidas en el cainpo 6ptico del objetivo 100X, colocando el borde inferior de la cripta sobre
el perimetro del campo Optico y eligiendo solo las criptas cortadas longitudinalmente.

Microscopia electronica

Inmediatamente después de haber sido sacrificadas las aves, fueron tomados para la

3 abarcando toda la pared del asa ascendente del

microscopia electrénica, 3 trozos de 3 mm
duodeno de 3 aves de los tratamientos 0 % SCI y 100 % SCI, en el area adyacente inmediata
de donde fueron tomadas las muestras para histologia.
Las muestras obtenidas fueron rapidamente cortadas en pequefios fragmentos, fijadas en una
solucion al 2.3% de glutaraldehido en buffer de cacodilato 0.2M, pH 7.2, postfijadas en
tetradxido de osmio al 1 %, deshidratadas con concentraciones crecientes de soluciones de
etanol, enjuagadas en 6xido de propileno e infiltradas y embebidas en araldita (Mayer, 1988 y
Hayat, 1986). Se obtuvieron cortes semifinos de 1 um de espesor, que fueron tefiidos con azul
de toluidina y examinados con el microscopio foténico para seleccionar las areas de interés
para cortes finos. Los cortes finos fueron tefiidos con acetato de uranilo, posteriormente con
citrato de plomo y estudiados en un microscopio electrénico de tranmision (Zeiss, modelo EM
900 aleman) de la Fac. Med. Vet y Zoot. UNAM.
Anadlisis estadistico

Los porcentajes de presentacion de lesiones macroscopicas gastrointestinales fueron
inicialmente transformados a la proporcién arcoseno raiz cuadrada de la prbporcién y
evaluadas por analisis de varianza incluido en el programa SAS (1999).

Fue calculado el promedio de severidad de cada lesion en cada tratamiento y los
valores del promedio de la severidad total de todas las lesiones observadas en cada

tratamiento, fueron analizados y comparados por medio de las pruebas de Kruskal Wallis y
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Wilcoxon. La comparacién entre medias del largo de las vellosidades y las mitosis / cripta, fue
llevada a cabo por la prueba de andlisis de varianza y por la prueba de Tukey. El analisis de
regresion para el largo de vellosidades y cuantificacion de mitosis / cripta fue obtenido por el
método de cuadrados minimos y por correlacion linear de Pearson incluidos en el programa
SAS (1999). El modelo utilizado fue: Y; = g +R; + S; + £ ), siendo Y} el efecto de la j-esima
observacién aleatoria de cada parametro asociado al i-esimo porcentaje de soya (0, 20, 40, 60,
80 y 100%); u la media poblacional; R; el efecto de cada grupo experimental de aves
alimentadas con porcentaje diferente de soya; S; el efecto del iésimo porcentaje de soyay &

el error aleatorio, NID (o, 6?).

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis de proventriculo y molleja

En la mucosa del proventriculo fue observado ausencia de papilas y quistes en la capa
glandular como se indica en el Cuadro 6. (Fig 1). Las papilas o prominencias crateriforme
obeservables macroscépicamente, en la mucosa del proventriculo corresponden a los meatos
de las glandulas gastricas lobulares secretoras del jugo gastrico que se encuentran en la capa
subyacente (Hodges, 1974 y McLelland, 1979). La ausencia de papilas sugiere engrosamiento
de la mucosa ya que, en comparacion con la imagen microscopica de la mucosa normal (Fig.
2), la ausencia de papilas se vid asociada a atrofia de la mucosa, hiperplasia del epitelio
columnar que recubre las glandulas tubulares de la mucosa del proventriculo, a infiltracién de
exudado seroso, de linfocitos y de granulocitos (heteréfilos) (Fig. 3 y 4) propia de la
inflamacion y a la formacion de nodulos linfoides que hace parte de la respuesta inmune
(Cuadro 7) (Cheville, 1999 y Riddell, 1996). Las glandulas proventriculares quisticas
observadas durante la necropsia unicamente en los tratamentos 0% y 20% de SCI como es
sefialado en el Cuadro 6, pudieron haberse originado por colapso de los meatos glandulares a
causa de la hiperplasia del epitelio de la mucosa y por la presion ejercida por el exudado
inflamatorio circundante (Fig.4). A su vez, la obstruccién de los meatos glandulares, pudo
haber provocado dilatacioén de las cisternas colectoras y atrofia del parénquima glandular por

acumulo del jugo gastrico.
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En el Cuadro 6 se observa que la dilatacion del proventriculo y de la molleja asi
como, la presencia de particulas de alimento en el contenido duodenal, fueron observadas
simultaneamente en todos los tratamientos. Las aves no poseen un verdadero esfinter pilérico
como los mamiferos. Por lo que, el quimo producto de la digestién en proventriculo y molleja,
se filtra hacia el duodeno a través de un conducto estrecho, en el que se encuentran repliegues
de la capa queratinosa de la molleja que normalmente, no permite el paso de particulas de
alimento atn indigestas (Fig. 5) (Siegel y col., 1982 y McLelland, 1979). La posible razén por
la cual fueron encontradas particulas de alimento aun indigestas en la luz del duodeno e
intestino medio, es que la coneccién entre la molleja y el duodeno haya sufrido una dilatacion
imperceptible que no fue apreciada macroscopicamente.

No fueron apreciadas diferencias, en cuanto a queratolisis difusa o en el limite entre
istmo y molleja y a tilceras dispersas o en el limite géstrico de la molleja que midieron entre
2mm y 10 mm (Fig. 6). Estas lesiones gastricas son frecuentemente observadas, sin embargo
no ha sido esclarecida su etiologia ni su patogenia. Han sido implicados como responsables
del desarrollo de estas lesiones; el estrés, anticoccidianos, acidos grasos, antioxidantes, sulfato
de cobre, 6xido de zinc y micotoxinas entre otros (Grabarevic y col., 1993 y Huff y col,
1997). Las lesiones gastricas mas severas observadas en aves, han estado asociadas a
intoxicaciones por aminas biogénicas: putresina, cadaverina, mollerosina, histamina producto
de la degradacion bacteriana de aminoécidos en dietas formuladas con harinas de pescado o de
carne mal conservadas (Harry y col, 1975; Rosselot y col, 1995; Bermudez y Firman,
1998).

Las aves de los seis tratamientos experimentales, presentaron metaplasia definida
como sustitucién de un tipo de células maduras por otro de la misma estirpe embrionaria de las
células principales secretoras de pepsina y HCI del proventriculo, que fueron sustituidas por
células columnares de recubrimiento que normalmente tapizan las cisternas colectoras de las
glandulas proventriculares como se indica en el Cuadro 7 En el estroma intersticial adyacente
a la metaplasia epitelial, fue observada infiltracién de células linfoides de tamafio y morfologia
heterogénea. Tanto la metaplasia como la infiltracién linfoide semejantes a las observadas en
el presente estudio, han sido asociadas a “Proventriculitis viral transmisible” de etiologia ain
no determinada, en la que han sido involucrados agentes virales (adenovirus, poliomavirus y

reovirus) (Goodwin y Hafner, 1997). En el presente estudio no fue descartada la presencia de
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dichos virus, ni el posible efecto de poliaminas y tampoco fue comprobada la interaccion de la
SBA con las estructuras tisulares de los 6rganos gastricos del pollo de engorda. La severidad
de todas las lesiones microscopicas observadas, resulté ser variable y no se increment6 en
forma lineal a medida que fue mayor la inclusion de SCI en la dieta. Esto pudiera deberse, a la
individualidad de la respuesta organica de cada sujeto ante los diversos agentes y factores
patogenos. Sin embargo, la severidad del dafio total en el proventriculo constituida por la suma
de las lesiones evaluadas, se vié incrementada a medida que aumenté % de SCI en la dieta
como puede ser observado en el Cuadro 7.

Andlisis de duodeno e intestino medio

En presencia de SBA en el citoplasma de los enterocitos, el efecto mitogénico de la
SBA que induce a hiperplasia fue comprobado al verse incrementada (P<0.001) en duodeno,
6.8 la cantidad de mitosis por cripta conforme a la ecuacién Y = 19.91+0.34 S siendo R%=
0.5876 y en intestino medio, 1.3 mitosis por cripta conforme a la ecuaciéon Y = 15.58 +
0.065 S siendo R*=0.0981 (Cuadros 11 y 12). Este incremento de mitosis a medida que fue
mayor la inclusién de SCI en la dieta, prueba que la SBA tiene el mismo efecto patégeno para
las aves que el sefialado en ratas con otros tipos de lectina (Sotelo y col,, 1983; Grant y col.,
1987; Calderon de la Barca y col., 1988; Pusztai, 1991).

Al andlisis histologico se aprecié que la hiperplasia epitelial provocéd repliegues del
epitelio confiriendo a las vellosidades, el aspecto de ramas de helecho (Fig. 7). Como puede
ser observado en la Fig. 8, en las protuberancias del epitelio, fueron observadas numerosas
células sobrepuestas resultantes probablemente, por el estimulo proliferativo excesivo a causa
del efecto aditivo de las poliaminas inducidas por SBA Pusztai y col. (1988); Grant y col.
(1990) y Bardocz y col. (1995) y de las sintetizadas fisiol6gicamente por ODC y AdoMetDC
(Morgan y Darling, 1993). En cambio, en las depresiones del cordén epitelial, las células
fueron escasas debido probablemente, al efecto inhibidor compensatorio de la
espermidina/esparmina N'-acetiltransferasa (SSAT), enzima que destruye las poliaminas y de
la 26S proteasa que interfiere con la sintesis de ODC y AdoMetDC (Coffino, 2001; Suzuki y
col., 1994). El epitelio de la vellosidad, se muestra rectilineo con una sola hilera de células
cuboidales cuando los procesos anabélicos y catabélicos se llevan a cabo en forma arménica
(Hodges, 1974 y McLelland, 1979).
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En el presente estudio, aunque el incremento de mitosis por cripta fue lineal, en la
histopatologia el aspecto de helecho (hiperplasia), fue apreciado solo con concentraciones de
SBA en la dieta de entre 884 pg/g y 2 747 ng/g es decir en los tratamientos 0%, 20%, 40% y
60%. En cambio, en los tratamientos 80% y 100% en los que la concentracién de SBA fue de
3196 pg/g y 3 667 pg/g, el aspecto de helecho desaparecio casi por completo y la hiperplasia
fue sustituida por displasia en todo el epitelio incluso en el apice de las vellosidades, en donde
no se present6 la descamacion celular fisiologica (Fig. 9, 10, 11,12). La displasia en estos dos
tratamientos, se caracterizO por sobreposicion desordenada de numerosas células con
incremento en la relacién nucleo citoplasma, nicleos ovales o redondos de tamaifio variable
pero en ocasiones enormes, cromatina dispérsa e hipercromatica y con uno o dos nucleolos
grandes muy aparentes (Jomes y col, 1997 y Cheville, 1999) (Fig. 13). La displasia es
producto de proliferacion celular atipica e irregular por lo que las células pierden la
orientacién normal, se altera su tamarfio, forma, volumen y apetencia tintérea de sus nucleos.
Se considera que esta lesion es reversible pero en ciertos casos, ha sido apreciada como
precursoras de procesos neoplasicos (Jones y col.,. 1983 y Cheville, 1999).

La desaparicion del aspecto de helecho de las vellosidades sugiere, que el estimulo
mitogénico en concentraciones mayores a 3 000 pg/g de SBA en la dieta provoc un estimulo
tan pronunciado que no fue controlado por los procesos antagbénicos que mantienen la
homeostasis de la proliferacion celular. La presencia de displasia en estas circunstancias, es
explicable debido al posible papel que han demostrado jugar las concentraciones elevadas de
poliaminas en el desarrollo de tumores y su transformaci6n a fenotipos malignos (Notarnicola
y col., 2003)

Fue observado ademas que el tamafio de las vellosidades en duodeno diminuyé 105.4
um conforme a la ecuacién Y = 2064.35 — 5.27 § + 0.04 S ? siendo R = 0.0632 mientras que
en intestino disminuyé 53.2 pm conforme a la ecuacién Y = 1063.45 — 2.66 S siendo R? =
0.2054 (Cuadros 11 y 12).

Esta atrofia de las vellosidades cada vez mayor, a medida que se incrementé la
concentracion de SBA en la dieta coincide con el efecto de otras lectinas observado en ratas
con esta o con otros tipos de lectina (Sotelo y col., 1983; Grant y col., 1987; Calderon de la
Barca y col., 1988; Pusztai, 1991). No ha sido explicado ain, por qué el consumo de lectinas

provoca atrofia de las vellosidades a pesar de que induzca a la vez, hiperplasia del epitelio.
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Estos dos procesos parecen contradictorios. Al igual que en la histologia de proventriculo, la
severidad de las demas lesiones microscdpicas evaluadas en duodeno intestino, resultd ser
variable y no se increment6 en forma lineal a medida que fue mayor la inclusién de SCI en la
dieta. Esto pudiera deberse a la individualidad de la respuesta organica de cada sujeto ante los
diversos agentes y factores patégenos (Cuadros 8, 9 y 10).
Microscopia electronica de duodeno
Con miscroscopia electronica, fue observada hinchazén de las mitocondrias,

fragmentacién y degeneracion vacuolar del reticulo endopldsmico pero no se apreci6 ruptura
ni desorganizacién de las microvellosidades salvo en el apice de las vellosidades tal como ha
sido sefialado (Sotelo y col., 1983 y Pusztai, 1991;) (Fig. 14, 15, 16, y 17). La descamacion
epitelial en el apice de las vellosidades intestinal es normal y resulta de la citocinesis celular
(Humphrey y Turk, 1974; Bjerknes y Cheng, 1999). La ausencia de alteraciones en las
microvellosidades que ha sido observada en ratas por efecto de una gran variedad de lectinas
(Sotelo y col.,, 1983 y Pusztai, 1991) pudo deberse al grado de toxicidad de la SBA de la
variedad de soya utilizada. King y col,, (1980) y King y col., (1981) observaron que la
variedad “Processor” de Phaseolus vulgaris provocd ruptura y desorganizaciéon de las
microvellosidades en toda la superficie de las vellosidades salvo a nivel de las criptas en
intestino de ratas, mientras que, la variedad “Pinto III” que result6 menos perjudicial no
provoco ninguna alteracién. Hart y col., (1988) encontraron que las lectinas que interactuaron
especificamente con galactosa, glucosa, manosa y N-acetilgalactosamina no tuvieron efecto
sobre las microvellosiadades. La hinchazén de las mitocondrias con lisis de la matriz y de las
crestas y de presencia de granulos electrodensos, denota dafio con la consecuente incapacidad
para producir ATP (Cheville, 1994). Los granulos electrodensos en las mitocondrias que son
menos frecuentes en aves que en mamiferos (Humphrey y Turk, 1974), corresponden a
particulas de calcio secuestradas a consecuencia de un desequilibrio de Ca™ (Cheville, 1994).
Pdncreas

La hipertrofia nodular, parénquima blanco y aspecto punteado del parénquima del
pancreas, fue evidente a partir del tratamiento con 60% SCI que contenia 2747 pg de SBA por
gramo de alimento (p<0.01). Sin embargo, esta lesién fue observada sélo en una ave en los
tratamientos 60% y 80% SCI y en seis aves del tratamiento 100% SCI (Cuadro 6) (Fig.18). El
color blanco y el aspecto punteado del pancreas, no han sido reportados. En el presente
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trabajo, estas lesiones fueron observadas intimamente relacionadas con la hipertr6fia nodular
del parénquima.

La hipertrofia del pancreas ha sido atribuida al efecto de los factores antitripsicos y no al
de la SBA (Applegarth y col, 1964; Balloun, 1980; Monari, 1992). Sin embargo, la
concentracion elevada de poliaminas debido al efecto de la SBA, podria estar también
implicada en el crecimiento del pancreas. En otros modelos experimentales, solo el 10% de las
poliaminas exdgenas administradas por via oral permanecieron en el tejido intestinal. La
mayor parte de las poliaminas suministradas, desaparecieron del intestino al cabo de la
primera hora y fueron distribuidas en los demas tejidos del cuerpo. El crecimiento del
pancreas debido a las lectinas estuvo intimamente relacionado con el metabolismo e
incremento de la concentracion de poliaminas y con la liberaciéon de CCK que estas inducen a
nivel intestinal. Por lo que, el proceso bioquimico del crecimiento del pancreas mediado por
lectinas, parece ser en parte diferente al provocado por los inhibidores de la tripsina de la soya
aunque en este ultimo también esté involucrada la CCK (Pusztai, 1991; Pusztai y Bardocz,
1996).

La extencion de las areas en las que fue observado la ausencia de granulos de
zimégeno en la luz de los acinis, se incrementé (P<0.05) a medida que aument6 el % de
inclusion de SCI mientras que, la degeneracién vacuolar se present6 en todos los tratamientos
con severidad semejante, como puede ser observado en el Cuadro 13. Estos resultados,
coinciden con los obtenidos por Applegarth y col. (1964) en aves Leghorn alimentadas con
SCI. Las éareas de degeneracion y necrosis del epitelio exocrino sin reacci6n inflamatoria, a
partir de 60% de inclusién de SCI, no han sido referidas en relacién con el efecto del consumo
de SCI, pero si ha sido observada por deficiencia de selenio en aves que desarrollaron
“Sindrome de mala absorcion” (Sinclair y col., 1984).
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CONCLUSIONES

1. La inclusion de porcentajes crecientes de SCI en la dieta, no se vi6 reflejada en la
frecuencia ni en la severidad de las lesiones macroscdpicas y microscopicas observadas en
proventriculo, molleja e intestino ya que estas resultaron ser variables y no se incrementaron
en forma lineal a medida que aument6 el % de inclusion de SCI en la dieta.

2. La inclusién de 40% o mas de SCI en la dieta o con 2 447 pug de SBA / g de alimento o
mas, estuvo asociada al desarrollo de hipertrofia nodular, color blanco y aspecto punteado del
pancreas que fueron observados a simple vista.

3. El efecto de la interaccion de SBA con la membrana y su presencia en el citoplasma de
los enterocitos de pollo, fue semejante al de otras lectinas en otros modelos experimentales.
Esta interaccion se vi6 asociada a atrofia de las vellosidades e hiperplasia de enterocitos y de
células caliciformes evidenciada por aumento lineal de mitosis y a displasia epitelial a partir
de 3 196 pg y hasta 3 667 pg de SBA por gramo de alimento. Ultraestructuralmente, el efecto
de la SBA en los enterocitos de duodeno, se vié asociado a tumefaccion y citolisis de las
mitocondrias y a degeneracién vacuolar del reticulo endopldsmico que son alteraciones
potencialmente letales para las células y que reflejan disfunciones severas, que comprometen
la ultima etapa de la digestion y la absorcion de nutrientes y la viabilidad de las células
epiteliales.
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Cuadro 3. Criterios para severidad de lesiones microscopicas consideradas en proventriculo

intersticiales)
Daiio total

tamafio moderado

MUCOSA Leve =1 Moderado =2 Severo =3
1. Hiperplasia celular . : -
L Poca cantidad ~ Moderada cantidad = Abundante cantidad
(Ondulacion del epitelio)
2. Infiltracion linfoide ) . .
Poca cantidad Moderada cantidad  Abundante cantidad
(difusa en mucosa)
3. Noédulos linfoides
1 por corte 3 por corte Mas de 4 por corte
(Esféricos y con limite fibroso)
4. Infiltracién granulocitosis .
Pocos - dispersos 2 focos 3 o mas focos
(en mucosa) '
1-2 pequeiias 3 -4 pequeiias o
5. Hemorragias B Mas de 4 grandes
(2-3 eritrocitos)  tamafio moderado
6. Exudado seroso . . Abundante o
i Poca cantidlad =~ Moderada cantidad )
(Con leucocitos en A.- En moderada cantidad
. soloen A soloen A
submucosa; B.- interglandular) EnAyenB
PARENQUIMA Leve=1 Moderado = 2 Severo =3
1. Fibrosis
(En A.- en sub-epitelio de Abundante en A, en
Pocaen A Moderadaen A y B
cisterna; B.- interglandular) B y en parénquima
2. Metaplasma epitelial
( Extension en A.- parénquima; Pocaen B Moderadaen B Mayoren Ay B
B.-cerca de la luz cisterna)
3. Dilatacion glandular
. En mas de 3
(de cisterna con atrofia de Enuna glandula  En 2-3 gldndulas '
7 . glandulas
parenquima)
4. Adenitis no supurativa
) oo 2 a 3 pequeiios o
(Actmulos linfoides 1 pequeifio Mas de 4

Suma de los valores promedio de todas las lesiones / tratamiento
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Cuadro 4. Criterios para severidad de lesiones microscdpicas consideradas en duodeno e
intestino medio

MUCOSA Leve=1 Moderado =2 Severo =3

1. Hi lasia de
il Abundantes en mas de 6

enterocitos En 2 vellosidades  En 4 - 6 vellosidades )
vellosidades

(Ondulacién del epitelio)
2. Hiperplasia de células Abundantes en 2 - Abundantes en masde 3  Abundantes en més de
caliciformes 3 vellosidad vellosidad vellosidades
3. Infiltracion linfoide

. . Pocosen Ade | - Moderada cantidlad en B Abundantes en A y B de
(A. en intima; B. en lamina

3 vellosidades pocos en A varias vellosidades
propia)
4. Nédulos linfoides
(Esféricos y con limite 1-2 2-3 Mis de 3
fibroso)
5. Infiltracién
granulocitos 1-2con7-10 2-3 con mas de 10 Mas de 3 con
(Acumulos en ldmina granulocitos granulocitos incontables granulocitos
propia o en la intima)
6. Hemorragias
(A.- en apice de 2-4 pequeiias en

Mas de 4 pequeiias en A Mas de 4 extensas en B
vellosidades; B.- en varias A.

localizaciones)

7. Edema subepitelial

Pequefioen 2-3 Moderado en 5 Amplios en varias
(Espacio subepitelial sin )
_ vellosidades vellosidades vellosidades
leucocitos)
8. Criptas quisticas 1-2 3-4 Mas de 4
Daiio total Suma de los valores promedio de todas las lesiones / tratamiento




Cuadro 5. Criterios de lesiones microscopicas consideradas en pancreas

PARENQUIMA Leve=1 Moderado = 2 Severo =3
1) Ausencia de zimégeno Amplias y con
’ 2-3 de tamatfio
(Grupos de acinis) 2-3 pequefios aspecto
moderado
adenomatoso.
2) Nédulos linfoides 2 - 3 acimulos Mais de 3
. . : 1 acimulo linfoide o o
(Esféricos y con limite fibroso) linfoides acumulos linfoides
Mas de 3 éreas con
3) Degeneracién vacuolar 1 - 2 Pequeiias 4reas 1 -2- de mas de 6
, incontables
(Areas de parénquima) de hasta 3 vacuolas vacuolas '
vacuolas.
4) Necrosis

’ _ 1 - 2 pequeiias 2 -3 amplias  Mas de 3 amplias
(Areas de parénquima)
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Cuadro 6. Lesiones macroscopicas gastro-entéricas de pollos de engorda de 42 dias de edad
(porcentaje de presentacion por tratamiento).

DIETAS EXPERIMENTALES
LESIONES 0% ' 20% 40% 60% 80% 100%
PROVENTRICULO
Ausencia papilas (P<0.05) * 60a 42ab 48 a 42 ab Oc 12 be
Dilatacién gastrica 0 23 0 42 18 18
Hemorragias en mucosa 0 0 0 0 0 0
Glandulas quisticas 23 12 0 0 0 0
MOLLEJA
Queratolisis en limite istmico 67 78 78 48 55 42
Ulceras en capa de queratina 72 78 60 90 72 90
Ulceras en limite istmico 0 12 23 48 30 23
Queratolisis difusa 12 18 0 12 0 0
Dilatacion 0 60 30 42 18 18
DUODENO
Particulas alimento (P<0.01)* 67a 55ab 35b 53 ab 42ab 78a
Hiperemia de mucosa 0 0 0 0 0 0
Hemorragias 12 0 0 0 0 0
YEYUNO E ILEON
Particulas alimento 90 90 90 90 90 90
Hiperemia de mucosa 0 0 0 0 0 0
Hemorragias 0 0 0 0 0 0
PANCREAS
Hipertrofia nodular (P<0.01)* Ob 0b Ob 12b 12b 60 a
Parénquima blanco (P<0.01)* Ob 0b 0b 12b 12b 60 a
Aspecto punteado (P<0.01) * 0b 0b 0b 12b 12b 60 a

! Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas

experimentales. Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, sefialan
diferencias estadisticas con P<0.01 6 P<0.05 segun el tipo de lesion. Lesiones sin asterisco la
P>0.05.
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Cuadro 7. Severidad media por tratamiento de las lesiones microscdpicas del proventriculo
de pollos de engorda de 42 dias de edad (medias por tratamiento).

LESIONES DIETAS EXPERIMENTALES
0%'  20%  40%  60% 80% 100%

MUCOSA
Hiperplasia celular * 1.87b 1.88b 2.12a 2.06a 2.17 a 1.78 b
Infiltracién linfoide 2.19 1.99 2.04 2.26 2.22 2.43
Nédulos linfoides * 2.12b 201D 230b 230b 281 a 287 a
Infiltracién granulocitos * 1.64b 1.73b 237a 197 b 2.19a 2.39a
Hemorragias 1.88 1.68 1.77 1.93 2.19 2.06
Atrofia 1.04 0.52 0.79 0.66 0.72 , 1.29
Exudado seroso 2.14 2.08 2.06 2.22 1.75 2.48

PARENQUIMA

Fibrosis * 1.00b 139b 1.67b 2.00a 1.92a 2.36a
Metaplasia epitelial * 0.89b 067b 094b 1.11a 133 a 0.79b
Dilatacién glandular * 094b 044b 1.17b 150a 1.36a 1.67 a
Adenitis no supurativa * 1.17b 1.56b 1.83a 1.50b 1.58b 1.06 b

Daiio Total * 16.88b 1595b 19.06a 19.51a 20.24a 21.18a

! Porcentajes de sustitucién de proteina PSD por proteina de SCI en las dietas experimentales.
Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, sefialan diferencias estadisticas
con P<0.05. Lesiones sin asterisco la P> 0.05.
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Cuadro 8. Severidad de las lesiones microscopicas en mucosa del duodeno de pollos de
engorda de 42 dias de edad (medias por tratamiento).

DIETAS EXPERIMENTALES
LESIDNES 0%'  20%  40%  60% 80%  100%
Hiperplasia de enterocitos  , g  1694p 150b 1922 1.64ab 1.78ab

(P<0.01)*

Hiperplasia de caliciformes
(P<0.05)* 0.17¢ 042cb 0.78b 1.94 a 228 a 1.72 a

:;gt_'(;‘;'f“ Kinfoide 1.08a 089ab 1.17a  078ab 094ab 0.69b
Nédulos linfoides 000 044 019 011 006  0.14
Granulocitos. (P<0.05)*  0.67a 039ab 06la 025ab 064a 0.19b
Hemorragias 0.97 1.06 0.83 0.86 1.00 1.28
Edema subepitelint 1.17a 064ab 039b 036b 0.69ab 039b
(P<0.05)* : : : : o2ap L,
Criptas quisticas 003 011 008 003 000  0.08
Criptas purulentas 0.00 0.19 0.19 0.33 0.19 0.00

Daiio Total (P<0.05) 6.17b 583b 5.74b 658ab 7.44a 6.27b

' Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, sefialan
diferencias estadisticas con P<0.01 6 P<0.05 dependiendo del tipo de lesiéon. Lesiones sin
asterisco la P>0.05.
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Cuadro 9. Severidad de las lesiones microscdpicas del intestino medio de pollos de engorda
de 42 dias de edad (medias por tratamiento).

DIETAS EXPERIMENTALES

LesioNEs 0%' 20% 40% 60% 80% 100%
Hiperplasia de
enterocitos (P<0.05)* 1.09p 094b 16la 2.17a 1.72a 2.08a
Hiperplasia decclalas 4 4, 1.22 117  1.00 1.56  0.83
caliciformes
Infiltracién linfoide 0.79 1.17 1.06 122 0.78 1.60
Nédulos linfoides 0.22 0.28 0.22 0.33 0.22 0.57
Granulocitos 0.00 0.17 0.83 0.78 0.11 0.15
Hemorragias 1.29 1.28 1.67 0.72 0.61 1.27
Edema subepitelial 0.39 0.44 0.22 0.33 0.44 0.67

Daiio Total (P<0.05)* 4.92b S5 b 678a 6.55a 544b 7.17a

! Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, seiialan
diferencias estadisticas con P<0.05 dependiendo del tipo de lesion. Lesiones sin asterisco la

P>0.05.
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Cuadro 10. Lesiones microscdpicas de todo el intestino de pollos de engorda de 42 dias de
edad, que mostraron diferencias (medias por tratamiento).

DIETAS EXPERIMENTALES
=R 0% ' 20% 40% 60% 80% 100%
Hiperplasia Duodeno”” 2.08a 1.69ab 1.50b 192a 1.64ab  1.78ab
enterocitos  Intestino 1.09b 094 b 1.61a 2.17a 1.72 a 2.08 a
Hiperplasia Duodeno  0.17¢ 042c¢ 078b 194a  228a 1.72a
caliciformes Intestino 1.14 1.22 1.17 1.00 1.56 0.83
Infiltracion Duodeno  1.08a 0.89 ab 1.17a 0.78ab  0.94ab 0.69 b
linfoide Intestino 0.79 1.17 1.06 1.22 0.78 1.60
Cratitlocitos Duodfano' 067 a 039ab 06la 025ab 0.64a 0.19b
Intestino 0.00 0.17 0.83 0.78 0.11 0.15
Edema Duodeno 1.17a 064 ab 039 0.36b 0.69ab 0.39b
subepitelial Intestino 0.39 0.44 0.22 0.33 0.44 0.67
Daiio Total Duodfsno: 6.17b 583 b 5.74b 6.58 b 7.44 a 6.27 b
Intestino 492 b 55 b 6.78a 6.55a 544 b 717 a

' Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, sefialan
diferencias estadisticas con una P<0.01 ** o bien de P<0.05 * dependiendo del tipo de lesion.
Lesiones sin asterisco la P>0.05.
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Cuadro 11. Medias de cantidad de mitosis por cripta y largo de vellosidades en duodeno e
intestino medio de pollos de 42 dias de edad.

Cantidad de mitosis por cripta Largo de vellosidades
. 1 =
Dietas Duodeno * Intestino medio Duodeno’ Intestino medio
media =+ EE media + EE media + EE media + EE

0% 2095+2.17e 1394+ 1.60 c 2053.48 +30.67 a 1028.87 + 14.60 a
20% 28.05+2.61 de 19.33+1.60 b 1983.90 +£28.91 a 1072.88+13.75 b
40% 33.17+2.61 cd 18.72+1.60 b 190746 +2544 b 928.75+14.20 ¢
60% 36.39+261 ¢ 17.55+1.60 b 2005.16 +£31.19 a  892.28 + 13.40 cd
80% 46.40+271 b 2144+1.60 ab 1829.39+29.03 ¢ 859.28+15.00 d
100% 60.24+291 a 22.05+£1.60 a 2046.50+37.93 a 797.22+14.10 e

PS“ * ok *ok ok *okk *kk

! Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. > Media por tratamiento de la cantidad de mitosis por cripta en duodeno e
intestino medio + error estandar en 10 criptas por pollo a los 42 dias de edad. > Media por
tratamiento del largo de 10 vellosidades de duodeno e intestino medio + error estandar, por
pollo a los 42 dias. * Significancia del efecto *** P<0.001.Valores en la misma columna con

diferente literal son diferentes.
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Cuadro 12. Cuadrados medios de cantidad de mitosis por cripta y largo de vellosidades en
duodeno e intestino medio de pollos de 42 dias de edad.

Cantidad de mitosis por cripta * Largo de vellosidades °

Dietas' Duodeno Intestino medio Duodeno Intestino medio

gl® CM° P<® gl CM P< gl CM P< gl CM  P<
Soya 3 2715 **% § 155 ¢ 5 828501 5 1649973 ***
Lineal 1 13553 *** 1 538 *** 1 207668 1 7077727 ***
Cuadratico 1 1224485 ***
Residuo 4 81 4 59 3 903450 4 293035
Error 90 109 102 46 663 99231 30259

' Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. > Cantidad de mitosis de 10 criptas por pollo de duodeno e intestino medio en
9 pollos de 42 dias por tratamiento. 2 Largo de 10 vellosidades de duodeno e intestine medio
en 9 pollos de 42 dias por tratamiento. > Grados de libertad.* Cuadrados medios *Significancia

del efecto *** P<0.001; ** P<0.01.
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Cuadro 13. Severidad de las lesiones microscopicas de pancreas de pollos de engorda de 42
dias de edad.

DIETAS EXPERIMENTALES

LESIONES 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Ausencia de zimégeno’  0.61b  0.72ab 0.78ab 1.00ab 1.44a 1.39a
Nédulos linfoides 1.06 0.67 0.33 0.33 072 " 0.72

Degeneracién vacuolar* 0.11b  028ab 0.28ab 0.11b 0.39a  0.50a
Necrosis 0.00 0.00 0.06 0.00 0.11 022
Fibrosis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.17

Daiio Total* 261b 194b 161b 200a 36la 4.00a

! Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. Diferentes literales en filas, sefialan diferencias estadisticas con P<0.05 segin

se indica para cada lesion con *.
Diferentes literales en filas correspondientes a lesiones con *, sefialan diferencias estadisticas

con P<0.01 6 P<0.05 segun el tipo de lesion. Lesiones sin asterisco la P>0.05.
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Fig. 1 A.-Papilas normales del proventriculo B.- Ausencia de papilas

Fig. 2 Mucosa normal de Fig. 3 Atrofia e infiltracion
proventriculo (HE).Escala 435 pm. leucocitaria severa de la mucosa
del proventriculo, que denota
inflamacion (HE). Escala 435

Fig. 4 Meato glandular de proventriculo Fig. 5 Conducto entre molleja y
parcialmente obstruido por infiltracion duodeno (A) normal; (B) dilatacién
linfoide severa (flecha) e hiperplasia del moderada; (C) dilatacién severa.

epitelio (HE). Escala 435 um.

3
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Fig. 6 Erosion severa y tlceras en
la capa de koilin de la molleja de
un pollo con 0% de inclusiéon de
SCI en la dieta

Fig. 8 Hiperplasia y SBA en el citoplasma
pero no en microvellosidades (flecha)
(EnVision + system). Escala 25 um.

e

Fig. 10 Atrofia severa de vellosidades de
intestino medio con displasia del epitelio
(HE). Escala 139 pm.

Fig. 7 Hiperplasia severa del epitelio,
que le da el aspecto de rama de
helecho a la vellosidad de intestino
medio (HE).Escala 139 um

Fig. 9 Atrofia severa de vellosidades de

intestino medio (HE). Escala 435 pm.

Fig. 11 Descamacion normal en
apice de vellosidad de intestinal
(flecha) (HE). Escala 35 pm
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Fig.12 Displasia en apice de Fig. 13 Hiperplasia severa en cripta de
vellosidad (HE). Escala 35 pm. duodeno (HE). Escala 10 pm.

. . Fig 15 Destruccion y desorganizacion extensa
Fig ) lf‘ D SECHIRACION celular normal de las microvellosidades de los enterocitos en
en Apice de vellomdad MET. Bscala proceso de descamacién normal, en el apice de
0.83 pm. la vellosidad (flecha) MET. Escala 0.4 pum.

Fig 16 Mitocondrias hinchadas con lisis de Fig 17 Morfologia normal de
la matriz y de las crestas y presencia de microvellosidades en su porcion
granulos electrodensos (flecha) MET. basal MET. Escala 0.08 pm.
Escala 0.2 pum.
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Fig. 18 Hipertrofia nodular de pancreas Fig. 19 SBA en citoplasma de
con 80% de SCI en la dieta y 3 196 pg enterocitos (flecha) (EnVision +
de SBA por gramo de alimento. system). Escala 35 um.

Fig. 20 SBA en microvellosidades (flecha)
(EnVision + system). Escala 35 pm.

-

Fig. 21 Escasa SBA en islotes A (glucagon); Abundante SBA en islote B
(insulina) y ausencia de SBA en parénquima exdcrino de pancreas (EnVision +
system). Escala 35 um.
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VIL- INTERACCION DE SBA CON EL EPITELIO INTESTINAL DEL POLLO DE
ENGORDA.

INTRODUCCION

Debido a que en el presente trabajo se suministré soya cruda integral que contiene
SBA e inhibidores de tripsina, resulta particularmente importante poner de manifiesto la
interaccion de la SBA con los receptores glucidicos GalNac/Gal, para asociar la presencia de
la lectina al efecto en la morfologia del epitelio intestinal. Es probable que en las
microvellosidedes de pollo se encuentre el receptor GalNac/Gal, al igual que muchas otras
especies animales. Sin embargo esta interaccién no ha sido ain reportada y se ha demostrado
que los patrones de enlace de lectinas, la glicosilacion y la estructura tridimensional de los
glucoconjugados celulares, difieren de una especie a otra e incluso de un sitio a otro de los
6rganos tubulares de un mismo animal (Freeman y col, 1980; Suprasert y col, 1987,
Damjanov, 1987). Como resultado de la interaccion de las lectinas con sus receptores
especificos invariablemente, estas son incorporadas por pinocitosis al citoplasma del
enterocito (Pusztai, 1991 y Goldstein y Poretz, 1986)

El glicocalix, es una capa estatica de gel fibroelastico que se extiende sobre la
membrana de las microvellosidades. Actia como una cortina tridimensional que solubiliza y
favorece la concentracion y el contacto prolongado de nutrientes de gran peso molecular con
las microvellosidades, y con los enzimas secretadas por los enterocitos que completan su
digestion para poder ser finalmente absorbidos. El glicocalix, resguarda a las enzimas y los
productos de la digestion que son particularmente labiles, del efecto de las enzimas
pancredticas, hepaticas y de los microbios presentes en el lumen (Moran, 1996). Esta
constituido por microfilamentos de actina y otras proteinas y glicoproteinas asociadas, que
emergen del interior de las microvellosidades y quedan inmersas en mucina secretada por las
células caliciformes, mucopolisacéaridos, 4cido hialurénico entre otros, enzimas que degradan
los elementos de la dieta (ATPasa, dipeptidasa, disacarasa entre otras) y sistemas de transporte
que incorporan al citoplasma los productos de la degradaciéon. Las glicoproteinas del
glicocalix, provienen del aparato de Golgi en donde los oligosacéaridos son incorporados a las
proteinas sintetizadas por los ribosomas del reticulo endopldsmico rugoso. Las glicoproteinas,

son trasladas en vesiculas a la membrana plasmatica y excretadas por exocitosis (Paniagua y
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col., 2003). Los glicoconjugados unidos covalentemente a proteinas (glicoproteinas) o a
lipidos (glicolipidos) de la membrana plasmaética, interactian como receptores de virus,
bacterias, parasitos y toxinas entre otros (Paniagua y col., 2003).

La inmunohistoquimica ha sido utilizada ampliamente para explorar diferencias en la
glicosilacién entre especies, en cuanto a las secuencias de polisacéridos. La
inmunohistoquimica, la inmunofluorescencia y la microscopia electronica, han aportado
evidencias de que las lectinas interactian con la membrana de muchos tipos de células y que
son incorporadas al citoplasma de los enterocitos de ratas por medio de endocitosis tras haber
interactuado con receptores glucidicos de la membrana de estas células (Sotelo y col.,, 1983;
Entzian y col, 1987; Calderén de la Barca y col, 1987; Pusztai, 1991; Mendez y col.,
1998; Goldstein y Poretz, 1986). Han sido desarrolladas técnicas que amplifican la reaccion
antigeno anticuerpo, las maés utilizadas son la de inmunoperoxidasa y la técnica
inmunoenzimatica de la biotina-avidina. Esta reaccién se ha hecho visible utilizando
reveladores que dan color, los mas comunes son la diamino bencidina (DAB) que produce un
color café y la amino etil carbazol (AEC), la cual tifie de color rojo. Heras (1995) desarroll6
un nuevo sistema de deteccion en inmunohistoquimica que llamaron Envision, basado en un
polimero conjugado con la enzima peroxidasa y anticuerpos secundarios, contra
inmunoglobulinas de conejo y de ratén, con éste método se tuvo mayor sensibilidad y menos
tincién de fondo (DAKO, EnVision + System, Peroxidase (DAB), Rabbit, N° de catilogo
K4010).

Para la interpretacion de los resultados, hay que considerar las causas de falsos
negativos por; anticuerpo inadecuado (por estar caduco, degradado o por dilucion
inadecuada), pérdida de antigenos, exceso de lavado de la muestra, densidad menor del
antigeno en relacién con la capacidad de deteccion. Los resultados falsos positivos, pueden
deberse a reactividad cruzada, unién inespecifica con el antigeno buscado, presencia de

peroxidasa endégena (Taylor, 1978).
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HIPOTESIS
La SBA, de la SCI incluida en las dietas interactuara especificamente con la N-acetil-D-

galactosamina del glicocalix y las membranas de los enterocitos del pollo de engorda.

OBJETIVO
Identificar por medio de inmunohistoquimica, la presencia de SBA en los enterocitos

de pollos de engorda alimentados durante 42 dias con dietas en las que fueron incluidas

cantidades crecientes de SCI que contiene SBA.

MATERIAL Y METODOS

La presencia de SBA fue determinada por la técnica indirecta de peroxidasa anti-
peroxidasa, diamino bencidina (DAKO). Fueron utilizados cortes histol6gicos embebidos en
parafina de las 2 asas duodenales junto con pancreas de 2 aves e intestino medio de 3 aves de
42 dias de edad de cada tratamiento. También fueron utilizados segmentos equivalentes de 3
aves de 21 dias, que fueron alimentadas con alimento iniciador; comercial a base de PSD
(AC), alimento comercial igual al de AC pero cocido en autoclave (ACA) durante 1 hora a 42
libras de presion y alimento en el que fue sustituido el 100% de la PSD por soya SCI (21SCI).
Para los controles negativos, fue utilizado suero de conejo no inmunizado en lugar del
anticuerpo primario presente en el suero hiperinmune de conejo anti-SBA obtenido conforme
a la metodologia descrita anteriormente.

Todo el procedimiento de inmunohistoquimica fue llevado a cabo a temperatura
ambiente y conforme al método de Haines y Chelac, 1991. El control de los reactivos
utilizados fue llevado a cabo conforme a lo sefialado en el Cuadro 14, en cortes de duodeno e
intestino medio de aves de 21 dias de edad AC, ACA y 21SCI. Los cortes histolégicos fueron
despamﬁnados con xileno y alcohol antes de ser bloqueada la peroxidasa endégena con 0.03%
H,0; durante 15 min.; fueron lavados durante 10 min con PBS; incubados con proteinasa K
(DAKO) durante 15 min que fue removida por agitacién. Fue aplicado el anticuerpo primario
anti-SBA producido en conejo a la dilucién 1:800 en PBS durante 30 min y lavado con PBS.
A continuacion fue aplicado el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con perodixidasa
(DAKO) durante 30 min. El color fue revelado durante 8 min con solucién de 3,3°

diaminobencidina H; O, (DAKO) y contrastado con hematoxilina.



RESULTADOS Y DISCUSION
A los 42 dias de edad, utilizando anticuerpos anti-SBA fue identificada SBA en el

citoplasma de los enterocitos uniformemente a lo largo de las vellosidades, incluso en
presencia de hiperplasia y en algunas células de la porcion superior de las criptas de
Lieberkiihn de todas las aves del tratamiento testigo negativo 0% SCI asi como en todas las de
las dietas experimentales (fig. 8-19). En cambio, en las aves de 21 dias de edad AC y 21SClI la
distribucion de la SBA, fue solo en el citoplasma del epitelio situado en el tercio distal de las
vellosidades y en ningtin caso en las células de las criptas de Lieberkiihn. La distribucién de la
lectina en las estructuras de las vellosidades coincide con la observada por King y col. (1981).
No fue percibida la presencia de SBA en ninguno de los cortes de las aves ACA que
consumieron dieta a base de pasta de soya cocida en la autoclave. La reaccién anti-SBA en el
tratamiento control 0% SCI, denota que la PSD comercial contiene concentraciones residuales
de SBA conforme fue sefialado por Maenz y col. (1999). Por lo tanto, se infiere qﬁe el pollo
de engorda tiene el receptor GalNac/Gal en las microvellosidades de los enterocitos, con el
que interactud especificamente la SBA y que posteriormente, esta lectina fue incorporada al
citoplasma por pinocitosis. El que la distribucién de la SBA haya sido diferente segin la edad
de las aves concuerda con Grant (1999), que sefiala que el efecto de las lectinas en el intestino
y el pancreas vari6 en funcion de la especie, la dieta y la edad de los animales. Este resultado
pudiera estar asociado al tiempo de maduracién del epitelio intestinal del pollo. A pesar de
que los enterocitos embrionarios son histolégicamente semejantes a los de las aves adultas, el
intestino de los pollos solo hasta la segunda o tercera semana de edad, es capaz de llevar a
cabo la absorcion activa en la superficie de su mucosa y digerir los alimentos que consumen
las aves adultas ya que hasta entonces puede sintetizar las enzimas necesarias (Moran, 1996;
Sklan y Hurwitz, 1980; Zehava y col., 1999). De igual forma, el que algunas células de la
porcién superior de las criptas de todas las aves de 42 dias hayan interactuado con la SBA
pudiera deberse también al grado de maduracién de las células ya que las células tallo
inmaduras de las criptas se diferencian en enterocitos, células caliciformes o células
endocrinas y maduran en la porcién superior de las criptas de Lierberkiihn (Bjerknes y
Cheng, 1999). Los resultados antes sefialados, sugieren que probablemente en el pollo de
engorda, solo las células maduras del eptelio de las microvellosidades intestinales presentan
receptores GalNac/Gal para la SBA y no asi las células indiferenciadas de las criptas de
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Lieberkiihn. La interaccién de la SBA con las microvellosidades, fue evidente solo en el 50%
de las aves empleadas para el estudio de la interaccion de la SBA con el epitelio intestinal por
medio de inmunohistoquimica (fig. 20). Esto pudiera ser atribuido probablemente a variacién
de la respuesta inmune anti-SBA por parte de las aves. Las lectinas, han demostrado ser
potentes inmundgenos pero la respuesta inmune fue mayor en ratas convencionales que en
ratas libres de patégenos y fue diferente dependiendo del tipo de lectina. La lectina PHA fue
encontrada en el torrente sanguineo de ratas al cabo de una hora de haber sido ingerida e
indujo titulos de anticuerpos IgG pero no de IgA. Mientras que, con SBA las ratas
desarrollaron IgA ademéas de IgG (Pusztai, 1991; Mendez y col., 1998; Bardocz ¢ Ewen,
1995; Grant, 1999).

En el parénquima exécrino de ninguno de los cortes de pancreas, fue apreciada
reaccion positiva anti-SBA. En cambio, invariablemente en todas las aves estudiadas, la
reaccion anti-SBA fue muy intensa en algunos islotes de Langerhans, mientras que en otros
fue leve (fig. 21). Pudiera haber interactuado la SBA con receptor GalNac/Gal de la
membrana de alguna de las diferentes células que constituyen los islotes de Langerhans en las
aves, en el caso de que la SBA al igual que otras lectinas, haya sido liberada en el torrente
sanguineo (Pusztai, 1991 y Grant, 1999). Con base en la descripcion de los islotes A y B de
las aves realizada por Giimez y col. (2004), las caracteristicas morfolégicas de los islotes que
en el presente estudio, se tifieron més intensamente pudieran corresponder a la de islotes B en
los que predominan las células B productoras de insulina.

En el pancreas de ave a diferencia del de manﬁfero, las células a secretoras de
glucagon y las P secretoras de insulina fueron localizadas en islotes individuales A y B
respectivamente. En cambio, las células & secretoras de somatostatina y las PP secretoras de
polipéptido pancreético aviar (PPA), fueron encontradas en ambos tipos de islotes (Giimez y
col. 2004,). Watanabe y col. (1975) ademas de abundantes células a encontraron algunas
células B rodeando los capilares de los islotes, mientras que en los islotes B abundantes células

B y escasa cantidad de células a en la periferia de los islotes.
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CONCLUSIONES
El pollo de engorda presenta receptores GalNac/Gal para la SBA en la mambrana de

los enterocitos y en algunas de las células de los islotes de Langerhans.

2 La SBA es interiorizada al citoplasma de los enterocitos.

3: La interaccion de la SBA con las microvellosidades no es permanente, ya que no todos
los pollos mostraron reacciéon inmunohistoquimica anti-SBA en estas estructuras a pesar de
que si fue observada en el citoplasma de estas mismas células.

4. Las células maduras de las vellosidades intestinales presentan receptores GalNac/Gal
para la SBA y no asi las células indiferenciadas de las criptas de Lieberkiihn en las que no fue

observada reaccion anti-SBA ni en la membrana ni en el citoplasma.
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Cuadro 14. Procedimientos para el control de reactivos.

Prueba S.Pollo’ Blog.Prot. Incub. Ac.1° suero S. conejo Ac. 2°
10% DAKO? SBA’ hiperinmune*  Noinmune” DAKO°
1 - + - + - +
2 + - - + - +
3 - + - - + +
4 - + + - + +
5 - + + + = 0
6 . + . + - .

! Suero de pollo clinicamente sano. > Bloqueador de proteina incluido en el sistema EnVision
+, peroxidasa (DAB), rabbit de DAKO. * Incubacién con SBA purificada DAKO 1:20 en
PBS* Suero hiperinmune de conejo 1:800 en PBS, obtenido conforme fue descrito en el capito
V de material y métodos del proyecto. > Suero de conejo no inmunizado 1:800 en PBS. ¢
Anticuerpo secundario incluido en el sistema EnVision +, peroxidasa (DAB), rabbit de
DAKO. El signo + denota presencia y el — ausencia del producto indicado.
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VIIL- EFECTO DE LA SOYA CRUDA INTEGRAL (SCI) Y DE LA SBA QUE
CONTIENE, EN LOS PROCESOS DE DIGESTION / ABSORCION Y DE
PIGMENTACION EN EL POLLO DE ENGORDA.

INTRODUCCION

Los efectos de los factores antinutricionales de la soya cruda en aves, han sido
estudiados principalmente, a través del efecto de las dos antitripsinas en pancreas pero no en
funcién del efecto de la SBA (Coates y Hewit, 1970, Nitsan y Nir, 1977, Applegarth y col.,
1964, Bielorai y col, 1977; Noy y Sklain, 1995). El objetivo del presente estudio fue
determinar si las lesiones observadas en presencia de SBA interactuando con la membrana y
en el citoplasma de los enterocitos como fue sefialado en capitulos anteriores junto con los
demas factores antinutricionales contenidos en la SCI, jugan un papel en los procesos de
digestiéon y absorcion en el pollo de engorda que pudiera sugerir su intervencién en la
patogénesis del “Sindrome de tansito rapido” (STR) del pollo de engorda (Kouwenhoven y
col., 1993; Songserm y col., 2000).

Aspecto de las excretas

Fue observada la apariencia de las heces de las aves alimentadas con dieta a base de
SCI, para determinar si en forma semejante a lo observado en el STR, estas tenian aspecto
desmoronado con gran contenido de liquido y contenian moco, particulas de alimento
indigesto y abundante cantidad de uratos.

La apariencia de las excretas varia en funcién de la edad, de la hora, del dia y de los
componentes de la dieta sin revelar alguna patologia en particular (Petersen y col., 1999). La
apariencia de las excretas descritas en el STR, pudieran corresponder al efecto de una gran
variedad de agentes etioldgicos, de disfunciones y de lesiones que pueden estar ubicadas en
tubo digestivo, en higado y en el caso de las aves en rifion ya que sus evacuaciones estan
constituidas por contenido intestinal mezclado con orina (Morishita, 2000).

Un pollo evacua alrededor de 20 veces al dia, a intervalos diferentes de las cuales 2
corresponden a contenido cecal, y el resto a excretas intestinales (Tyler, 1958; Hart, 1963;
Duke, 1986a). Las excretas cecales son cremosas de color café o marrén (Pattison, 1987). En
cambio, las excretas intestinales normales estan constituidas de un componente liquido que

corresponde a orina, un sélido compactado en forma de cilindros, de color verde negruzco o
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marrén dependiendo de los elementos de la dieta y de la cantidad de pigmento biliar que
contenga (urobilindgeno eliminado en la orina y el estercobilinégeno excretado por el
colédoco), y un tercer elemento que recubre la porcién sélida, de aspecto yesoso y color
blanco constituido por acido urico que se precipita en la orina dando lugar a sales
monosddicas de uratos (Morishita, 2000). Por lo tanto, la consistencia de las heces de aves
sanas varia considerablemente segun de la cantidad de orina que contiene (Pattison, 1987). La
cantidad de liquido en las heces depende entre otros factores, de la cantidad de agua ingerida y
esta su vez, de la cantidad y tipo de alimento consumido, de la edad y del peso corporal
(Sturkie, 1986 y Leeson y Summers, 2001).

La excesiva evacuacion de liquido puede deberse también, a poliuria provocada por
polidipsia debida a exceso de calor ambiental; al consumo excesivo de sodio, cloro o potasio;
a la ingestion de micotoxinas (ocratoxina y citrinina); a alteraciones cardiacas que cursen con
hipertension; a diuresis de origen renal provocada por reabsorcion deficiente de liquidos, a
alteracion del sistema hormonal involucrado en esta funcién renal (epinefrina y norepinefrina
en estados de estrés) o bien por incremento de la permeabilidad en el glomérulo renal
(Palmore y col., 1981); Sturkie, 1986; Widman, 1987, Pattison, 1987; Leeson y Summers,
2001).

La enteritis también provoca excrecién excesiva de liquido y moco. La enteritis se
caracteriza por diarrea debido a bacterias enterotoxigénicas (E.coli, Salmonella) o por virosis
(Reovirus, Coronavirus, Paramixovisrus y Ortomixovirus) que destruyen las vellosidades
intestinales (Calnek y col., 1997). Resulta dificil el documentar en una caseta avicola, el
aumento en cuanto la frecuencia y la cantidad de las excretas que son dos de los signos de
diarrea. Sin embargo, las heces demasiado liquidas, humedecen la cama que en algunas
ocasiones llega a ser francamente lodosa y compacta. Cuando se reseca la cama después de un
periodo de humedecimiento, se aprecian cama aglomerada en pedruscos grandes y duros
(Morishita, 2000).

El exceso de humedad de la cama propicia la presentacion de un brote de coccidiosis, a
pesar de que en la dieta se incorpore algin coccidiostato. Las Eimerias, agentes etiologicos de
la coccidiosis son patégenos persistentes en las explotaciones avicolas que provocan
cuantiosas  pérdidas debido a enteritis, mala absorcién, pigmentacién deficiente,
inmunodepresion y elevada tasa de mortalidad (Allen, 1992; Calnek y col., 1997; Morishita,
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2000). La gran cantidad de liquido en la diarrea, proviene de la hipersecrecion de la mucosa
intestinal, por incremento de la motilidad del tubo digestivo y por aumento de la
permeabilidad vascular propia del proceso de inflamacién (Morishita, 2000).

El origen de los componentes de la porcion sélida de las excretas es por una parte,
alimenticio (residuos indigestos) y por otra, de origen metabdlico, células descamadas,
productos de fermentacion bacteriana, restos de secreciones del aparato digestivo y proteina
endégena (Pattison, 1987). La cantidad de material s6lido excretado depende de la cantidad y
calidad del alimento ingerido y de la eficiencia del metabolismo. Una excreta fresca de ave
Leghorn, esta constituida por 30% de so6lidos y 70% de liquido de manera que un ave de
2.268 kg evacua 91g de heces frescas por dia (Hart, 1963).

La presencia de moco en las excretas puede tener un significado particular ya que
ademas de sugerir el desarrollo de enteritis como fue sefialado anteriormente, también puede
estar relacionado con la edad de las aves, con el tipo de granos utilizados o con la inclusién de
xilanos en dieta. La xilanasa contrarrestd el incremento de la viscosidad del contenido
intestinal provocada por polisaciridos no amildceos (PNA) presentes en el trigo, pero
incrementé la cantidad de mucinas neutras, carboxiladas y sulfatadas y alteré asi mismo, los
glicoconjugados de las células caliciformes del tracto intestinal de los pollos. El mecanismo
por medio del cual la xilanasa provoca mayor sintesis de moco, no fue determinado (Sharma
y col., 1997; Petersen y col., 1999; Montagne y col., 2004)

El moco secretado por las células caliciformes del epitelio intestinal junto con el agua
entrampada en el glicocalix que recubre las microvellosidades de los enterocitos, constituyen
una barrera que las micelas deben franquear para ser absorbidas (Nimmerfall y col., 1980).
Una vez integradas las micelas al moco, estas son desintegradas en sus componentes
moleculares a medida que se van acercando a la membrana de las microvellosidades de los
enterocitos. De esta manera, en el agua estitica que se encuentra adosada a las
microvellosidades, se forman focos de concentracién de moléculas independientes por lo que

se ve favorecida su difusién y paso a través de la membrana celular (Moran, 1985).
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Pardmetros productivos
En el presente estudio, los procesos de digestion/ absorcion de nutrientes fueron

evaluados por medio de la estimacion de la ganancia de peso y del indice de conversion entre
otros. Estos parametros productivos reflejan con precision el aprovechamiento de los
nutrientes y el estado de salud de una parvada (North y col., 1993 y Quintana, 1999).
Relacion consumo agua/ alimento

Fue determinada la relaciéon consumo agua/alimento, con objeto de investigar si el
consumo de SCI provocéd mayor consumo de agua (polidipsia). Ha sido demostrado que el
consumo de agua en las aves de corral estd en relacion al peso y la edad de las aves, a la
temperatura ambiental y al tipo y cantidad de alimento consumido. Las gallinas ponedoras no
solo ingirieron mas alimento que los machos sino que también consumieron mas agua (13.6%
de su peso corporal). De igual manera, los pollos de engorda de entre 3 y 4 semanas
consumieron alrededor de 18 a 20% de su peso corporal guardando una relaciéon de consumo
de agua: alimento de 2:1 (Sturkie, 1986). Un pollo de 2.4 Kg consume entre 8-9 litros de agua
en total hasta los 49 dias de edad (Pattison, 1987). El incremento de la ingestion de NaCl,
provocd un estimulo en el hipotdlamo y en la regién yuxtaventricular con secrecién de
angiotensina II, sensacion de sed y por ende polidipsia (Sturkie, 1986).
Andlisis quimico de las excretas y concentracion sérica de dcido urico

Fue determinado por medio del andlisis quimico de las excretas, el contenido de
proteina cruda (PC), proteina verdadera (PV) y de nitrégeno no protéico (NNP); asi como, la
concentracion de acido urico en el suero para conocer el efecto de la SBA en cuanto a la
funcién intestinal de digestion/absorcién de proteina y el metabolismo de esta a nivel renal
(Tejada, 1992; Miles y col., 1976). El nitrégeno end6égeno, es excretado por heces y por orina
(Oliveira y Sgarbieri, 1986). El 85% del nitrégeno excretado estd en forma de 4cido trico,
amonio, acidos de amonio y creatina (Pattison, 1987). El acido urico en las excretas proviene
del metabolismo de las proteinas, por lo tanto hace parte del nitrégeno no proteinico. El 4cido
urico es poco soluble en agua, pero sus sales (cristales monosodicos de uratos) son
considerablemente més solubles (Sykes, 1981). En las excretas de ave, la proporcion de acido
urico en solucién, en estado coloidal y precipitado en forma de cristales es de 1:2:12

respectivamente (Skadhauge, 1983). La excreciéon de acido urico, depende de la secrecién
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activa del epitelio de los tibulos contorneados proximales de la nefrona y es independiente del
estado de hidratacién y del flujo urinario (Dantzler, 1978; Skadhauge, 1983).

A diferencia de los mamiferos, las aves son uricotélicas, ya que carecen de uricasa
hepética qﬁe transforma el 4cido trico en alantoina. Por lo tanto en aves, el principal producto
del catabolismo de las proteinas, del nitrégeno no proteinico y de las purinas es el acido urico
y la determinacién de los valores séricos de acido urico (SAU), es mas util que el de urea, para
evaluar la disfuncion renal (Lewandowski y col., 1986). En el suero de las aves, el nitrogeno
no proteinico esta compuesto por urea, creatina, acido Urico, aminoacidos, amonio y nitrégeno
no determinado (Charles, 1998). Valores de écido trico altos en suero denotan insuficiencia
renal por lesiéon o disfuncion del epitelio tubular, ya que este es excretado con la orina por
secrecion activa del epitelio de los tibulos contorneados proximales de las nefronas tanto de
tipo mamifero como reptil (Dantzler, 1978). Con base en los resultados de numerosos autores,
el valor normal de SAU en la mayoria de las aves, varia considerablemente entre 1 a 15 mg/dl
dependiendo de los componentes de la dieta, especie, edad, época del afio y estado fisiologico
(Siller, 1981; Lewandowski y col., 1986; Charles, 1998; Ross y col, 1978; Coles, 1989).
Valores que exceden los 15 mg/dl, son considerados como patologicos y corresponden a
uremia o hiperuricemia. Esta toxicosis, resulta del incremento plasmaticos de productos
nitrogenados resultantes del catabolismo de las proteinas (urea, creatinina) y compuestos
nitrogenados (guanidina, acido fenélico y alcoholes de alto peso molecular tales como mio-
inositol), que normalmente son eliminados a través de la orina.

Concentracion sérica de xantofilas y pigmentacion cutinea

Fue cuantificada la concentracion de xantofilas en el suero, la cantidad de extracto
etéreo en las heces, y la intensidad de la pigmentacion cutdnea para evaluar el efecto de las
alteraciones intestinales provocadas por la SBA en relacién a la absorcion de xantofilas y en
funcién de la digestién/ absorcion y excrecion de lipidos. No ha sido sefialado atn el papel de
las SBA, en relacion a la absorcion de las xantofilas. La SBA pudiera tener algin efecto
nocivo con respecto a la absorcion del pigmento, no solo por dafiar el epitelio intestinal como
fue sefialado en capitulo anterior sino también, por incrementar el catabolismo de los lipidos
del tejido adiposo subcutdneo, lo cual puede reflejarse en disminucién de la intensidad en la
pigmentacién cutdnea (Oliveira y Sgarbieri, 1986). Por otro lado, la excesiva produccion de

moco en intestino a causa de la SBA, pudiera ser otro factor mas que obstaculizara la
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absorcién de los pigmentos ya que, el moco atrapado en la red del glicocalix actia como una
barrera tridimensional que excluye y restringe la difusion de particulas y compuestos de gran
peso molecular (Moran, 1996 y Sharma y col.,, 1997).

La pigmentacién cutdnea es muy importante para la comercializacién del pollo de
engorda, en varios mercados incluso el mexicano. Los consumidores prefieren un pollo con la
piel amarillo-naranja que asemeja los tonos del maiz amarillo, ya que asocian esta
caracteristica a frescura, salud del animal y alimentaciéon natural como en el rancho (Schiedt,
1998 y Cortes, 1998). La adicién de pigmento (carotenoides) al alimento incrementa mucho el
costo de produccion en la industria avicola (Sunde, 1992 y Songserm y col., 2000). En 1992,
la venta de pigmentos en los Estados Unidos ascendié a $150 millones /afio y en Europa a
$100 millones /afio (Sunde, 1992).

Las plantas son la unica fuente de carotenoides, ya que las aves no pueden sintetizarlos.
Por lo tanto, la pigmentacién de la piel, el tejido adiposo y la yema del huevo de las aves
depende de los carotenoides que ingieren en la dieta. En las aves, los procesos metabélicos
ligados al sexo y la edad constituyen factores esenciales para que se lleve a cabo el depésito de
pigmentos ya sea en el tejido adiposo, la piel, el pico y la queratina de las patas o bien en la
yema del huevo (Tyczkowski y Hamilton, 1986). Los pigmentos del tipo de los carotenoides
son compuestos liposolubles, terpénicos de alto peso molecular (40 carbonos). Con base en su
composicion quimica, los carotenoides se dividen en carotenoides que no contienen oxigeno
en su estructura molecular y en oxicarotenoides, también conocidos como xantofilas. Estos
ultimos son los compuestos oxigenados de color amarillo, rojo o purpura, de mayor interés
para la industria avicola (Schiedt, 1998). Entre las xantofilas se encuentran la luteina, la
zeaxantina, la cantaxantina, la astaxantina, el apocaroteno, la capsantina y la citranaxantina
que ademas de pigmentar algunas son fuente de B caroteno en aves que sufran deficiencia de
vitamina A (Schiedt, 1998). Los pétalos de la flor de Cempasichil (Marigold o Tagetes
erecta) son los mas empleados como fuente de xantofilas, ya que contienen luteina y
zeaxantina esterificados con 4cidos grasos en una proporcién de 90:10 (Marusich y
Bauernfeind, 1981). La luteina que es el mejor di-hidroxicarotenoide para pigmentar el pollo
de engorda, puede ser acetilado para formar luteina monoester y diester. A su vez los diester
pueden ser deacilados por la accién de las lipasas pancreéticas para formar otra vez luteina
(Tyczkowski y Hamilton, 1986). La zeaxantina es también un di-hidroxicarotenoide que se
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encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y esta relacionada intimamente con la
estructura de la luteina. La diferencia entre ambas moléculas consiste en la posicion de la
doble ligadura en el anillo de b-ionona. Debido a esto, la zeaxantina presenta un color més
intenso en la gama de los anaranjados y no de los amarillos como la luteina y esta tltima se
deposita 15% mas que la zeaxantina en la piel de los tarsos (Marusich y Bauernfiend, 1981).

En el proceso de absorcién de los carotenoides interviene el tipo y la cantidad de
pigmentos y de lipidos administrados en la dieta debido a que son liposolubles (Sc;hiedt, 1998
y Hamilton, 1987). Por lo tanto la absorcién de los pigmentos estd intimamente relacionada
con el metabolismo de los lipidos, y la absorcion de estos al nivel del duodeno y del yeyuno.
Para que sean absorbidos los pigmentos es indispensable la integridad del epitelio de la
mucosa intestinal ya que las xantofilas son re-esterificadas e integradas a proteinas de alta
densidad (apolipoproteina A-1), que son sintetizadas en el citoplasma de los enterocitos antes
de ser liberadas en la sangre y depositadas en las células blanco del tejido adiposo y epitelio
cutaneo (Schiedt, 1998 y Leeson y Summers, 2001). Consecuentemente, ademas de la
integridad de la mucosa intestinal, es determinante la adecuada cantidad y calidad de sales
biliares, asi como de enzimas pancredticas e intestinales para que se lleve a cabo la
emulsificacion, saponificacion e hidrolisis de las grasas que las convierte en micelas para
poder ser incorporadas al citoplasma de los enterocitos (Scott y col., 1982 y Schiedt, 1998).
Para que las micelas sean absorbidas e incorporadas al citoplasma de los enterocitos, estas
deben atravesar la capa de agua estética producida por las microvellosidades y el glicocalix del
enterocito y el moco sintetizado por las células caliciformes adyacentes que actia como un gel
que impide el movimiento de las macromoléculas (Nimmerfall y Rosenthaler, 1980). Sin
embargo, ya que fueron integradas al moco, las micelas son disgregadas en sus componentes
moleculares por medio de la actividad de las lipasas que los enterocitos secretan en el
glicocalix en el que se encuentran sumergidas sus microvellosidades (Duke, 1986b). A medida
que se van acercando estas moléculas a la membrana de las microvellosidades se van
acumulando en focos de alta concentracion, lo cual favorece su difusion y paso al citoplasma
de los enterocitos (Moran, 1985). Se cree que la tasa de movimiento depende de la carga, el
grado de hidratacion y de uniones hidrégeno entre las micelas (Nimmerfall y Rosenthaler,
1980).
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Una vez integradas las micelas, al citoplasma de los enterocitos los lipidos son ligados
a apoproteina I para ser transportados a través del sistema porta como lipoproteinas de alta
densidad denominadas “portomicrones” y no “quilomicrones”, termino empleado en los
mamiferos (Moran, 1985; Griminger y Scane, 1986). A continuacion, son temporalmente
almacenados en el higado y finalmente depositados como luteina monoester, diester y en su
forma libre en el tejido adiposo, la piel, el pico y la queratina de las patas (Tyczkowski,
1986). En aves, el porcentaje de absorcion de los acidos linolénico y linoleico (entre 85-92%)
es mayor que el del 4cido estedrico (entre 58-66%) (Sklan y col, 1975). El porcentaje de
absorcion de triglicéridos del aceite de soya es de 96%, mientras que el del aceite de maiz es
de 94% asi mismo el porcentaje de absorcion de triglicéridos hidrolizados es de 96% para el
aceite de soya y de 95% para el de maiz en pollos de mas de 8 semanas (Scott y col., 1982).

El incremento de lipidos en las excretas puede denotar deficiencia de lipasas hepaticas,
pancredticas e intestinales que convierten los lipidos en micelas al hidrolizar los triglicéridos
en diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos y glicerol que a su vez son absorbidos por los
enterocitos. En los enterocitos son conjugados a proteinas para ser transportados a través del
sistema porta como portomicrénes para ser absorbidos (Moran, 1985 y Griminger y Scane,
1986).

Con base en estas consideraciones, resulta relevante el determinar el valor de

carotenoides en el suero y la pigmentacion cutanea de pollos de engorda alimentados con SCI.

HIPOTESIS
La inclusién de SCI en la dieta de pollos de engorda provoca indigestion, absorcion de

nutrientes deficiente debido a las lesiones provocadas por la SBA que contiene la SCI, en los
tejidos del tubo digestivo que a su vez, son responsables de retraso en el crecimiento con baja
ganancia de peso, alta conversion y pigmentacion cutinea deficiente.

La inclusién de SCI en la dieta de pollos de engorda provoca emisi6n de excretas
acuosas con particulas de alimento indigestas y moco color naranja.
OBJETIVOS

Determinar el efecto patégeno de la SCI y su SBA en los procesos de digestion y de
absorcion en el pollo de engorda por medio de la determinacién de, los pardmetros
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productivos, el analisis quimico de las excretas, la concentracién sérica de xantofilas y la
intensidad de la pigmentacion cutanea.

Calcular la relacién consumo agua/alimento y determinar la concentracion sérica de
4cido turico para evaluar si el consumo de SCI altera el aspecto morfolégico de las excretas del
pollo de engorda por provocar diuresis por insuficiencia renal o por poliuria por incrementar el

consumo de agua.

MATERIAL Y METODOS

Aspecto de las excretas
Durante 42 dias fueron fotografiadas cada 7 dias, 3 excretas al azar, de cada

tratamiento con objeto de observar cambios en la apariencia de las deyecciones en funcién de
los tratamientos.

Pardmetros productivos

Para estimar el indice de conversién fue registrado el peso del alimento suministrado y
el restante en cada grupo durante los 42 dias y fue calculado el consumo promedio de ave por
dia, por tratamiento asi como, el consumo total por ave por tratamiento durante los 42 dias y
fue registrado el peso individual de cada ave al cabo de 42 dias y calculado el peso promedio
por ave por tratamiento. La ganancia de peso fue calculada restando el peso al 1° dia de edad
al promedio de peso por ave por tratamiento a los 42 dias. El indice de conversion fue
calculado dividiendo el promedio de consumo total de un ave por tratamiento por el promedio
de la ganancia de peso individual por tratamiento al cabo de 42 dias conforme a North y Bell
(1993) y Quintana (1999).
Relacion consumo agua/ alimento

Fue calculado el consumo diario de agua y de alimento por ave entre los dias 35 y 42
de edad, para obtener la relacion correspondiente.
Andlisis quimico de las excretas y concentracion sérica de dcido urico

En 3 muestras de excretas tomadas al azar el dia 38 de edad y mezcladas para formar una

sola muestra por tratamiento, fue cuantificado el contenido de la proteina cruda (PC) por el
método de Kjeldahl, el del nitrégeno no proteico (NNP) por medio del método de acido
tricloracético y el de EE por medio de extraccion en éter etilico conforme al protocolo de la
A.0.A.C. (1990) y Tejada (1992). El contenido de proteina verdadera (PV) en excretas es
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decir la no digerida ni absorbida, fue estimado sustrayendo el valor de la PC al de NNP debido
a que en las aves, el nitrégeno total o PC excretado en las heces esta constituido por solo 15%
de PV y 85% de NNP correspondiente a productos de la orina y otros desechos del tubo
digestivo (Bielorai y col,, 1985).
A los 42 dias de edad de las aves, que terminé el experimento, fueron determinados los valores
séricos de 4cido turico de 12 aves por tratamiento conforme al método de Young (1990). Para
dicho estudio fue utilizado un espectrofotémetro de liquidos COBAS-Mira Roche,a 500 nm
de absorbancia y a 37° C, utilizando Sul de muestra, 250 pl de reactivo y 351 pumol/l de
solucién estandar del ensayo enzimatico colorimétrico para acido urico (Diagnostic Chemicals
Limited. Ref. 220-93; 220-94; 220-15; 220-S4).
Concentracion sérica de xantofilas y pigmentacion cutinea

A partir de los 22 dias de edad y hasta el final del experimento se agregd a todas las
dietas a raz6n de 70 ppm, un pigmento (Industrial Organica) consistente en un extractado de
flor de cempasuchil con xantofilas isomerizadas e hidrolizadas. Los valores de xantofilas
séricas fueron evaluados en relacion al consumo total de xantofilas durante los dltimos 21
dias.

A los 42 dias de edad, la concentraci6én de xantofilas fue determinada en el suero de 9
pollos por tratamiento. Para dicha determinacién fue utilizada una solucién 1:10 de suero/
acetona y un espectrofotometro Milton Roy spectronic 20D, a 480 nm de absorbancia de
liquido conforme al método de Allen y col. (1996).

La pigmentacion de la piel fue evaluada en 10 aves vivas por réplica y utilizando un
colorimetro de reflectancia Minolta CR300. El colorimetro de reflectancia convierte los
colores percibidos por ¢l ojo humano, a cédigos numéricos del sistema CIE Lab en el que la
sigla “L” corresponde a la luminosidad, la “a” al enrojecimiento y la “b” al amarillamiento. La
medicién fue realizada en la piel de la regién costal desprovista de plumas que se enuentra
adyacente a la dltima costilla,

Fue calculado el consumo total de pigmento durate los 21 dias que les fue suministrado
y la media de la superficie cutianea de los pollos a los 42 dias de edad con base en el
fundamento de que, en los cuerpos de la misma forma y de igual densidad, el 4rea de la
superficie es proporcional al peso elevado a la potencia dos tercios P *¢’ (McDonald, 1999).
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La cuantificacion de extracto etéreo en las heces fue realizada por extraccion en éter etilico
conforme al protocolo de la A.O.A.C. (1990) y Tejada (1992), en forma individual a partir de
dos muestras por tratamiento, obtenidas a los 38 dias de edad.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aspecto de las excretas

A partir de los 28 dias de edad, las excretas de los tratamientos 0% y 20% SCI fueron
aparentemente las mas acuosas, con aspecto desmoronado y particulas de alimento indigesto.
A medida que fue mayor el porcentaje de SCI en la dieta a simple vista, la humedad en las
excretas disminuy6 sensiblemente mientras que la cantidad de moco naranja aumenté. Era de
esperarse que la produccion y secreciéon de moco se incrementara con el consumo de SCI, ya
que la SBA que contiene al igual que otras lectinas, provocan hiperplasia de las células
caliciformes del tubo gastrointestinal (Cuadro 8) (Calderém de la Barca y col, 1987;
Pusztai y col., 1988; Sotelo y col., 1983).

El que la humedad en las excretas haya disminuido conforme se increment6 el
porcetaje de SCI en la dieta, sugiere que los constituyentes de la SCI y en particular la SBA,
no inducen incremento en la excrecion de liquidos ya que, conforme a los resultados de varios
autores, la excrecion de liquido guardé relacion con el peso de las aves y la relacién consumo
de agua / alimento como puede observarse en los Cuadros 15, 16 y 17 y (Stukie, 1986;
Leeson y Summers, 2001).

Pardametros productivos

Al cabo de 42 dias la mortalidad general fue de 1.1%, solo 2 de 180 pollos murieron;
uno del grupo 3 con la dieta 0% de SCI el dia 4 y el otro del grupo 2 con la dieta 40% de SCI
el dia 19 por lo que no es atribuible al efecto de los tratamientos.

A medida que se increment6 la cantidad de SCI en la dieta, disminuyeron tanto el
consumo de alimento (P<0.001) conforme a la ecuacién Y = 67.07 + 0.036 S + 0.002 S >
siendo R* = 0.7139; asi como la ganancia de peso (P<.001) conforme a la ecuaciéon Y =
1837.33 - 8.93 S siendo R* = 0.9105. Consecuentemente, el indice de conversién aumentd
(P<0.001) conforme a la ecuacién Y = 1.4847 + 0.01 S R*=0.7454 (Cuadros 15 y 16).

Coates y Hewitt, (1970) sefialan que cuando mayor es el consumo de alimento mayor

es la ganancia de peso. La disminucioén lineal tanto del consumo como de la ganancia de peso
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(P<0.001) a medida que fue mayor el porcentaje de inclusién de SCI en la dieta, ha sido
atribuido principalmente al efecto antinutricional de los antitripsicos contenidos en la soya: el
factor de Kunitz que bloquea solo a la tripsina y el factor de Bowman-Birk que inhibe no solo
a la tripsina sino también a la a-quimotripsina (Balloun, 1980; Baintner, 1993; Douglas y
col., 1999). Sin embargo, Gertler y col., (1967) atribuyeron la disminucién de la ganancia de
peso en gran parte, a la SBA ya que la adicion de inhibidor de Kunitz redujo en promedio 6%
el crecimiento de pollos mientras que con el suministro de SCI la reduccién de peso fue de
43.5% en relacion al de los pollos alimentados con PSD apropiadamente cocida.
Consecuentemente, estos autores concluyeron que los antitripsicos de la soya jugaron un papel
menor en el crecimiento corporal deficiente de las aves. Siendo que fisiolégicamente, el
intestino de los pollos secreta enterocinasa que convierte el tripsindgeno secretado por el
pancreas en tripsina y a su vez, las secreciones pancredticas estimulan la secrecion de
enterocinasa intestinal, Duke (1986b) y Lepovsky y Furuta (1970) también consideraron que,
la patogenicidad de la SBA sobre el epitelio intestinal podria jugar un papel muy importante
en estos procesos enzimaticos ya que esta inhibe la produccién de tripsina, debido a que
impide la secrecion de enterocinasa por parte de las células enterocromafines ubicadas en las
criptas de Lieberkiihn.
Relacion consumo agua/ alimento

La relacién del consumo de agua: alimento, disminuyé en forma lineal, 4.3%
(P<0.001) a medida que fue sustituido 20% de PSD por SCI como lo explica la ecuacién Y =
2.3200 - 0.005X con una R2 = 0.2767 (Cuadros 17 y 18). Se concluye que ni la SBA, ni los
factores antitripsicos de la SCI, provocaron mayor consumo de agua, siendo que el mayor
consumo de agua guardd relaciéon con el peso corporal, el consumo de alimento y con el
aspecto desmoronado y gran cantidad de agua de las excretas.
Andlisis quimico de las excretas y concentracion sérica de dcido urico

El efecto de la SBA junto con los demas factores antinutricionales de la SCI sobre los
procesos de digestién/absorcion, se vio reflejado en el andlisis quimico de las excretas, en el
consumo de alimento, en la ganancia de peso y por consiguiente en el indice de conversion. En
las excretas el contenido PC o nitrégeno total obtenido por el método de Kjeldahl esta
constituido por dos fracciones: la PV correspondiente a la no aprovechada ya sea por
indigestién o por mala absorcion y, por el NNP es decir, por la fraccion constituida por 4cido
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urico, amoniaco, acidos de amonio, urea, creatinina que son produétos del metabélimo de las
proteinas y de la fermentacion bacteriana (Pattison, 1987)

En el presente estudio, a pesar de que en las excretas no fue apreciada diferencia
significativa (P>0.05) en cuanto a nitrégeno total o proteina cruda (PC), como era de
esperarse, el incremento progresivo (P<0.01) del contenido de PV conforme a la ecuacién Y =
182.04 + 0.41 S siendo R? = 0.6724, sugiere que fue mayor la indigestion de proteinas a
medida que aument6 el porcentaje de SCI, en la dieta tal como ha sido observado en ratas con
otros tipos de lectina (Coates y Hewitt, 1970; Pusztai, 1991; Bielorai y Iosif, 1987) (Cuadro 17
y 18). Contrariamente a lo observado por Oliveira y Sgarbieri (1986) en ratas alimentadas
con Phaseolus vulgaris, en aves no pudo ser comprobado que el consumo de SCI incremente
el catabolismo de proteinas musculares ya que los valores de NNP disminuyeron (P<0.05)
paulatinamente conforme a la ecuacion Y=119.74 - 0.23 S siendo R?=0.5906.

Miles y Featherston (1976) observé que en pollos alimentados con proteina de baja
calidad, era menor la cantidad de nitrégeno incorporado a las proteinas del cuerpo y mayor la
de 4cido urico excretado en comparacion con aquellos que fueron alimentados con proteina de
alta calidad por lo que se infiere que la SCI pudiera ser considerada de baja calidad o fue mal
digerida la proteina. Sin embargo, Coates y Hewitt (1970) sefialan que a mayor ganancia de
peso, mayor es el consumo de alimento por lo que también es mayor la excrecién de NNP, si
toda la proteina contenida en la dieta es absorbida y metabolizada. Por lo tanto la disminucién
del contenido de NNP en excretas observada en el presente estudio, pudo deberse a que
disminuy6 el consumo de alimento a medida que aumenté la cantidad de SCI en la dieta
(P<0.001) (Cuadros 15 y 16).
Aunque por cada 20% de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI, los valores
séricos de acido trico disminuyeron 58.2 mmol/l en forma cuadrética (Y =320.89-291S +
0.023 S 2) (P<0.05) hasta que fue sustituido el 100% de PSD por SCI (Cuadros 15 y 16),
ningun valor rebaso el considerado como normal en aves que es de 594 mmol/l (10 mg/dl), por
lo que se deduce que ni la PSD ni la SCI indujeron el desarrollo de uremia y por lo tanto no
contienen ningin factor nefropatégeno (Bell y col., 1959; Siller, 1981; Sturkie, 1986).
Concentracion sérica de xantofilas y pigmentacion cutdnea

En el presente estudio, el incremento de SCI en dieta increment6 la absorcion de

xantofilas y disminuyé la absorcién de proteinas debido probablemente a los cambios
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patolégicos en el epitelio intestinal, provocados por la interaccién e incorporacién
intracitoplasmica de la SBA en los enterocitos. El hecho de que la concentracién de xantofilas
en suero haya aumento linealmente (P<0.01) conforme a la ecuaciéon Y = 0.1008 + 0.0013 S
siendo R% = 0.2666, a pesar de disminuir también en forma lineal (P<0.01) el consumo de
alimento y por ende el consumo total de xantofilas conforme a la ecuacién Y = 15.46 - 0.0769
S siendo R? = 0.6254, sugiere que el proceso de absorcién del pigmento fue mas eficaz a
medida que aument6 el porcentaje de inclusion de SCI en la dieta (Cuadros 15 y 19).

Esto pudo deberse a que las células producto de la hiperplasia maduraron lo suficiente
durante su migracién hacia el apice de las vellosidades y que por consiguiente se incrementd
la superficie de absorcion. Este incremento de la superficie del epitelio de absorcion debido a
la hiperplasia inducida por la SBA ha sido sefialado por Pusztai (1991). También pudo haber
influido favorablemente en el proceso de pigmentacion el que al nivel del duodeno y el primer
tercio del yeyuno, la SCI beneficia significativamente la absorcion de lipidos y por
consiguiente de xantofilas que son compuestos liposolubles y a que la SCI no afecta la
digestion de los lipidos ya que no interfiere en el patrén de ruptura de los triglicéridos en
duodeno ni inhibe la actividad de las lipasas en el contenido intestinal (Leeson y col., 2001;
Krogdahl, 1985; Sklan y col, 1973; Sklan y col, 1975). Tyczkowski, y col. (1986)
encontraron que la luteina, el pigmento mas abundante en los pétalos de Marigold, es
principalmente absorbido justamente al nivel de duodeno y yeyuno. Por otra parte, siendo que
el contenido porcentual de 4cido linoleico en la soya (6.9) es aproximadamente 5 veces mayor
al del aceite de maiz (1.4) segin ha sido sefialado por Leeson y col., 2001, la mayor absorcién
de pigmento pudo deberse igualmente a que aumento la concentracion de acido linolénico en
la dieta a medida que fue sustituida la PSD por porcentajes mayores de SCI como puede
apreciarse en los (Cuadro 1). Las aves son capaces de sintetizar 4cido oléico a partir de acido
estedrico pero no es asi en el caso de los 4cidos linoléico, linolenico y araquidénico por lo que
estos son nutrientes esenciales para esta especie (Klasing, 1998). Los d&cidos grasos
insaturados entre los que se encuentra el acido linoléico, favorecen la absorcién de los
pigmentos en mayor proporcion que los acidos grasos saturados (Tyczkowski y col., 1987).

La mayor absorcion de pigmento se vio reflejada en el incremento del depdsito de
pigmento en la piel (P<0.05) que mostré mas amarillamiento a medida que fue mayor el

porcentaje de SCI en la dieta (Cuadro 19). Sin embargo, el aumento lineal del amarillamiento
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de la piel fue observado solo hasta el 60% de sustitucién de PSD por SCI, y este disminuyé
con niveles mayores de sustitucién conforme a la ecuacién Y = 27.85 + 5.6 §— 0.677 S 2
siendo R* = 0.0919. Este efecto puede estar relacionado con la cantidad de 4cidos grasos
excretados.

Los valores de extracto etéreo en las heces que corresponden a la excrecién de 4cidos
grasos, aumentaron (P<0.05) a medida que aumentd el porcentaje de inclusion de SCI en la
dieta conforme a la ecuacién Y = 116.75 + 0.53 S siendo R* = 0.8111 (Cuadros 17 y 18).
Estos resultados coincidieron con los resultados de Sklan y col. (1973) y Sklan y col. (1975)
que observaron que, a pesar de que la SCI aumenta la absorcion de lipidos y acidos biliares en
duodeno y la primer porcion del yeyuno también reduce la desaparicién de los residuos de
estos compuestos en ileon y colon por lo que se incrementa la excrecion de acidos grasos y
acidos biliares. Sin embargo, el incremento de 4cidos grasos en las excretas también pudo
deberse a un mayor catabolismo de los lipidos del tejido subcutdneo como en el caso de las
ratas alimentadas con la PHA en las que fue observado excrecién de triglicéridos provenientes
del catabolismo del tejido adiposo subcutidneo (Pusztai, 1991). El posible mayor catabolismo
del tejido adiposo subcutianeo debido a altas concentraciones de SBA en la dieta, también
podria ser la explicacion del porque el amarillamiento cutdneo fuera menor en los pollo
alimentados con 80 y 100% SCI en la dieta con concentraciones de SBA mayores a 2747ug/g
que en los de las dietas de 0% hasta 60% SCI (Cuadro 19).

CONCLUSIONES

1. Ni la SBA ni los factores antinutricionales de la SCI provocaron mayor consumo de agua.

2. El aspecto desmoronado y acuoso de las excretas observado en los tratamientos con mayor
porcentaje de proteina de PSD en la dieta, estuvo relacionado con el mayor peso corporal
asociado a mayor consumo de alimento y de agua.

3. La ingestién de SCI y las lesiones en el tubo digestivo relacionadas con la interacci6n de
la SBA con el epitelio intestinal, provocaron alto indice de conversién, incremento de
excrecion de moco, de proteina verdadera y de é4cidos grasos pero, disminucién de la
excrecion de nitrégeno no proteico.

4. Laingestiéon de SCI no provocé uremia lo que denota que no hubo dafio renal.
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5. La excesiva excrecién de moco debido a hiperplasia de células caliciformes asociada a la
interaccion de la SBA con el epitelio intestinal en los tratamientos con mayor porcentaje
de SCI, no obstaculizaron la absorcion de pigmento ni la pigmentacion cutanea.

6. La ingestiéon de SCI favorecié notablemente la absorcion de xantofilas por lo que se

increment6 la concentracion sérica de xantofilas y la pigmentacién cuténea.
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Cuadro 15. Media + error estandar de los pardmetros productivos (g) y de la concentracién
sérica de dcido urico (mmol/l) de pollos de engorda de 42 dias de edad.

Parametros productivos

Ac.trico'  Consum. alimento® Ganancia peso ~ Indice conversién *
media + EE media + EE media + EE media + EE
0% 350 +27.8° 6733206 1787.33 £ 56.74 * 1.54+0.11°

Dietas

20% 237 £24.1%  6827+206® 1732.70+56.74*  1.61+0.11%
40% 217 £252°  61.80+£2.06™ 142833+56.74°  1.74+0.11%
60% 291 £24.1%  6325+2.06™ 1332.70+56.74°  1.96+0.11"
80% 223 £24.1° 60.51+£2.06° 1169.00+56.74°  2.13+0.11%

100% 264 +£252% 49.80 + 2.06 ¢ 894.00 + 56.74 ¢ 230+0.112

P56 P *ookok *okok sk

! Concentraci6n sérica promedio + error estandar de 4cido trico de 12 pollos por tratamiento a
lo 42 dias de edad determinados por espectofotometria con 500 nm de absorbancia (mmol/l).

2 Consumo promedio + error estandar de alimento (g) por pollo, por dia en cada tratamiento,
durante 42 dias. *Ganancia de peso corporal promedio (g) % error estandar, por pollo en cada
tratamiento al cabo de 42 dias (P< 0.001).* Promedio + error estandar de indice de conversién:
relacion del consumo de alimento promedio por pollo / promedio de ganancia de peso corporal
por pollo al cabo de 42 dias (P< 0.01). ° Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por
proteina de SCI en las dietas experimentales. ® Significancia del efecto *** P< 0.001; ** P<
0.01. Medias en la misma columna con diferente literal fueron significativamente diferentes.
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Cuadro 16.  Cuadrados medios de los parametros productivos (g/kg) y de la
concentracion sérica de dcido urico (mmol/l) de pollos de engorda de 42 dias de edad.

Parametros productivos

Ac. Urico'  Consume alimento © Ganancia peso- Indice conversion *

Dietas’ glI® CM’ P< gl  CM P< CM P< CM P<

Soya 5 25664 ** 5 132.06 ** . 344943.07 *** 0.274  **
Lineal 1 24177 1 51340 *** 1675893.33 *** 1.34 e
Cuadratico 1 41608 *

Residuo 3 30326 o4 146.9 48822.02 0.03

Error 61 6971 17 1292 9660.22 0.035

! Concentracién sérica promedio + error estandar de cido trico de 12 pollos por tratamiento a
lo 42 dias de edad determinados por espectofotometria con 500 nm de absorbancia (mmol/l).
?Consumo promedio+ error estandar de alimento (g) por pollo, por dia en cada tratamiento,
durante 42 dias. *Ganancia de peso corporal (g) promedio + error estandar por pollo en cada
tratamiento durante 42 dias. “Promedio + error estandar de indice: relacién del consumo de
alimento promedio por pollo / promedio de ganancia de peso corporal por pollo a cabo de 42
dfas.’ Porcentajes de sustituciéon de ;;roteina de PSD por proteina de SCI en las dietas
experimentales. °Grados de libertad. ’Cuadrados medios. ®Significancia del efecto *** P<
0.001; ** P<0.01; * P<0.05; sin* corresponde a P> 0.05.
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Cuadro 17. Medias + error estandar de la relacion de los consumos de agua/alimento
(ml/g) entre los dias 35 y 42 de edad y del andlisis quimico de excretas (g/kg) de pollos de
engorda de 38 dias de edad.

Anélisis de excretas
Dietas®
Agua/ Alim.' PC° PV* NNP° EE°®
Media+ EE Media+ EE Media + EE Media+ EE =~ Media + EE
0% 284+£0.11 * 3147+11.6 179+94 ° 135.7+83* 1168+9.7 °

20%  2.40+0.11 ° 306.7+11.6 192.6+9.4 ™ 114.1+83* 128.8+9.7%
40%  1.93+£0.11 © 290.8+11.6 2002+9.4 * 904+83 ° 1449+97%
60%  1.98+0.11 ¢ 332.7+11.6 216094 ® 1167+83 ® 131.5£9.7%
80%  1.80+0.11 ¢ 3456+11.6 238.8+94 * 1068+83 > 1674+9.7 *

100%  1.98+0.11 © 3142+11.6 212.7+94 *® 101.5+83 ™ 171.0+9.7 ®

p=? Kk *x * *

' Relacién de consumos de agua/alimento promedio + error estandar, por pollo, por dia entre
los dias 35 y 42 de edad (ml/g), (P<0.001). * Andlisis quimico de 3 muestras de heces por
tratamiento tomadas a los 38 dias de edad (g/kg). *> Proteina cruda promedio + error estandar
en g/kg de heces. * Proteina verdadera promedio + error estandar en g/kg de heces.® Nitrogeno
no proteico promedio + error estandar en g/kg de heces. ® Extracto etéreo promedio + error
estandar en g/kg de heces. ® Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI
en las dietas experimentales. °Significancia del efecto *** P <0.001 ** P<0.01 *P<0.05;
sin * corresponde a P>0.05. Medias en la misma columna con diferente literal fueron
significativamente diferentes.
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Cuadro 18. Cuadrados médios de la relacion de los consumos de agua y alimento (ml/g)
del dia 35 y el 42 de edad y del andlisis quimico de excretas (g/kg) de pollos de engorda de
38 dias de edad.

] Anélisis de excretas *

Dietas’ 2Kgua /A, PC?3 PV * NNP $ EE®

gl® CM” P<” gl CM CM P< CM CM  P<
Soya 5 045 *** 5 112357 129736 *  709.78 * 961.51 *
Lineal 1 1.56 *** 1 104430 4467.55 *** 1190 * 398471 **
Cuadritico 1 0.63 ** 1 0.13  679.81 666.08 32.94
Ctbico 1 0.0007 1 327180 796.67 843.50 33.85
Residuo 2 0.04 2 650.81 271.38 424.66 0.455
Error 12 0.04 12 40638  263.30 204.98 186.56

! Relacion de consumos de agua/alimento promedio + error estandar, por pollo, por dia entre
los dias 35 y 42 de edad (ml/g), (P<0.001). * Andlisis quimico de 3 muestras de heces por
tratamiento tomadas a los 38 dias de edad (g/kg). > Proteina cruda promedio % error estandar
en g/kg de heces. * Proteina verdadera promedio + error estandar en g/kg de heces.’ Nitr6geno
no proteico promedio * error estandar en g/kg de heces. ¢ Extracto etéreo promedio + error
estandar en g/kg de heces.  Porcentajes de sustitucion de proteina de PSD por proteina de SCI
en las dietas experimentales. ® Grados de libertad. °Cuadrados medios. '°Significancia del
efecto *** P<0.001 ** P<0.01 *P<0.05; sin * corresponde a P>0.05. Medias en la
misma columna con diferente literal fueron significativamente diferentes.
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Cuadro 19. Medias de consumo total de pigmento (mg) por pollb, del drea cutdnea, de la
densidad dptica de la concentracion sérica de xantofilas y de la pigmentacion cutanea (escala
CIE Lab.) a los 42 dias de edad.

Consumo  Area cutinea * Xantofilas séricas Pigmentacién cuténea
]:}igmcmo1
Dietas® Media+ EE Media+ EE ~ Mediaz EE =~ L°+EE a®+EE  b’+EE

0% 170+ 451a 153+3.67a 0.12+£0.029 bc 67+0.96 10+0.78 32+2.13 ¢
20% 175+145a 150+3.67 a 0.10£0.029 ¢ 69+088 8+0.71 39+194 ab
40% 151+3.51ab 132+3.67 b 0.18+0.039 abc 68+092 9+0.74 35+2.03bc
60% 159+845ab 126+3.67 b 0.16+0.034bc 69+088 9+0.71 42+194a
80% 150+6.11ab 116+3.67bc 0.19£0.031ab 69+0.88 8+0.71 37+ 1.94 abc

100% 127+5.45b 97+3.67 ¢ 027+0.031a 69+0.92 7x+0.74 38+2.03 abc

Psg *ok *% *k *

!Consumo total promedio + error estandar de pigmento por pollo durante 21 dias con dieta de
finalizacién (mg). 2Area cutdnea promedio + error estandar = P **’ con base en el fundamento
de que en los cuerpos de la misma forma y de igual densidad, el 4rea de la superficie es
proporcional al peso elevado a la potencia tres cuartos. > Concentracién de xantofilas séricas
promedio + error estandar, de 6 pollos por tratamiento a los 42 dias de edad, determinada por
espectofotometria liquida con 480 nm de absorbancia. *Pigmentaci6én cuténea promedio +
error estandar de 10 pollos por tratamiento a los 42 dias de edad determinada en forma
individual con un colorimetro de reflactancia Minolta CR300. *Luminosidad, 6em‘ojecimiento,
Tamarillamiento de la escala CIE Lab. *Porcentajes de sustitucién de proteina de PSD por
proteina de SCI en las dietas experimentales. *Significancia del efecto ** P< 0.01, *P< 0.05;
sin * corresponde a P> 0.05. Medias en la misma columna con diferente literal fueron

significativamente diferentes.
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IX.- CONCLUSIONES DEL PROYECTO

1.

La SBA tuvo efecto perjudicial dosis respuesta para los pollos de engorda, sobretodo
cuando la concentracién en la dieta fue superior a 3196 pg/g.

Las lesiones asociadas a la interaccién de SBA con la membrana y su presencia en el
citoplasma de los enterocitos de pollo de engorda, son semejantes a las inducidas por otras
lectinas en otros modelos experimentales.

Ni la SBA, ni los demas factores antinutricionales de la SCI, provocaron mayor
consumo de agua, siendo que el mayor consumo de agua guard6 relacion con mayor peso
corporal, mayor consumo de alimento y con el aspecto desmoronado y aspecto acuoso de
las excretas.

Ni el efecto de la SBA ni el consumo de SCI, puede ser considerados en la patogenia
del STR, como responsables de las camas humedas por no haber provocado poliuria
debido a polidipsia, ni diuresis por disfuncion renal ya que no provoc6 uremia.

La SBA si podria tener algin papel en el desarrollo del STR en cuanto a:

a) La excrecion del moco observado en las deyecciones de aves que sufren
dicho sindrome, ya que indujo hiperplasia de células caliciformes con
efecto dosis respuesta.

b) La ganancia de peso deficiente, ya que se vid asociada a atrofia de las
vellosidades, a hiperplasia y displasia del epitelio intestinal y a alteraciones
ultrestructurales en los enterocitos, que comprometen la sobrevivencia de
estas células y la funciones de digestion / absorcién.

La SBA, junto con los demas factores antinutricionales de la SCI, intervenieron en el
aprovechamiento deficiente de los nutrientes, puesto que provocaron indigestion de
proteinas ya que por cada 20% de sustitucién de proteina de PSD por proteina de SCI, se
incrementd linealmente la concentracién de proteina verdadera en excretas.

La ingestién de SCI se vié asociada a hipertrofia nodular del pancreas, lesiones
gastricas, y probablemente mayor permeabilidad del conducto entre molleja y duodeno lo
que permitié el paso de particulas de alimento indigestas, al tubo digestivo.

Sin embargo, la ingestién de SCI y las lesiones asociadas a la interaccién de la SBA

con el epitelio intestinal, no interfierieron en la absorcién de xantofilas y contrariamente a
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10.

lo observado en el STR, se incrementé paulatinamente la concentracién de xantofilas en

suero y la pigmentacién cutanea.

Los resultados obtenidos por medio de inmunohistoquimica anti-SBA, sugieren que

probablemente en el pollo de engorda:

a)

b)

d)

Solo las células maduras de las vellosidades intestinales presentan el receptor
GalNac/Gal para la SBA y no asi las células indiferencias de las criptas de
Lieberkiihn.

Que la SBA al igual que otras lectinas, induce la produccion de anticuerpos
Ig A y que esta sea la razén por la cual la reaccion inmunohistoquimica
anti-SBA haya sido apreciada invariablemente en el citoplasma, pero no
siempre en las microvellosidades de los enterocitos del dpice y del tercio medio
de las vellosidades intestinales del pollo de engorda

Que la SBA probablemente circula en el torrente sanguineo del pollo de
engorda y que probablemente, las células B secretoras de insulina presenten el
receptor GalNac/Gal, razén por la cual fue observada reaccién
inmunohistoquimica anti-SBA muy intensa en algunos islotes de Langerhans y
leve en otros. |
Que la interaccién de la SBA con la membrana de algunas de las células de los
islotes de Langerhans, a juzgar por los resultados de la histologia y la
inmunohistoquimica anti-SBA realizados en pancreas de pollos de engorda,

pudiera jugar algun papel en la sintesis o secrecion de insulina.

X.- PROSPECTIVAS
Las posibles etapas que continuarian en esta linea de investigacion:

1.

.Evaluar el efecto de la SBA en forma independiente suministrando a las aves extractos

purificados de esta lectina.
Comprobar la posibilidad de que la SBA, esté implicada junto con los factores antitripsicos

de la soya en el desarrollo de las lesiones observadas en el parénquima exdcrino del

pancreas de pollo de engorda, para esclarecer el efecto perjudicial de la SCI en el

desempefio productivo de estos animales
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3. Corroborar que en aves la SBA incrementa la concentracion sérica de poliaminas y que
estas son responsables de mayor liberacion de CCK a nivel intestinal, para determinar si
estos dos elementos intervienen en el desarrollo de hipertrofia del pancreas exocrino como
sugieren los resultados de Jordinson, M.; Playford, R. J.; Calam, J. Effects of a panel of
dietary lectins on cholecystokinin release in rats. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver
Physiol. 1997; 273: 946-950; Pusztai, 1991; Pusztai y col., 1996 y que por medio de este
mecanismo se genera proventriculitis y erosion de molleja, que son lesiones muy frecuente
en el pollo de engorda y que seguramente influyen en la digestion / absorcién y por
consiguiente en el desempeifio productivo de las aves.

4. Determinar si la SBA se encuentra en el torrente sanguineo de las aves que consumen SCI
y si ésta interactua con la membrana celular de las células B de los islotes de Langerhans,
por lo que estas células sufren ateraciones que inhiben la sintesis o secrecion de insulina.

5. Determinar el mecanismo por medio del cual la SBA provoca atrofia de las vellosidades a

pesar de que es reponsable de hiperplasia e incluso de displasia del epitelio.
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This study was aimed at determining the effect of raw full-fat soybean in the digestion/absorption of
broilers and to evaluate the role of soybean agglutinin (SBA) in the pathogenesis of the runting and
stunting syndrome of broilers. Six broiler groups were fed with six experimental diets for 42 days in
which the defatted soybean meal of the basal diet was substituted with increasing raw full-fat soybean
percentages ranging from 0 to 100%. The results suggested that SBA included in the raw full-fat
soybean can play a role in the pathogenesis of the runting and stunting syndrome in broilers since
binding and incorporation of SBA to enterocytes were associated with hyperplasia and dysplasia of
the intestinal epithelium, as suggested by the progressive increases (P < 0.001) of mitosis/crypt in
the duodenum and in the midintestine, as well as by intestinal villi atrophy (P < 0.001) in the duodenum
and the midintestine. Indigestion and malabsorption of proteins induced progressive low weight gain
(P < 0.001) up to 50% with 100% of raw full-fat soybean in the diet at 42 days. Xanthophylls in
serum and skin yellowness were enhanced linearly in the broilers fed 42 days with increasing
percentages of raw full-fat soybean in the diet. Increased xanthophylls absorption and decreased
protein absorption can be caused by pathological changes in the epithelial intestine triggered by
SBA binding and internalization.

KEYWORDS: Broiler; raw full-fat soybean; soybean agglutinin; Glycine max; intestine; immunohisto-

chemistry; feces; pigmentation; growth

INTRODUCTION

The “runting and stunting syndrome” (RSS) or “malabsorp-
tion or feed passage syndrome” gives rise to considerable
economic losses in aviculture worldwide. This syndrome is
characterized by reduced weight gain and increased feed
conversion due to indigestion and poor absorption of proteins
and xanthophylls, thus increasing production costs (/—3). The
pathogenesis of RSS has not been fully elucidated (4—8).
Because the soybean agglutinin (SBA) is an antinutritional factor
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from soybean and residual concentrations of it have been found
in the commercially processed defatted soybean meal (DSM)
extensively used in poultry feed, it is important to assess
whether, even in small doses, SBA has a detrimental effect on
the intestine of broilers (9). It has been suggested that SBA has
a deleterious effect on skin pigmentation, as occurs in RSS, by
injuring the intestinal mucosa and by increasing lipids catabolism
(8, 10). Mucus hypersecretion caused by SBA could hinder
pigment absorption since the mucus from the glycocalyx—
microvilli network acts as a three-dimensional barrier that
excludes all particles and restricts diffusion of large molecular
weight compounds (117, 12).

The aim of this study was to assess the effect of raw full-fat
soybean (RFFS) and the role of SBA in the digestion/absorption
function of broilers and to determine whether the latter could
play a role in the pathogenesis of RSS. Weight gain, feces
analyses, and serum xanthophylls concentrations were deter-
mined to assess the RFFS’s effect on the digestive and
absorptive intestinal function. Immunohistochemistry was used
to determine SBA binding to the microvilli and to broiler
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Table 1. Caiculated Analysis of the Main Nutrients (%) from the Starter and Finisher Diets for Each Experimental Group

starter diets (0-21 days) finisher diets (22-42 days)
experimental groups experimental groups

% raw full fat soybean in diets 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
CcP 22 22 22 22 22 22 20 20 20 20 20 20
crude fat 6 6.1 8.5 9.3 10.1 n 7 12 12 12 12 12
calcium 1 1 1 1 1 1 0.9 03 03 0.9 0.9 08
available phosphorus 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0.5 0.4 04 04 04 0.4 04
metabolizable energy (kcalkg) 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050 3050
methionine + cystine 09 0.9 09 09 0.9 0.9 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
lysine 1.2 13 13 1.2 14 1.2 1.2 11 12 1.2 1.2 13
linoleic acid 22 234 3.89 4.01 439 4.84 2.68 5.53 5.50 5.48 5.45 542

enterocyte’s cytoplasm, while histopathology was used to
determine the deleterious effect of SBA on the intestinal mucosa
and on the length and epithelial proliferation of duodenum and
midintestine villi. Skin yellowness was assessed to determine
the RFFS effect on the skin pigmentation.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Procedure. Avian Farm x Arbor Acre | day old
chicks (n = 180) of either sex, weighing 36 + 10 g, were used in six
experimental diets. Three groups of 10 chicks each (n = 30) were fed
with each experimental diet and housed in Petersime battery cages with
water and food ad libitum for 42 days. Twelve diets containing sorghum
and commercial DSM were formulated as follows: starter diets for
the first 2] days and finisher diets for the last 21 days, as established
by Cuca et al. (/3), using the Carlos and Carlos NUTRION III program
(14). All diets were isoproteic with 22 and 20% of crude protein (CP)
for starter and finisher diets, respectively, and isocaloric with 3050
kcal/kg of metabolizable energy. For the experimental diet, the DSM
was substituted by increasing the percentages of RFFS. The negative
control diet contained 0% of RFFS, and each successive diet contained
20% more RFFS, with 100% RFFS for the sixth diet (Table 1). The
DSM was obtained from the Facultad de Veterinaria y Zootecnia
(Mexico), and the soybean was dehulled, cracked, flaked, and hexane
extracted. Then, the flakes were transferred to the desolventize toaster
unit where the remainder of the solvent was recovered, and the flakes
were subjected to stream heat to inactivate the soybean growth
inhibitors. To prepare the RFFS meal, soybeans from a Mexican cultivar
were ground until a 20 mesh flour size, thus retaining the full amount
of fat. The finisher diets were supplemented with 70 mg of xanthophyll
from Tagetes erecta petals (Marigolds or Cempasuchil flowers) (Hi-
Gold 60 pigment, Industrial Organica, Monterrey, Mexico) per kilogram
of meal.

Characteristics of DSM, RFFS, and Experimental Diets. Urease
activity, hemagglutinating activity, and SBA concentration in the DSM,
RFFS, and experimental diets were determined in the soybean products
used. Urease activity values were determined by the Hayward’s method
(/5) and following the AOAC 1990 protocol (/6). The saline extraction
of proteins from the soybean flours, used to determine the hemagglu-
tinating activity and presence of SBA by immunodiffusion assays, was
performed as described in ref 6: dry flour was suspended in 0.15 M
NaCl at 10% (w:v) and stirred for 2 h, the pH was adjusted to 4 with
4 M acetic acid, and the mixtures were allowed to stand overnight at
4 °C. The supernatant was obtained by centrifugation at 3000 rpm for
15 min. The hemagglutination titer of the saline extracts was determined
with a 1% suspension of rabbit erythrocytes in PBS, pH 7.2, by the
2-fold serial dilution, and the result was reported as the reciprocal of
the last 2-fold dilution showing visible agglutination. The hyperimmune
anti-SBA serum was obtained from an adult New Zealand male rabbit
weighing 3.5 kg, by inoculating 3 mg of SBA (Sigma Chemical, St,
Louis, MO) in 6 mL of PBS and 1:1 complete Freund adjuvant. The
emulsion (500 uL) was subcutaneously injected four times in the dorsal
thoracic area at 7 day intervals. The rabbit was immunized two times
more at 2 month intervals, and 7 days after the last inoculation, the
inhibition of the hemagglutination titer was 1:32 768. The rabbit was
killed by decapitation and bled; the serum was stored at —70 °C until

use. The concentration of SBA in the DSM, RFFS, and experimental
diets was determined by Rocket immunoelectrophoresis (/7) in 2%
agarose gel and using different SBA concentrations (Sigma) as
standards. The test was validated by the standard curve of different
SBA dilutions beginning with 1 mg/mL of SBA in PBS, pH 7.2.

Productivity Parameters. Mortality, averages of feed intake, and
body weight gain per chick were registered weekly along the 42 days
to calculate feed conversion.

Feces Analysis. Three fecal samples from each experimental diet
were obtained at 38 days, to determine the SBA effect on the digestive/
absorptive intestinal function. The excretion of CP was determined by
the Kjeldahl method (/6). Because CP or total nitrogen in bird feces
contains only 15% of true protein (TP) that has been neither digested
nor absorbed and 85% of nonprotein nitrogen (NPN), corresponding
to urine products and other wastes from the intestinal tract, in the present
study, the contents of TP in feces were estimated by subtracting the
NPN value from CP (/8). The lipid excretion or ether extract (EE)
was determined in two samples per treatment from the same feces based
on the relation existing between lipids and xanthophyll absorption. The
CP content was determined by the Kjeldahl method, NPN by the
trichloracetic acid method, and EE using the AOAC (/6) and protocol
of Tejada (19).

Histological Procedure. The effect of SBA and its presence in the
intestinal mucosa was evaluated by histopathological analysis and by
immunohistochemistry. At the end of the experimental period, a
necropsy of nine chickens per treatment was performed after desensi-
tization and euthanasia by means of an electric current passed from
the oral cavity to the cloacae mucosa. One centimeter long transversal
sections from the midduodenum in the ascendant and descendant
portions of the duodenal loop and from the midintestinal region near
Meckel’s diverticulum were taken from each chicken. The samples were
buffer—formalin-fixed for 24 h, paraffin-embedded (Paraplast X-TRA
Oxford Labware, St. Louis, MO, fusion between 50 and 54 °C), and
sectioned at 3—4 um thickness (20). Histopathological analysis was
performed on hematoxylin—eosin-stained paraffin sections from each
duodenum and midintestine tissue sample. This allowed us to measure
villi length and to assess the epithelial hyperplasia by the number of
mitoses in the Lieberkiihn crypts (20). These studies were performed
with a photonic Leica Gallen III microscope with a 10x ocular lens
and a reticular lens with 20 squares per side. By means of a micrometer
slide, each subdivision was set at 185.7 um per side, with the 4x
objective lens; 75 um with the 10x objective lens; and 18 um with
the 40x objective lens. The duodenal villi were measured with the 4x
objective lens, and those of the midintestine were measured with the
10x objective lens to include, in both cases, the entire villi area. Ten
villi per chick were measured. To evaluate epithelial hyperplasia, the
number of mitoses in 10 crypts per chick were counted. Only the
mitoses within the visual ficld of the 100x objective lens were counted,
placing the lower border of the crypt over the optical field perimeter.

The presence of SBA was determined by immunohistochemical
analysis on paraffin sections from the duodenum and midintestine of
both control and RFFS-fed chickens (EnVision+ System, Peroxidase
(DAB), Rabbit; Dako Corporation, Carpinteria, CA). For negative
controls, paraffin sections were incubated with nonimmunized rabbit
serum in place of the primary antibody. The entire immunostaining
procedure was performed at room temperature. The primary antibody
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was rabbit hyperimmune serum against SBA. The paraffin of the tissue
sections was removed with xylene and alcohol before blocking the tissue
peroxidase with 0.03% H;0; for 15 min. The tissue sections were
washed for 10 min with PBS and incubated with proteinase K (Dako)
for 15 min, which was removed by shaking the slides. The tissue
sections were incubated with a 1:800 primary antibody dilution for 30
min and washed with PBS; thereafter, the peroxidase-conjugated
secondary anti-rabbit antibody (Dako) was applied for 30 min. The
color was developed with 3,3'diaminobenzidine solution containing
H;0; (Dako) for 8 min. The samples were counterstained with
hematoxylin.

Pigmentation. To evaluate the effect of SBA on the pigmentation
process at the end of the experimental period, the absorption and tissue
deposition of xanthophylls were measured by determining serum
xanthophylls concentration and skin yellowness, respectively. Serum
xanthophylls were measured in six broilers per experimental diet in a
1:10 serum and acetone solution, using a Milton Roy spectronic 20D
spectrophotometer, at 480 nm of liquid absorbance, following the
method described by Allen et al. (27). Skin pigmentation was evaluated
in 10 live broilers per experimental diet, over a period of 2 h, using a
Minolta CR300 chromometer at the featherless area of the body found
near the most caudal rib. Serum xanthophylls and skin yellowness
values were evaluated in relation to the total xanthophyll intake and
total body skin area, which was estimated by means of body weight to
the two-thirds power (W), according to Mc Donald et al. (22).

Statistical Analysis. The means of all results were compared by
variance analysis and Tukey's test. Regression analysis was obtained
by the minimum squares test and by Pearson’s linear correlation (SAS,
vers, 8 program, I999).11:cmodclusodwns]’g=p +R;+S;+€.qy,
where ¥ was the effect of each (j-th) random observation for each
characteristic, associated to each (i-th) soybean percentage, u was the
population mean, R; was the effect on each experimental group of birds
fed with different soybean percentages, S; was the effect of each (i-th)
soybean percentage, and € was the random error, NID.

RESULTS AND DISCUSSION

Characteristics of DSM and RFFS Contained in the Diets.
The characteristics of the soybean flour used were satisfactory
for this study. The urease activity was 0.29 for DSM vs 2.3 for
RFFS (which had not been heated), indicating that the stream
heat process was allowed to inactivate the urease activity, but
maintained active the hemagglutinating activity of SBA (23,
24). The hemagglutination titer of the DSM saline extract was
1:3 200; of RFFS, the hemagglutination titer was 1:25 600; and
of the purified SBA (1 mg/l mL), it was greater than 1:204 800.
The SBA contents in RFFS and DSM used in the formulation
of diets were 5658 and 884 ug/g, respectively; 756 ug/g in the
0% diet, 1034 ug/g in the 20% diet, 2447 ug/g in the 40% diet,
2747 ug/g in the 60% diet, 3196 ug/g in the 80% diet, and
3667 ug/g in the 100% diet, in relation to the peak height of
antigen concentration in the standard curve used for the Rocket
immunoelectrophoresis, which decreased (P < 0.01) following
the equation ¥ = —1.6553 + 0.5711 S, where R? = 0.8023.

Productivity Parameters and Feces Analyses. Mortality for
the whole experiment was 1.1%, one from the 0% RFFS group
at day 4 and another in the 100% RFFS group at day 19; thus,
the death of these chicks is not attributable to a treatment effect.
As increments of 20% DSM were substituted by RFFS, the food
intake decreased (P < 0.001) according to the following
equation: ¥ = 67.07 + 0.036 S + 0.002 52 with R = 0.7139
until the 90% substitution level, and then, the values fell; the
weight gain decreased (P < 0.001) according to the equation ¥
= 1837.33—8.93 § with R? = 0.9105, and the feed conversion
increased (P < 0.001) according to the equation ¥ = 1.4847 +
0.01 S with R? = 0.7454 (Table 2). The linear negative effect
on weight gain (P < 0.001) when DSM was substituted by
increasing percentages of RFFS (Table 2) has been attributed
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Table 2. Productive Parameters (g) from Broilers at Day 422

productive parameters (mean + SE)?

experimental feed body weight feed
diets intake (g)° gain (g)* conversion (g)*
0%’ 67.33 £ 2.06% 1787.33 1 56.74° 1.54£0.11¢
20% 68.27 + 2.062 1732.70 £ 56.74° 1.61£0.11%
40% 61.80 + 2.06 1428.33 £ 56.74° 1740119
60% 63.25 + 2.06%< 1332.70 £ 56.74° 1.96 +£0.11%
80% 60.51 + 2.06° 1169.00 + 56.74¢ 213+011%®
100% 49.80 + 2.06¢ 894.00 + 56.749 230+0112
P<9 e poit o

# Superscript letters a—e: means in the same column with different superscripts
were significantly different. ®Means < standard emor. ¢ Daily average of feed intake
(g) per chick, in each treatment, over 42 days (P < 0.001). ?Body weight gain per
chick with each treatment, over 42 days, minus the mean body weight at day 1 (g)
(P < 0.001). ©Relation of feed intake per chick/body weight gain per chick at day
42 (P < 0.01). /Experimental diets with increasing percentage of RFFS. ¢ Signifi-
cance of effects: **P < 0.001; *"P = 0.01; without * comresponds to P = 0.05.

Table 3. Chemical Analytes of Feces (g/kg) from Broilers at Day 38°
chemical analytes of feces® (mean + SE)*

experimental

diets Ccpe TP NPN/ EE9

0% 3147£116 179+9.4¢ 1357183 116.8£9.7°

20% 306.7+116 1926+9.4% 1141+83% 1288+9.7%®
40% 2908+116 2002194> 904+83° 1449+ 9.7%
60% 33274116 2160+94® 1167+83® 1315+97®
80% 3456+116 2388+94° 1068+8.3* 167.4+9.7°

100% 3142+116 2127+94% 101.5+83% 17104972

p<t

# Superscript letlers a—c: means in same column with different superscripts
were significantly different. ® Chemical analytes of three samples of feces from
each treatment taken at day 38 (g/kg). ©Mean + standard eror. YCP P > 0.05.
¢TP (P <0.01). /NPN (P < 0.05). 9EE of two samples of feces from each treatment
taken at day 38 (g/kg). * Significance of effects: **P < 0.01; *P < 0.05; without
* corresponds to P = 0.05.

to both the lectins and the antitrypsic effects present in the RSS
(25). Duke (26) considered that the pathogenicity of SBA on
the intestinal epithelium could inhibit trypsin production because
it impedes secretion of enterokinases by enterochromaffin cells
located in the crypts of Lieberkiihn (26, 27). However, Balloun
(25), Baintner (28), and Douglas et al. (29) concluded that rather
both antitrypsic factors, i.e., the Kunitz that blocks only trypsin
and the Bowman—Birk that inhibits trypsin and a-chimotrypsin,
are responsible for the deficient weight gain instead of SBA.

In this study, despite a lack of significant (P > 0.05) findings
in feces in regard to CP or total nitrogen, the deficient weight
gain with increased RFFS in the diet was associated with an
increase of TP in feces (P < 0.001) according to the equation
Y = 182.04 + 0.41 S with R? = 0.5099 (Table 3). This result
suggests that protein digestion was worst as the RFFS percentage
increased, as had been observed by Bielorai et al. (/8). Coates
et al. (30) point out that at greater weight gain, the food intake
is greater, such that there is greater excretion of NPN if all of
the protein contained in the diets is absorbed and metabolized.
The decreased content of NPN in feces observed in the present
study could be due to the decreased food intake (P < 0.001)
observed when increased RFFS quantities were added to the
diet (Table 3). These authors attributed the decreased weight
gain largely to SBA, based on their observation that the addition
of a Kunitz inhibitor reduced broiler growth by 6% in average,
whereas weight gain was reduced in 43.5% by RFFS addition,
when compared to broilers receiving adequately cooked DSM.
Consequently, these authors concluded that the proteases in
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Figure 1. Tip of duodenum villi from a chicken fed with 100% RFFS in
the diet. The SBA is shown inside the cellular cytoplasm (amrow);
immunostain; bar = 35 um.

soybean play a minor role in the deficient growth of broilers.
Physiologically, the broiler’s intestine secretes enterokinases that
then convert the trypsinogen secreted by the pancreas to trypsin,
which, in turn, stimulates intestinal pancreatic secretions to
secrete intestinal enterokinases.

On the other hand, the NPN diminished (P > 0.05) according
to ¥ = 119.74 — 0.23 S with R? = 0.1556 (Table 3). In fowl
feces, the quantity of CP or total nitrogen obtained by the
Kjeldahl method is made up of two fractions: TP, corresponding
to the not used protein, be it through indigestion or malabsorp-
tion; and NPN, the fraction made up of uric acid, ammonium,
ammonium acids, urea, and creatinine, which are the products
of protein metabolism and bacterial fermentation (3I). The
increased NPN values in rats fed with Phaseolus vulgaris meal,
containing P. vulgaris agglutinin, suggested increased muscular
catabolism (32). In contrast, in our study, muscular catabolism
seems to be improbable since NPN values decreased with
increasing RFFS intake.

Histological Results. The enterocytes membrane of broilers
seems to possess oligosaccharides containing GalNAc/Gal,
which are receptors specifically recognized by SBA. The
immunohistochemical analysis showed positive SBA recognition
in the 0% RFFS control group, as well as in all broilers from
the experimental groups at 42 days. The presence of SBA in
the 0% RFFS control group indicates a residual SBA content
in the commercial DSM (9). SBA identified in the 42 days old
chicks was homogeneously distributed over the entire villi
epithelium, except in the Lieberkiihn crypts. These results show
that the glycoprotein receptors recognized by SBA are present
only in mature cells since the Lieberkiihn crypts are made up
of progenitor, undifferentiated, or embryonic cells (/7). The
positive SBA reaction was observed in the cellular cytoplasm
in all cases and in the microvilli in 50% of the experimental
chicks (Figures 1, 2 and 3). As demonstrated in other animal
lectin models, SBA adheres to the enterocyte membrane and is
internalized by pinocytosis (7, 8, 10). The presence of SBA
within the cytoplasm of enterocytes induced hyperplasia of the
intestinal epithelium confirmed upon finding a linear increase
(P < 0.001) of 6.8 mitoses per crypt in the duodenum for each
20% of DSM substitution, as described by the equation ¥ =
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Figure 2. Epithelium of midgut villi from a chicken fed 60% RFFS. The
epithelial fold with superimposed cells due to hyperplasia shows brown
SBA particles in the cellular cytoplasm (arrow) but not in the microvilli
(amowhead); immunostain; bar = 25 um.

Table 4. Mitoses Per Crypt and Length of Villi in the Duodenum and
Midintestine of Broilers at Day 422

amount of mitoses per crypt
experimental (mean + SE)®
diets duodenum?  midintestine
0% 20954217 13.94+1.60c 205348+ 3067 1028.87 +14.60°
20% 28.05+261% 19.33+1.60° 1983.90+28.97 1072.88 +13.75°
40%
60%
80%
100%
P<!

length of vill
(mean + SE)¢

ool ~ = =

337+£261% 18721160 190746125448 928.75+14.20¢
36391261 17.55+1.60° 20051613119 892.28+13.40¢
46.40+2.1° 21.441160% 1829.39+29.0F 859.28 +15.00°
60.24 £291* 2205+1.60° 2046.50+37.93" 797.22114.10°

4 Superscript leflers a—e: means in same column with different superscripts
were significantly different. ® Mean of amount of mitoses per crypt in the duodenum
and midintestine + standard error. *Mean of villous length in duodenum and
midintestine + standard emor. ¢ Amount of mitoses in 10 crypts per chicken from
nine chickens per treatment at 42 days in the duodenum and midintestine.  Length
of 10 villi in the duodenum and midintestine from nine chickens per treatment at
42 days. /Significance of effects: ***P < 0.001; *"P < 0.01; *P < 0.05; without

* comesponds to P = 0.0.

19.91 + 0.34 S, where R? = 0.5876, and 1.3 mitoses per crypt
in the midintestine, as described by the equation ¥ = 15.58 +
0.065 S, where R = 0.0981 (Table 4). A similar effect has
been documented in rats with other lectins (4, 6—8) where
histology of the intestines showed that the hyperplasia was
affecting not only the enterocytes but also the mucus-producing
cells. Furthermore, Oliveira et al. observed, in rats, that the
continuity of the enterocyte brush border is not altered and
neither ulceration nor villi collapse occurs with exposure of the
lamina propia (/0). Whereas the normal intestinal epithelium
presented as a continuous ribbon with uniform parallel cells in
the histological sections of this study, epithelial hyperplasia was
evidenced by the discontinuity of the villi epithelium with
severalfolds of heaped cells conferring a fernlike shape (Figure
4). This phenomenon can be explained by the mitogenic effect
of SBA causing an unbalance in the physiological renovation
process of the villi epithelium determined by antagonic enzymes
that could stimulate or inhibit the proliferation of undifferentiated
cells located in the Lieberkiihn crypts (8). Even though mitosis
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diel. The epithelium does not show hyperplasia. There are brown SBA
particles in both the cellular cytoplasm (arrow) and the microvilli
(arowhead); immunostain; bar = 35 um.

T o AR
Figure 4. Villi of duodenum from a chicken fed 60% RFFS. Hyperplasia
of the epithelium with several folds confers a femlike shape to the villi;
hematoxylin and eosin; bar = 138 um.

in the crypt increased linearly, the hyperplasia viewed in the
histological sections was only seen with SBA, contained in
RFFS at concentrations between 884 and 2 747 ug/g (in
treatments ranging from 0 to 60%). Conversely, the 80 and
100% treatments, in which the SBA concentration ranged from
3196 to 3667 ugl/g, hyperplasia was substituted by dysplasia
along the entire epithelium, even at the tip of the villi, which
did not show desquamation (extrusion) of the cells. This
dysplasia was characterized by a continuous epithelium made
up of disordered layering of numerous cells with morphological
characteristics that are true of immature embryonic cells
normally found in the crypts of Lieberkiihn. These cells
presented oval or rounded nuclei of variable size, although very
large occasionally, dispersed and hyperchromatic chromatin, one
or two large and very apparent nucleoli, and an increase in the
nucleus-to-cytoplasm ratio (Figures 5 and 6). Dysplasia is

ol -

Figure 5. Midgut villi from a chicken fed 100% RFFS in the diet. The
upper third of villi shows epithelial dysplasia (arrow). The villi tip does not
show desquamation (arrowhead); hematoxylin and eosin; bar = 50 um.

B A
= 4 -

Figure 6. Mid-third of the midgut villi from a chicken fed 100% RFFS.
Note the epithefial dysplasia with oval or round nuclei of variable sizes,
dispersed and hyperchromatic chromatin (arrow), and an increase in the
nucleus-to-cytoplasm ratio; hematoxylin and eosim; bar = 10 zm.

considered to be reversible, yet has sometimes been seen to be
a precursor of neoplastic processes (33).

As the RFFS increased in the diet, the villi length decreased
linearly (P < 0.001) in the duodenum, by 105.4 um for each
20% of SBM substitution, as described by the equation ¥ =
2064.35 — 5.27 S + 0.04 52, where R? = 0.0632, whereas in
the midintestine it decreased (P < 0.001) 53.2 um, as described
by the equation ¥ = 1063.45 — 2.66 S, where R? = 0.2054
(Table 4). Thus, villi atrophy of chickens increased with
increasing SBA content in RFFS. Similar to other lectins and
animal models, villi atrophy affected the digestive and absorptive
processes, as reflected in the chemical characteristics of the
feces, food intake, weight gain, and, thus, in feed conversion
(4, 6-8).
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Table 5. Total Pigment Intake (mg) Per Chick, Skin Avea, Optical Density of Sesum Xanthophylls, and Skin Pigmentation (CIE Lab Scale) at 42

Days?
mean + SE
optical density of skin pigmentation”
diets® pigment intake? body area® serum xanthophylls’ 19+ SE &+ SE b+ SE
0% 170 £ 4.512 153+ 3.67° 0.12 £0.029% 67+0.96 10+0.78 321+213¢
20% 175+ 1.45° 150 + 3.672 0.10 £ 0.02%¢ 69+0.88 8+0.M 39+ 1942
40% 151 +£3.51® 132+ 367 0.18 +£0.039%< 68+0.92 9+0.74 35+2.03%
60% 159 + 8.45% 126 £ 3.67° 0.16 1+ 0.034% 69+0.88 9+0.M 42 +1.94%
80% 150 + 6.11% 116 + 3.67™ 0.19 4 0.031%® 691088 8+0.N 37 £ 1.94%¢
100% 127 £ 5.45° 97+367¢ 0.27 £0.0312 69+0.92 7+0.74 38+ 2.03%¢
P “d - - - -

# Superscript letters a—c: means in same column with different superscripts were significantly different. ® Skin pigmentation evaluated from 10 chicks per treatment at
42 days, with a Minoita CR300 chromometer (CIE lab scale). ¢ Experimental diets with increasing percentage of raw ful fat soybean. @ Total pigment intake per chick along
the 21 days with finisher diet (mg). *Body area = WAS7. Serum xanthophylis concentration from six chicks per treatment, at day 42, liquid specirophotometry with 480
nm absorbance. 9 Brightness. * Redness. /Yellowness. / Significance of effects: *P < 0.01; "P < 0.05; without * comesponds to P = 0.05. Values represent the means

* standard error of the mean.

Pigmentation. In the present study, increasing RFFS sub-
stitution in the diet increased xanthophylls absorption and
decreased protein absorption that could have been caused by
the pathological changes of epithelial intestine triggered by SBA
binding and internalization. The xanthophyll serum concentra-
tion increased linearly (P < 0.01), as described by Y = 0.1008
+ 0.0013 S, where R? = 0.2666, despite the linear reduction (P
< 0.01) in feed intake and, thus, in total xanthophyll intake, as
described by Y= 27.85 + 5.6 § — 0.677 52, where R2 = 0.0919.
This result suggests that the pigment absorption process became
more efficient as RFFS inclusion in the diet increased (Table
5). This efficiency could be due to sufficient maturity of the
hyperplasic cells during their migration to the tip of the villi
with a consequent increase in absorptive surface area (8) and
also to markedly enhanced absorption of lipids and bile acids
between the duodenum and the upper jejunum with RFFS (34,
335), since xanthophylls are liposoluble compounds and their
absorption is intimately associated to the digestion and absorp-
tion of fatty acids found in the diet (36, 37). Tyczkowski et al.
(38) found that lutein, the most abundant pigmenter of Marigold
petals, is absorbed mainly in the duodenum and jejunum. This
increased absorption of pigment was reflected in the greater
pigment deposition in the skin (P < 0.05) with increasing RFFS
substitution that caused more yellowness. However, the linear
increase in cutaneous yellowness was observed only with up to
60% RFFS substitution in place of DSM, whereas with greater
levels of substitution the yellowness decreased, as described
by the equation ¥ = 27.85 + 5.6 § — 0.677 52, where R? =
0.0919. This effect could be related to the increased fatty acid
excretion (Table 3).

In the chemical analysis of the feces, the EE values, which
correspond to fatty acid excretion, increased (P < 0.05) with
increasing RFFS substitution, as described by the equation Y
= 116.75 + 0.53 S, where R2 = 0.8111, as observed in Table
3. These results concur with observations by Sklan et al. (34,
35) who showed that in spite of the fact that RFFS increases
absorption of lipids and bile acids between the duodenum and
the upper jejunum, it also reduces the rate of disappearance of
residual amounts of these compounds in the ileum and colon
increasing fecal excretion of fatty acids and bile acids. On the
other hand, the increase in fatty acid excretion in rats fed with
the lectin from P. wulgaris corresponded to triglycerides
produced during the increased catabolism of lipids in the
subcutaneous tissue (8). The skin pigmentation is related to the
quantity of pigment deposited in subcutaneous adipose tissue.
Perhaps, for this reason, the yellowness of skin values decreased
when broilers were fed with 80—100% RFFS meal, which

contains more than 2747 ug/g, as compared to broilers fed with
60% RFFS (Table 5).

It is inferred that the damaging effects of SBA in the broiler
intestine do not affect either absorption or xanthophyll deposition
in the adipose tissue of the skin. On the basis of these
observations it might be advisable to verify the SBA concentra-
tions in commercial soybean meal used for broiler feed. Broilers
seem to have specific glycoprotein receptors for SBA in the
intestinal epithelium. When SBA adheres to the microvilli and
penetrates into the cytoplasm of the enterocytes, in concentra-
tions ranging from 884 to 2747 ug/g, there is epithelial
hyperplasia and intestinal villi atrophy, but at concentrations
greater than 3196 ug/g, the villi atrophy is severe and the
epithelial cells that cover the villi are immature due to dysplasia.
From these considerations, it is inferred that these lesions could
be responsible for indigestion and malabsorption of nutrients
and, as such, induce deficient weight gain similar to the events
occurring during the RSS of broilers.
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