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Resumen.

Alfredo Canela Hidalgo. EVALUACION DE LA PIGMENTACION EN
POLLO DE ENGORDA POR MEDIO DE LA CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS A ALTA PRESION (HPLC), ALIMENTADO CON DIETAS
CONTAMINADAS CON AFLATOXINAS. (Bajo la direccién de MVZ, PhD
Ma. Del Pilar Castaiieda Serrano y MVZ, MC. Juan Carlos del Rio
Garcia.)

Para evaluar el dafo ocasicnado en tejidos y la pigmentacion de la piet del
polio de engorde, causado por e consumo de aflatoxinas, se realizd un
experimento con 198 polios mixtos de 1 dia de edad de la estirpe Ross, que
fueron divididos aleatoriamente en tres tratamientos con seis repeticiones de 11
pollos cada una. El tratamiento 1 fue el grupo testigo sin mécotoxinas, el
tratamiento 2 tuvo una concentracidn total de 300 ppb de aflatoxinas y el
tratamiento 3 con 500 ppb de aflatoxnas. Las dietas experimentales fueron
elaboradas de acuerdo a los requerimientos del NRC a base de sorgo y pasta de
soya. Los resultados obtenidos después de 42 dias de experimentacion no
mostraron diferencia significativa (P>0.05) entre tratamientos, para los
pardmetros productivos. Sin embargo existié una diferenda numérica para el
peso final de los pollos, siendo el tratamiento testigo e mejor en ganancia de
peso con {2080.69) y los trataméientos de 300 y 500 ppb fueron similares con
{1986.4g) y (1981g) respectivamente. En el caso de los componentes de los
plgmentos analizados mediante la Cromatografia de liquidos de alta resolucdn
(HPLC o CLAR), la concentraddn de diésteres de acidos grasos en el higado,
presentaron diferendas estadisticas (P<0.05), en & tratamiento de 500 ppb de
aflatoxina con respecto al tratamiento con 300 ppb. Sin embargo los

componentes, de la pigmentacion de ita piel fueron similares entre los
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tratamientos (P >0.05). Para la variable lesi:nes histopatologicas, se encontrd

que el tratamiento con 500ppb fue mayor (P<0.05) para hiperplasia de
conductos biliares, siendo diferente Ginicamente con el grupo testigo. Del mismo
modo en hiperplasia de epitelio billar el tratamiento de 500 ppb fue
signifiativamente mayor, (P<0.05) siendo diferente solamente con el
tratamiento testigo, mientras que el tratamiento de 350 ppb no mostrd
diferencia estadistica con respecto al tratamiento de 500 ppb y & testigo. Los
resultados cbtenidos en e presente estudio, sugieren que las concentraciones
de diésteres de dcidos grasos en higado de pollo de engorda aumentan cuando
reciben una dieta con aflatoxinas a 500 ppb. Mientras que las lesiones
hepaticas como hiperplasia de conductos bikiares y del epitelio biliar, fueron
observadas en el pollo de engorda cuando consumieron dietas con 500 ppb de

aflatoxinas.



1.0 INTRODUCCION.

1.1 Marco contextual

Perspectiva de la avicultura en México.

La avicultura es una actividad altamente productiva, la cual por medio del
aprovechamiento de lineas de aves genéticamente espedalizadas, se encarga
de cubrir una gran parte de las necesidades de proteina de origen animal que
se requieren en México (.

Su importancia radica en el papel estratégico que juega en la alimentacién del
mexicano en amplios estratos de la poblacion, por ser una fuente que
proporciona proteinas de origen animal de bajo precio en el mercado, esto se
refleja en que 6 de cada 10 personas (61.41%) incluyen en su dieta productos
avicolas. (¥ Esto se explica por e hecho de que en los (itimos 9 afios (de 1994
al 2003), la produccién de huevo, polio y pavo han tenido tasas de crecimiento
anual del 3.3%, 5.8% y 8.0% respectivamente.

México ocupa el sexto lugar con un consumo de 22.3 kg por persona como
consumidor de carme de pollo a nivel mundial en el 2003, por endma de ia
Union Europea y Japon,

En el mismo afio, México ocupd e quinto lugar como productor de came de
pollo a nivel mundial, seguido de paises como la India, Tallandia y Japon. ¥
Debido a esto la mayoria de las empresas han cambiado su visidn de aianza y
procesamiento de pollo hacla un concepto de calikdad cuidando cada vez mas
los pasos de produccion, ya que la preferenda del consumidor mexicano cada
ver es mas exigente y busca un polio fresco, pigmentado, de buen peso,

tamafio y apariencia.®
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La aparienda visual, espedalmente la pigmentacidn, es la caracteristica mas

importante de los alimentos para determinar la seleccién por @ consumidor ya
que muchas veces relacionan & color con el sabor de los alimentos.

Una plel amarilla en los pollos de engorda se asocia con aves sanas, por eso
muchos de los consumidores prefieren el color amarilio en la piel y lo relacionan
a un ave libre de enfermedades. * Es dedir la demanda que ejerce un ama de
casa que prefiere un pollo freso, sano, con apariencia de campo, con color
fuerte y definido {sensaddn de salud), indica que este (timo es el elemento
mas importante en la decision preferendal del consumidor y este como
elemento de calidad determinante en el predio al productor. Es por elio la
preocupacion de tener una buena pigmentacién tanto en la piel del polio de
engorda como en la yema del huevo. &

Los productos avicolas en México por o general se prefieren con una tonalidad
amarilla o amarllla naranja (yema del huevo, piel, y patas de pollo de engorda).
Las cantidades de pigmento que se requieren suplementar a los alimentos de
las aves, representan un considerable costo para los productores. ©
Actuaimente en México las principales fuentes naturales concentradas de
xantofilas empleadas para la formulacddn de raciones en avicultura son
carotenoides de flor de cempasichil y frutos del genero Capsicum.  En la
industria avicola uno de los problemas de importancia econdmica, es la
pigmentadon de la piel y tarsos del pollo de engorda. ®

Debido a que la pigmentadon det pollo es un mecanismo bioldgico gradual
donde, & pigmento presente en la dieta es absorbido en el intestino,
transportado por la sangre y depositado en sus érganos blanco (piel del poflo,
grasa subcutdnea y yema del huevo). ©®



1.2 Marco conceptﬁal.

1.2.1 Composicién quimica de los carotencides.

Los pigmentos que se encuentran naturalmente en las plantas vegetales y
granos como & maiz amarillo, son aprovechados por la industria avicola para
pigmentar al pollo de engorda y se conocen como carotenoides. 1Y

Los carotenoides son sustandas solubles en lipidos, de naturaleza terpenoide,
esto significa, que estan formados por subunidades repetidas de la moléauda
de dnco carbonos denominada isopreno. !

Los carotenoides se dividen en dos grupos:

1-Los carotenos que son hidrocarbonos y contienen solo carbon e hidrogeno.

2- Xantofilas o oxicarotenoides que contienen oxigeno, carbon e hidrogeno y se
consideran productos de !a oxidacion de los carotenos, por los atomos de
oxigeno que contienen, por eso se conocen como oxicarotencides (010,

En la naturaleza uno de ks papeles mds importantes de los carotenolkdes es la
funcion como precursores de la vitamina A y sus andlogos. Ninglin animal tiene
la capacidad de sintetizarla, sin embargo todos la requieren para fundones
como la vista, la reproducdén, e desarrollo de la piel y las mucosas, asi como
la resistendla a varias infecciones. En los complejos con proteinas achlan como
efectores alostéricos en reacciones enzimaticas y como modificadores de la
permeabilidad de las membranas. 'Y

Algunos autores han dasificado a los carotencides tomando en cuenta su
capacidad pigmentante de la piel del pollo y la yema de huevo (Cuadro 1). 112
La comprension quimica de los carotenoldes implica: Entender las xantofilas
importantes para la plgmentacidn que se encuentran presentes en alimentos
utilizados cominmente, y tener conocimiento de los carotenoides contenidos en

tos ingredientes de la dieta.



[
Entre los ingredientes mas cominmente empleados en la nutricién aviar para

proporcionar una pigmentacién sustancial en los productos avicolas se
encuentran el maiz amarillo, el ghuten de maiz y los
extractos a partir de, cempastchil o chiles del genero capsicum ademds de los
productos amarillos y rojos sintéticos. (¥

En la actualidad los carotenoides comerciales que tienen mas importanda para
el color amarillo en la avicultura son:

La luteina, pigmento amarillo presente en la alfalfa, maiz amarilio, gluten de
maiz amarillo, harina de alfalfa y fior de cempastichil. 9

La zeaxantina, mokécula de color amarillo-naranja presente también en los
productos antes mencionados. 1V

El etil-ester del addo apocarotenoico (apoester) molécula de origen sintético,
de color amarillo. ® Existen otros carotencides como la cantaxantina,
ctranaxantina, capsantina (pigmentos rojos) que se  depositan
cuantitativamente en la yema del huevo y la piel de polic de engorda. Estos
pigmentos son utilizados en fa alimentacion de las aves para complementar las
fuentes de pigmento amarillo y lograr la coloracion amarilla o amarilla-

anaranjada. ¥

1.2.2 Fisiologia de la absorcidn de pigmentos.

Es interesante revisar brevemente la absorcion y metabolismo de los pigmentos
para entender su interrelacion con una gran cantidad de entidades patologicas
del pollo de engorda. El elemento amarillo pigmentante, en muchos pigmentos
naturales es una xantofia llamada luteina la cual se encuentra disponible en

forma libre. %
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Los carotenoides se asim¥lan a nive! Intestinal, a nivel del duoderio y parte
superior del yeyuno, el resto de carotenos son absorbidos en la parte superior Y
media del flean. Esta absorcion es promovida en presencia de dckios y sales
biliares atravesando la pared intestinal por mecanismos de difusién pasiva por
efectos de gradientes en concentracidn, son transportados por la sangre y
depositados en el higado, para ser deadlados, esterificados y almacenados con
el fin de ser disponible y distribukdos lentamente hada Grganos blancos como lo
son los tejidos grasos, piel y patas. Por lo tanto, su capacidad pigmentante esta
relacionada con el grado de asimilacidn a nivel de intestino delgado en primer
lugar y en segundo por Ia afinidad especifica o preferendia de cada carotenoide
por depositarse en un tejido determinado, (1% 3) (14 (15)

Un factor importante para la pigmentacién es el nivel de grasa en & alimento
pues el proceso de pigmesitacion en pollo de engorda y en huevos se basa
firemente en la quimica lipofilica de los carotenoides. (2 (€

La absorcén de los carotenoides se lleva a cabo mediante un mecanismo
pasivo sequide de un gradiente de concentradion en donde fa luteina en forma
libre es absorbikda rdpidamente, aunque en este modelo, e papel de la
reesterficacian de la lutefna libre no es daro, pero puede ser favorecido por las
condiciones existentes en e Intestino. Después de cruzar la barrera intestinal,
la juteina libre representa el 96% del total, mientras que el 4% restante es en
forma mono-ester ™

Los carotenoides presentes en e plasma no estdn esterificados y generalmente
se concentran en la fraccién de la ipoprotelna de alta densidad que fundona

como transportador de las xantofilas hada los érganos blancos. @
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En e higado, ia luteina libre representa cerca del 80°% mientras que los mono-

esteres representan el restante 20%. En kb grasa subcutdnea, la luteina es
esterificada y la forma dominante es la luteina diéster. (2

1.2.3 Factores que influyen y afectan la pigmentacién,

Zona geografica:

La demanda de pigmentadén y las preferencias de los consumidores son muy
variables entre pafses asi como, entre las diferentes regiones del mismo pais;
por ejemplo, se requiere una alta pigmentacion cutanea {amarillo naranja) para
la parte central de México, kb que no sucede con la zona sureste o norte del
pais. ¥

Tipo de agente pigmentante:

Respecto a los ingredientes pigmentantes debemos considerar dos aspectos
claves que son el tipo de carotenoides y los productns comerdiales que los
tienen. Existe una gran cantidad de xantofilas, pero no todas tienen el mismo
valor pigmentante para la piel del pollo y no siempre sustituibles unas por otras,
en lo que respecta al color obsesvado, {17

Ltos productos naturales disponibles en e mercado nacional derivan de los
pétalos de flor de cempastchil (amarillo) y de chiles del genero Capsicum spp
(rojo). En el caso de productos de flor los componentes que tienen un poder
pigmentante alto son: la trans-luteina y la trans-zeaxantina, Para & pigmento
rojo, los componentes de mayor interds son la trans-capsorrubina y la trans-
capsantina que son los que aportan el color rojo.

En e @50 de fuentes sintéticas el agente pigmentante de los productos
amarillos es el addo etilioo B-B- apo-carotencico, el cual proporciona un color
amarillo anaranjado semejante al de la zeaxantina del maiz.

La cantaxantina es el principio activo para los pigmentos rojos sintéticos. %
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Niveles de inclusion en la dieta y tiempo de consumo:

La concentracién de xantofilas en e alimento va a variar dependiendo de fas
necesidades de la region. También debido a que las aves no son capaces de
sintetizar los carotenoides de novo, dependen del consumo de elos en el
alimento. Si las aves no consumen la cantidad sufidente de carotenoides para
saturar los tefidos de destino, no se cbservara el color esperado.

Se ha reportado en diversos experimentos que al ajustar el consumo de
xantofilas a la misma cantidad en gramos por ave, los grados de pigmentacion
de la piel eran diferentes cuando se administraban repartidas en distintos
periodos de Ingestion quedando demostrado que la etapa mas recomendable
era dos a tres semanas antes del sacrifido, administrando una dosis de 40 a 60
gramos de antofilas provenientes de extractos de flor de cempastichil por
tonelada de alimento, para adquirir una buena pigmentadén amarilla, (9 () 114
(17

Composicién de la racidn:

Los ingredientes que se utilizan cominmente en la elaboracion de los alimentos
balanceados pueden aumentar o disminuir la pigmentadién de las aves segln
sea el caso, asi por ejemplo la inclusion de aceite, grasas o sebos en el
alimento, tienden a aumentar fa pigmentaddn de la yema o la piel del pollo de
engorda mediante una mejor absorcion de las xantofilas, @3

La adidon credente de grasa a partir de un 2% en el alimento hasta un
mdximo del 6%, mejora la absorcidn de carotenoldes pigmentantes. Cuando los
niveles se incrementan en mayor nivel los efectos son negativos, debido a un
aumento en [a veloddad de transito del ailmento en el intestino.

La cantidad de grasa no es el unico punto. De acuerdo al mecanismo de

generacion y absorcion de micelas que permiten el transporte de lipidos, estos
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requieren formar interfases con el agua proveniente del alimento en o

inbestino, Este proceso se vera favorecido por la presencia de ciertos tipos de
grasas, espedakmente los monoglicéridos de acidos grasos de cadena corta o
los dcidos grasos insaturados de cadena larga. De esta manera la relacion
saturacidn / instauracion de una grasa, no solo determina su epergia
metabolizable sino también la capacidad de absorcion de carotenoides. Por esta
razon es recomendable que la grasa utiizada en vista de la pigmentadén sea
de un alto grado de instauracién para fadilitar la absorcion, @7 09

Los niveles de algunas vitaminas y antioxidantes pueden afectar e grado de
plgmentacion. La vitamina E cuya principal funcion es como antioxidante intra y
extracelular, se utilizara rapidamente en presencia de sustancias oxidantes. Si e}
nivel de vitamina E en los tejidos no es suficiente, el organismo movilizara a ios
carotenoides para que se oxiden y protejan de esa manera a los tejidos, Pero
habrd asi una disminucién de los depdsitos de carotenoides por lo tanto una
menor pigmentacion. Mientras mayor sea el nivel de grasa en el alimento,
mayor debe ser el nivel de Vitamina E suplementada.

Otra vitamina relacionada oon la pigmentaci®n es la vitamina A. niveles
superiores a 25000 U.I se refleiardn en @ progresivo deterioro del gradoe de
pigmentacién, probablemente por alteradon competitiva de la absorddn de
carotenoides. 17

En el caso de los antioxidantes son utilizados en la industria de fabricaddn de
alimentos destinados a los animales de granja, con el fin de retardar la
oxidadon de las grasas animales y los aceites vegetales empleados para
incrementar el valor energético del alimento; asi como a las vitaminas y los

pigmentos.
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Algunas sales metdlicas en exceso como el manganeso, descomponen u oxidan

las xantofilas. La rancidez oxidativa de las grasas no saturadas de las dietas
puede causar ademds la destruccion de xantofifas.

Los antibidticos que se emplean a nivel nutricional en los alimentos para fas
aves favorecen una mejor pigmentacion, lo anterior es debido a que controlan
enfermedades subdinicas y mantienen e tracto intestinal sano, por lo que hay
una mejor absorddn de nutrimentos y pigmentos. (9

Edad de las aves:

Los polios de engorda bajo explotaciones normales ganan peso y con elo
depositan grasa en la canal, lo cual permite una mejor deposicion de las
xantofilas, obteniéndose a mayor cantidad de grasa mayor pigmentacién. (49
Genética de la parvada:

No todas las lineas de pollo de engorda presentan la misma eficiendia para fijar
pigmento en la piel, debido a diferendas metabdlicas entre ellas, la razdn
probablemente tiene que ver con la diferente tasa de deposito de grasa
subcutdnea entre lineas, (% (19

Condicién de almacenamiento de los productos pigmentantes:

La capacidad pigmentante de una xantofila puede variar de acuerdo al arreglo
estructural en que se encuentre su molécula. !V

El contacto prolongado del pigmento con el calor, 1a luz, & oxigeno y como
resultado de la fabricacién (isomerizecidn) pueden alterar ef porcentaje relativo
de los componentes pigmentantes en el producto debido a que estos factores
pueden transformar las formas TRANS a CIS afectando drdsticamente su valor
plgmentante, ¢

La proporcion entre trans y dis carotenoides en los compuestos naturales es

muy variable del 60 al 90% para los trans carotenoides y entre 30 y el 10 %



iz
para los ds carotenoides. Los carotenoides en su forma trans son considerados

como pigmentantes muy efectivos, por lo que puede concluirse que los
carotenoides de la dieta con un alto porcentaje en configuraciones trans
tendran eficienda pigmentante superior a aguellos con un porcentaje inferior de
configuraciones trans. (%

Estado Fisico- Quimico de los pigmentos:

La gran mayoria de las xantofilas naturales se encuentran en forma esterificada
con acidos grasos, lo que disminuye su blodisponiblidad. El proceso de
saponificacion consiste en romper el enlace a éster y dejar las xantofilas libres.
En el caso de las gallinas se puede administrar un pigmento sin saponificar a la
dieta con resultados similares, con el Unico inconveniente de que la coloracion
uniforme en la yema se alcanza mds tarde que las aves alimentadas con
productos saponificados. (Y

Instalaciones y manejo:

El efecto de estas variables no requiere mucha ilustracion, ya se sabe que
animales sometidos a manejos inadecuadoS © que se encuentran en
instalaciones deficientes, como lo son el tipo de comederos, de bebederos etc.
mostraran al menos una baja en el consumo de alimento, lo que traerd como
consecuencdia una pigmentacion deficiente debido al inadecuado suministro de
carotenoides. 9

Factores Toxicos:

Entre los factores toxicos que alteran la pigmentacion podemos mencionar
efectos de sorgos con altos contenidos de taninos, la presencia de factores anti-
nutricionales de la pasta de soya, aunque de mayor preocupacidn son las

micotoxinas. 17



Transporte y procesamiento:

La finalizadén del ciclo productivo del polio de engorda no es predsamente el
final de los problemas de pigmentacion. El estrés de la manipulacion, capura,
transporte, los golpes, el aturdimiento, el escaldado, & desplume mecénico y
las contaminaciones durante el enfriamiento, se reflejan negativamente sobre el
color final de la canal.

Antes de llegar a la planta procesadora se producen pequefias hemomagias,
debido a la rotura de vasos capilares durante la captura, manipulacion y
transporte las cuales, se reflejarén en un camblo del aspecto de la canal. (7

Se menciona que aves tranquilas tienen un proceso de desangradoc mejor. E
mal desangrado se refleja en coloracién rojo rosacea en algunas partes de la
canal. Esto puede disminuirse sl se revisan aspectos tan criticos como el vottaje,
amperaje del aturdidor y & tiempo de desangrado. E! aturdimiento adecuado
inmoviliza al ave y estimula la contraccién cardiaca, fadilitando el desangrado.
(% Evitar el estrés del pollo también, nos ayuda a un mejor desplumado debido
a que un pollo que muere alterado requerird de mayor fuerza, temperatura y
tiempo de escaldado para remover las plumas, lo que lo dafiard la epidermis,
por & contrario lograr e minimo estrés del pollo fadiitard que fas plumas se
desprendan facilmente al aplicar la fuerza adecuada, temperatura y tiempo de
escaldado, logrando que el polio se desplume bien y que el dailo en la
epidermis sea nulo o minimo. @

Para obtener un desplumado optimo del pollo, se necesita una temperatura en
el agua de 60°C, sin embargo a esta temperatura se produce separacion de la
epidermis, arrastrando oon esto el pigmento de la piel y produdiendo que &l

pollo pierda coloracion, genériamente esto se conoce como pollo “tallado”™ el
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cual, recibe castigos economicos por mala presentacién del producto en el

mercado puiblico, 1%

La temperatura optima del agua de escaldado es de 52°C a 53°C y el tiempo
recomendado es de un minuto con quince segundos a un minuto con treinta
sequndos, al sobrepasar esta temperatura o aumentar el tiempo de
permanencia en los tanques se produce dafio a la epidermis y arrastre del
pigmento en la piel. 072149

El tipo de desplunadora§ es otro factor muy importante para e buen cuidado
de la epidermis, ya que las desplumadoras que contienen muchos dedos en sus
masas seran muy agresivas en las zonas donde el polio ya fue desplumado, por
lo que es conveniente tener como desplumadoras finales aquellas que tengan
de 6 a 8 dedos. La durera de los dedos de las desplumadoras no debe exceder
de sesenta y en algunos puntos deberd usarse dureza de cuarenta y dnco, ?
Estado de salud:

La primera condicon para alanzar el grado de pigmentacion deseado es
trabajar con parvadas sanas. La tasa de deposicion de carotenoides en la grasa
y el tejido subcutdneo puede ser influida gravemente por la salud de las aves,
cualquier tipo de enfermedad que disminuya el consumo de alimento, lesione
las superfides y mecanismos de absorcidn, asi como los sistemas de transporte,
va a provocar una ingesta menor de carotenoides, asi como su deposidon y con
elio el color final de fa canal, (7 {0

De los problemas de salud mds habituales, fos que tienen mayor importanda
como agentes causales de despigmentacion o pigmentadon alterada, son
enfermedad crinica respiratoria, Reovinus, cocddiosis, Newcastie y aflaboxinas.
Reovirus: En infecciones por reovirus se producen cambios inflamatorios

severos en e pancreas, en donde hay bloqueo de los ductos pancredticos y
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disminucion de enzimas aigestivas en el jugo pancredtico, provocando una
alteraddon de la digestién y absordon de nutrientes, Hay reduccién en la
absorcidn de grasas 20 a 40% y severa despigmentacion. %)

Comunmente la enfermedad se presenta entre la segunda y tercer semana de
vida del poflito. Las aves afectadas estdn normalmente pdlidas y se observa
desorden de las plumas de las alas. Los signos generales indican parvadas muy
disparejas, poca mortalidad y no toda la parvada estd afectada. (7
Coccidiosls:

La coccidiosis es una de las enfermedades mas costosas y frecuentes en la
produccion avioola, a pesar de los adelantos en quimioterapia, manejo,
nutricion y genética. 2

Esta enfermedad afecta principalmente la utilizacion de nutrientes provocando
retardo del credmiento, reduccion en la eficdenda alimentida y
despigmentacion. En este proceso patologico habra reduccdidn en la ingestién de
nutrientes y carotencides; alteracion de la digestién a través del aumento de!
tiempo de transito del alimento y de fa disminudon de la capaddad digestiva de
varlas enzimas. Asimismo, la absorddn de nutrientes estard redudda debida
tanto al dafc direco provocado por el pardsito, como por el cambio de la
arquitectura de la muoosa que origina; hiperplasia general de la mucosa,
ademds de, disminucién del largo y niimero de microvellosidades. 2

Se ha calculado que la coccidiosis subdinica produce un aumento del 2 al 8%
en el indice de conversion alimenticia, una mema de 50-100 gramos en la
ganancia de peso y una disminucion del 6 al 20% en el nivel de crotenoides
plasmdticos, lo que se asoda a una menor pigmentacion de la piel del pollo de

engorda, 909
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Aflatoxicosis:

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios txicos de los hongos Aspergilius
flavus y Aspergiflus parasiticus principalmente, que se diferendian de las toxinas
bacterianas por carecer de naturaleza probeica o iInmunogénica. %

Las micotoxinas en la industria avicola son de gran importanda ya que causan
severos trastornos en la produccion, incrementando el periodo de crianza y
disminuyendo la ganancia de peso, lo que se traduce en pérdidas econdmicas
para el productor. Ademés de elo tienen importanda en salubridad piblica ya
que los residuos de estas en los productos de origen animal causan severos
dafios en el hombre al consumiros, ™

En téminos generales resula dificil calcular el daflo ocasionado por las
micotoxinas ya que sus efectos son subjetivos, como por ejemplo: peor
desempefio, vacunaciones fallidas asodadas a otras enfermedades que
dificultan una evaluacion mds exacta. Por eso la gran cantidad de estudios no
van dirigidos al efecto letal, sine a la repercusion econdmica que representa la
ingesta de dosis subletales, las cuales ademds de producir inmunodepresion en
el animal afecta todos los pardmetros productivos 7, debido a que las
micotoxinas tienen como princdpal destino drganos como e intestino, el higado
y el rifion, los cuales son de suma importanda para el desarrollo def animal, en
especial en lo que respecta a la digestién y a la absorcion de nutrientes, @

La Intensificacion de la avicultura, ha hecho a las aves una de las espedes mds
vuinerables a la acdon de las micotoxinas por exdstir una total dependencia de
los alimentos concentrados para su alimentacdion

Las aflatoxinas B1, B2 y G1, G2 han sido identificadas como contaminantes
naturales de alimento y materias primas para alimento de las aves, ™ las letras

B y G se refieren a los colores azul (blue) y verde (green) de fluorescencia
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observados bajo luz ultravioleta de onda larga. Generalmente AFBi es
encontrada en mayores concentraciones que las otras aflatoxinas, siendo la
mds potente, con actividad cardnogénica, teratogénica y mutagénica siendo e
higado ef drgano que afecta en mayor grado, por lo que es considerada
hepatotoxina. @0, Es importante resaltar a Aspergilius flavus, como hongo
patdgenc para todas las espedes de aves capaz de produdr Aspergilosis en
pollos y pavos. (*

La cantidad de toxina producida, va a depender de diversos factores como los
son: Humedad, temperatura y substrato ®® _ Io cual va a permitir que pueda
enconfrarse mas de una toxina en el sustrato. Es importanbe considerar esto,
pues ta presenca de hongos en los cereales o sustrato, no garantiza
necesariamente la presendia de toxinas. De la misma manera, la ausencia de
hongos toxicos no garantiza la ausencia de micotoxinas,

Factores que influyen en la produccién de aflatoxinas.

Al inido del crecmiento del hongo existe poca o ninguna producddn de
aflatoxinas, pero al redudirse los niveles de fosfatos y nitrdgeno en el medio, el
metabolismo primario se desorganiza, acumuldndose varios metabolitos
primarios, inidando la produccion de aflatoxinas.

Factores amblentales.

Humedad: Es el factor mas importante en el deterioro del grano, la cantidad de
humedad ambiental necesaria esta relacionada con la humedad del grano. A
flavus neceskta una humedad relativa de 80% y un 18-18.5% de humedad en el
grano. Los granos y cereales necesitan diferentes requerimientos de humedad
para favorecer un credmiento micdtico determinado. Temperatura: La

temperatura dptima para la producdon de aflatoxina. Es de 24-35°C. en granos
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y en alimento almacenado es de 19-27°C . Se ha observado que la toxina se

produce entre 11 y 370C, @ @8

Sustratos: Los hongos productores de aflatoxinas pueden encontrarse y crecer
en productos como los son: Soya, Maiz, Cacahuate, Arroz, Avena y Sorgo. @
Los sustratos con altas concentraciones de carbohidratos y dcidos grasos
aumentan la produccion de aflatoxinas. Sustratos alos en proteinas y pobres
en carbohidratos no aumentan la produccién de aflatoxinas.

Dafio al grano: La produccion de toxinas en los cereales puede ocwrrir en
cualquier punto de la cadena de la produccion agricola: en la cosecha, el
transporte y el almacenamiento. El ataque de insedos, dafios mecdnicos y el
retraso en la wsecha afectan la integridad de los granos y proporcionan
condiciones favorables para el desarrolio de de hongos. %

pH: Durante e aecimiento de ks hongos, el pH del sustrato puede fuctuar
entre 4 hasta 5 como resultado de la adtividad de los hongos. A favus y A
parasiticus son capaces de crecer scbre un amplio rango de valores de pH con
un crecimiento optimo en los rangos de 5 hasta 8. Sin embargo, la producddn
de las aflatoxinas ocurre a niveles reducidos de pH, menor a 4.0 con un limite
inferior de 1.0, (&

Accion de las micotoxinas sobre las aves.

La afiatoxina Bl es dasificada como un componente altamente txico para
muchas especies de animales y en casi todos los érganos de los animales,
(®) Sus efectos bioldgicos se agrupan en cuatro categorias; dafio hepatico
agudo o crdnico, reducddn en e rango de crecimiento, Induccion de efectos
teratogénicos e interferencia con lkos mecanismos de defensa y respuesta

inmunoldgica.
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Esta toxiddad va a depender de la dosis ingerida, del tiempo de exposiddn, de
la especie, de kA raza, de la edad y el sexo del animal que las consuman. La
aflatoxicosis aguda con dosis altas (5-10 ppm) se caracteriza por muerte siibita
debido a la falla hepdtica. Las aves presentan depresion, anorexia, estado
comatoso y muerte, histolégicamente se apreda necrosis periportat asodada a
la proliferadén de conductos biliares y degeneracién grasa del epitelio de los
mismos. En los casos de Intoxicacion cronica con dosis menores de 5 ppm,
puede presentarse pérdida gradual del apetito, disminucion en la ganancia de
peso, baja dei ritmo de crecimiento y aumento del rango de conversitn
alimentida de 2.0 a 2.3 o 24, ya que provoca falla en la utilizacion de
nutrientes, jo que tiene un impacto econdmico importante, siendo capaz
ademas de inducir cardnoma hepdtico, cambio graso e hiperplasia de
conductos bikares. @V

En general las aflatoxinas actiian atterando la absorcién o el metabolismo de los
nutrientes y producen alteraciones a nivel endocrino, seguidas de la supresion
del sistema inmunoldgico. Todos los sistemas orgdnicos del animal se ven
alterados por las micotoxinas, ko que hace dificil cualquier diagndstico.

La inmunosupresién causada por la aflatoxina ha sido demostrada en pollos ¥
pavos. El mecanismo exacto de como Ia aflatoxina induce fa inmunosupresién
es desconocida. Pero los efectos adversos de la aflatoxina en el complemento,
interferon y proteinas plasmaticas son tal vez el resultado del dafio hepdtico y
{a inhibicién de la sintesis de proteinas. Se ha observado que a grandes niveles
de aflatoxina (0.6-10 ppmn) se puede ver Inhibida la sintesls de
inmunoglobufinas 1gG o IgA. Mientras que a niveles mas bajos (0.2-0.5 ppm) la

respuesta celular al parecer es afectada. @
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En particular las aflatoxin.; se han vinculado dlaramente con la reduccion de la

respuesta inmunoldgica de las aves que padecen enfermedades especificas.
Diversos estudios han demostrado que la aflatoxina interfiere en la respuesta
inmunoldgica de los pollos de engorda vacunados contra la enfermedad de
Gumboro, % 2
Recientes investigaciones han demostrado que la presenda de aflatoxinas en
dietas de pollo de engorda, reduce los niveles de vitamina A séricos,
exacerbando las defidendas de Vitaminas A y E, lo que provoca una mayor
susceptibilidad a enfermedades pues se ha visto que existe una reladon entre
los niveles de Vitamina A y la respuesta Inmune de! ave. 0
También se ha demostrado que las aflatoxinas afectan el metabofismo del
caldo y fésforo al alterar & desarrollo del aparato locomotor favoreciendo la
presentacdion de osteodistrofias. Ya que las aflatoxinas estidn presentes
frecuentemente en los alimentos en dosis minimas ( 0.02 a 0.4 mg/g ), son
capaces de causar lesiones ultraestructurales en el higado, interfiriendo con el
metabolismo de la vitamina D3, sitio donde dicha vitamina sufre hidroxilacon
para ser transpottada posteriomente a rifion y convertirse en metabolito
activo, @1
Las aflatoxinas han side asociadas también en diversos trabajos a la
disminucion en la concentracion de carotenoides en el plasma, debido a una
reduccon en la absorcion y transporte de pigmentos, lo que origina polios sin
pigmento cutdneo. Los mecanismos de accon son variados:
s FEl efecto de reduccion en la dieta de la concentracién de carotenoides a
causa del cambio de densidad del contenido intestinal por incremento en las

secredones intestinales.
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« Depresidn en la habildad de la mucosa intestinal para absorber los

carotenoides del contenido intestinal.

« Disminucion en la habilidad para transportar carotenoides al suero.

« La acumuladén de carotenoides en higado se ve alterada sobre todo en
forma de diester,

» La deposicion cutdnea de carotenoldes se afecta posiblemente por que los
pasos enzmdticos que controlan la acetilacion de los carotenoides se
ar.ecw_(ﬂ) (34}

Otro efecto que se ha descrito por algunos autores, para las aflatoxinas sobre

las diferentes espedes de animales doméstios que kR consumen es [a

reduccién en la oconcentraddn de hemoglobina y protelnas plasmdticas,

disminucion de la protrombina sérica alteraciones de los factores de
coaguladén sanguinea Xy Xii, ©%

Se ha observado que la aflatoxina puede inhibir directamente la sintesis de

DNA. Otros experimentos comprobaron in vitro que las enzimas de la sintesis

son activas y que por k tanto, la aocién es directamente sobre la mokécula del

DNA e inhibe sus actividades primarias.

1.2.4 Metodologia para la evaluacién de la pigmentacion.

La habilidad para describir un color en téminos simples es difidl o casl
Imposible, pues ain teniendo una excelente visidn, existen serlas limitaciones
que interfieren en la correda evaluaddén del color de piel y tarsos en polio de
engorda, %

El color es una caracteristica fisica de la materia. Cuando la luz choca contra
una superfide, una parte es absorbida y la otra es emitida como ondas de
diferentes longitudes, dependiendo de la longitud de onda, serd el color
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perdbido por el ojo. Un concepto interesante con respecto a la forma en qu2 el

ojo humano percibe los colores es la saturaddn. Asi cuando en una drea existe
un exceso de particulas de un color determinado, por ejemplo amatilio, e ajo
humano perdbe un color diferente, el anaranjado. (1

Hay muchos métodos para evaluar 2 pigmentacion en piei de pollo y la yema
del huevo. La seleccion del mejor método o del mas adecuado debe ser en
funcion de alguna situacién particular, debido a que un solo método no es
adecuado para flenar todas las posibles expectativas.

Por los diferentes criterios de interpretacion de los pigmentos, se ha tenido que
desarrollar, métodos tanto indirectos como directos.

1. Método de comparacion directo o wvisual: Consiste en comparar
directamente mediante observacién visual los productos avicolas con
patrones preestablecidos.; asi en e caso de la yema del huewo, se
compara con el abanico colorimétrico como e de Roche, dispositivo que
consta de quince tonalidades, desde amarillo pdlido hasta naranja
intenso. La desventaja de este método es que los patrones de coloracion
no son una medida exacta, ya que varia de una persona a otra; no
describe con predision e color por incapadidad de los ojos a distinguir las
diferencias verdaderas en concentracion de pigmentos y puede haber
variacon entre lectores,

2. Colorimetria de reflectandia: Por los diferentes criterios de interpretacion
de los pigmentos, se ha tenido que desamollar, métodos mas confiables
y precisos como el colorimetro de reflectancia. La colorimetria de
reflectanda es una medicion matematica de la reflexdén de un haz de luz
de intensidad conocida y estos pueden ser con equipos portatiles o no

portdtiles, pueden emplearse tanto en interiores como en exteriores, sin
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GJe esto implique diferendas en las lecturas y no necesttan una

preparacion especial ni previa de la muestra, motivo por e cual ha ido
difundiéndose més su uso.? G7

Con la finalidad de evitar la subjetividad en la evaluadidn del color de la piel de
pollo, se utiliza como método de referenda la medicidn del color con el
colorfmetro Minolta CR 300. Este instumento puede medir hasta 20 colores
diferentes, sin embargo, en el caso de las mediciones para la piel del pollo, se
usan tres variables, L* la iuminosidad va de blanco al negro , a* es el €je de los
rojos-verdes y &l b* el de los amarilios-azules.

Como se llustra en la (Figura 1). 1008
La colorimetria de reflectancia en la avicultura utiliza el sistema CIELAB

que evaliia:

L*  Luminosidad: la cual va de cero, negro absoluto, hasta el 100 que
corresponde al blanco absoiuto. En el caso de la piel del polio, el rango
aceptable para esta variable es entre 64 a 72,

a*  Enrgjecimiento, que oscila de ~60 a +60, donde los valores con
tendendia negativa cormesponden a los colores verdes y los de tendenda
positiva corresponden a los rojos. El valor minimo para esta variable es
2.

b*  Amarillamiento y azulamiento, varian de —60 a +100; siendo los azules

tos valores negativos, mientras que los amarilios cifras posiivas. Aqui el valor

minimo es el 41. ({19

El uso del colorimetro de reflectandia tiene las siguientes ventajas:

« Elimina la subjetividad de lecturas
» Elimina el factor de fatiga del evaluador

» Evita |a variacidn entre distintos evaluadores
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» Posee patrones de referencda
* Seexpresa en forma numérica
Las desventajas serian:
*» El precio relativamente alto por lo que no cualquiera puede
adquiririo.
* No cualquiera puede interpretar los colores y tonos en forma
numérica.
* El lugar de disparo y la cantidad que se hagan sobre una misma
muestra, son consideraciones que llevan a condusiones dispares,”!
(17
En la actualidad, es posible decir que la Ginica técnica de rutina de medicién de
pigmento cutanec en los pollos de engorda en granjas, es la colorimetria de
reflectanda a través de equipos sofisticados como el colorimetro Minolta CR-
300, G2
Método Indirecto.
Los indirectos son el método aprobado HPLC o CLAR (Cromatografia de
liquidos de alta resolucion) ®* los cuales se basan en la concentraddn y perfil
de xantofilas contenidas en una muestra analizada como lo son; alimento,
suero, piel de la pechuga, plel de los tarsos yemas de huevo y drganos como el
higado. Como las xantofilas son liposolubles se extraen con solventes orgdnicos
para posteriormente analizarse en el espectrofotdmetro Y conocer que cantidad
en microgramos de xantofilas se encuentran por am® de piel para el caso del
pollo de engorda o microgramos por gramo de yema, (4
Se consideran indirectos por que correlacionan el valor obtenido de fa muestra
con un detesminado color cbservado, aunque esta cormelacion no dejard de ser

siempre una estimacion,
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Redentemente se ha estandarizado una metodologia de comatografia de

liquidos de alta resolucidn (HPLC o CLAR), para ta medickin no solamente de
pigmentos carotenoides, sino hasta metabolitos de ellos en diferentes sitios
fisioldgicos como lo son el higado y plasma. Convirtiéndose asl en una
herramienta (il y necesaria en la industria avicola. La (inica desventaja seria

que es un procedimiento costoso. (Y



2.0 HIPOTESIS:

Existe una reladén entre los componentes de las xantofilas en higado y piel
analizados mediante la técnica del HPLC con lesiones histopatologicas y
variables productivas de pollos de engorda alimentados ¢on dietas

contaminadas con aflatoxinas.

3.0 OBJETIVO:

Determinar la relacion entre los patrones de los componentes de las xantofilas
mediante la témica del HPLC en higado y piel con respecto a evaluaciones
histopatolgicas y pardmetros produdiivos en pollo de engorda criado con un

alimento contaminado con afiatoxinas.
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4.0 Material y Métodos.

Produccién de micotoxinas.

Las micotoxinas se obtuvieron mediante contaminadén natural, la cual se
realizé, en la Facultad de Estudios Superiores Cuautittin, en la Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS), de la Universidad Nadonal
Auténoma de México. Como sustrato se utdizd maiz (AS 910 de la empresa
Agaro Empress), el cual se contamind con Aspergifus flavus Link e cual
produce afiatoxinas Bl y B2. La concentradon de aflatoxing depende de la
especie de hongo y condiciones de temperatura y humedad. Por lo tanto se
infectaron 50 Kg de maiz, los cuales se dividieron en frascos de vidrio con 1.5
Kg cada uno, a estos se les agregé 57 ml. del hongo Aspergliius flavus Uink y
84 ml. de agua destilada para lograr una humedad del 18%, lvego se
homogeneizaron para que todos los granos fueran infectados y que toda la
solucién fuera absorbida por el maiz. Posteriormente se colocaron en una
incubadora a 27°C y se esperd a que creciera durante 15 dias, pasado este
periodo el hongo se sometié a estnés, disminuyendo {2 temperatura para que
libere sus toxinas (4°C), durante 8 dias para favorecer la producddn de
metabolltos de desecho, entre ellos las aflatoxinas,

Para la determinacion y cuantificacion de las aflatoxinas se le realixd una
cromatografia de capa fina a una muestra del maiz contaminado, del cual se
saco un extracto, el cual revelo que exista una concentraddn de
aproximadamente 85% de aflatoxina B1 y un 15 % de aflatoxina B2, .

La determinacidn de aflatoxinas totales se liewd a cabo por medio del método
de inmunoafinidad en minicolurna, o (Aflatest y bio — code), el cual consistio
en el siguiente procedimiento; se tomd una muestra de 50g del sustrato, la cual

se licud a alta velocidad, adidonandole 100mi de metanol al 80% y 5g de sal
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por un minuto, luego se fitrd usando papel fitto Watman #1 predoblado y de
lo que se recuperd se tomd 1ml, al cual se le adiciond 49ml de agua destilada,
posteriormente se volvio a filtrar, usando un filtro de fibra de vidrio, de lo que
se recupero se tomd 1ml el cual se hizo pasar por goteo lento a través de
minicolumnas VICAM, las cuales contienen anticuerpos monodonales. Este
procedimiento se realizd utilizando una bomba pump (VICAM), el siguiente paso
fue adicionar 10m! de agua destilada la cual sirvié para lavar cualquier residuo
de toxinas que quede en la columna de vidrio. Por (ltimo se hizo pasar 1ml de
metanol HPLC por la minicolumna, para recuperar las toxinas, una vez realizado
se les adiciond un revelador (Bromuro al 0.03) el cual sirvid para poder hacer
la lectura en el fluorometro (Serie 4).

Prueba experimental.

Se llevd a cabo en el Centro de Enseilanza, Investigacon y Extension en
Produccion  Avicola (CEIEPA), perteneciente a la Facultad de Medidna
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México. El
centro esta ublcado en Zapotitidn, Tlahuac, Distrito Federal.

Se utilizaron 198 pollos mixtos de 1 dia de edad de la estirpe Ross, que fuerdn
divididos aleatoriamente en tres tratamientos con seis repeticiones de 11 pollos
cada una. El tratamiento 1 fue e grupo testigo sin micotoxinas, el tratamiento 2
tuvo una concentracion total de 300 ppb de aflatoxinas y el tratamiento 3 con
500 ppb.

Las dietas experimentales (Cuadro 2), fueron elaboradas de acuerdo a los

requerimientos del NRC y la alimentacién fue dividida en dos fases: 2
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Iniciacidn:(0 -21 dias de edad) con 22% de proteina cruda y 3000 kilocalorias

de EM/Kg.

Finalizacidn: (22 - 42 dias de edad) con 20% de proteina cruda y 3100
kilocalorias de EM/Kg y 90 ppm de xantofilas amarillas de fior de cempasiichil.
La alimentacién fue a libre acceso durante todo e ddo. Semanalmente se
evalud, peso corporal, consumo de alimento, conversidn alimentida y la
mortalidad fue evaluada mediante la necropsia para determinar la causa de
muerte.

Toma de muestras.

El muestreo se realizé al finalizar @ ciclo productivo (42 dias). Para lo cual se
tomaron aleatoriamente 5 aves por repeticion, las cuales se sacrificaron

mediante distocadon cervical,

En estas canales se obtuvo el higado (sin vesicula biliar), del cual se tomé una
muestra de 1em* la cual fue colocada en una solucion de formol al 10%, para
su estudio histopatologico. Para determinar las lesiones sufridas por la
aflatoxicosis, se hizo una escala de evaluacion, la cual consistié en ubicar 5
campos visuales en el microscopio e identificar las lesiones de la siguiente

manera, si en ese campo se kocalizaban:
. de 1 a 2 se considerd como leve,
. de 3 a 4 como moderada y

. de 5 en adelante como severa.

Esto fue para todas las variables histopatoldgicas evaluadas. Después de cada
réplica se obtuvo un promedio de cada lesion para su andlisis estadistico.
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El resto del higado fue macerdo, para obtener 10 gramos que fueron

colocados en 30ml de Heat (mezcla de solventes = hexano, etanol, acetona y
toluéno). Durante 24 hrs todas las muestras de higados fueron cublertas con
pape! aluminio para evitar ser expuestas a la luz ranscurrido el tiempo, se
evaluaron las muestras mediante el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion

(HPLC).

Para realizar la cuantificacién del pigmento se obtuvieron atros 10 gramos del
macerado, a los cuales se les extrajo la humedad mediante la utilizacddn de una
estufa bacterioldgica durante 24 hrs, posteriommente fue pesada. Ademds se
cuantificaron los pigmentos en la piel de la pechuga en las canales del pollo.

Analisis estadistico.

Las variables productivas (indice de conversién, consumo de alimento y pesos
semanales) fueron evaluadas mediante un andlisis multivariado para
observaciones repetidas incluyendo en e modelo al tratamiento y la réplica

dentro del tratamiento.

Los resultados obtenidos en las concentraciones de diésteres, luteina y
zeaxantina, en higado y piel de la pechuga fueron analizados mediante anélisis
de varianza completamente aleatorizado incluyendo ef tratamiento vy la
repetidén dentro del tratamiento. Para evaluar los resultados obtenidos de las
evaluadones histopatoldgicas del higado mediante el mismo andlisis estadistico
los datos fueron transformados y se hizo un Andlisis de las frecuendas

Los porcentajes de mortakidad general fueron evaluados mediante Chi -

cuadrada (x i %), utilizando un andlisis de contingenda por tratamiento.
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Adicicnaimente los resultados de los componentes de Jos pigmentos mediante

HPLC o CLAR y los resultados de las evaluadones histopatoldgicas fueron

analizados mediante correlacones simples y de Spearmen respectivamente, (*¥

5.0 Resultados.

Los resultados obtenlidos en los pardmetros productivos de peso, conversion
alimenticia y consumo de alimento se observan en los Cuadros 3, 4 ¥ 5
respectivamente. Para la variable peso semanal, no se observd diferenda
significativa entre tratamientos (P<0.05) durante las semanas evaluadas; sin
embargo el mayor peso de los animales se registré en el tratamiento testigo
(2080.63 g ) y el menor peso (1981.61 g ) en el tratamiento con 500 ppb de
aflatoxinas. El consumo de alimento no mostré diferencias significativas entre
tratamientos (P <0.05) siendo que con la dieta de 500 ppb se observd & menor
consumo de alimento (3900.9 g ) y el mayor consumo se observd en el
tratamiento de 300 ppb (4.028.g ).Para la variable conversién alimenticia
tampoco se observaron diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05),
siendo que la mejor conversién alimentida se observd en la dieta testigo (1.92)
y la peor (2.06) se registré en el tratamiento de 300 ppb.

Los resultados obtenidos en las concentraciones de componentes de los
pigmentos, se muestran en el Cuadro 6. Se encontré diferencia estadistica
significativa (P<0.05) en la concentracién de diésteres de dddos grasas en el
higado, siendo el tratamiento de 500ppb sknificativamente mayor al
tratamlento con 300 ppb y similar al testigo. Mientras que el tratamiento de 300
ppb y testige no mostraron diferencia significativa entre eflos.

Los resultados de ia luteina y zeaxantna no se mostraron diferencias

estadisticas entre tratamientos.
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Los resultados de los componentes del pigmento de la piet de la pechuga,
evaluado por medio del HPLC, fueron similares (P>0.05) entre los tratamientos
1, 2 y 3 como lo muestra el Cuadro 7.

Los resultados de las evaluaciones histopatologicas del higado Cuadro 8,
muestran que e tratamiento de 500ppb fue significativamente mayor (P<0.05)
para hiperplasia de conductos biliares, seguido por el tratamiento de 300 ppb,
siendo ambos diferentes Gnicamente con el grupo testigo. Del mismo modo en
hiperplasia de epitelio biliar e tratamiento de 500 ppb fue significativamente
mayor, (P<0.05) siendo diferente solamente con el tratamiento testigo,
mientras que el tratamiento de 300 ppb no mostré diferenda estadistica con
respecto al tratamiento de 500ppb y testigo. En el cuadro 9 se muestra el
resultado del analisis de frecuencia realizado.

En el caso de degeneracidn grasa, los heterofilos, linfocibos y necrosis no se
encontraron diferenda estadistica entre tratamientos.

La mortalidad obtenida para los grupos experimentales fue de 6.1% para el
testigo, 4.5% para el tratamiento de 300 ppb y 6.1% para el tratamiento de
500 ppb, sin que se observaran diferendias significativas entre tratamientos. (
P>0.05)

Los resultados de las comelaciones simples mostraron un comportamiento
inversamente propordonal (-0.7441) entre e valor de la lutefna y diéster
(P<0.0001), tendenda que se observd también entre la commelacion de
Zzeaxantina y diéster (-0.7027) (P<0.0001). Mientras que la correlacién entre
luteina y zeaxantina fue directamente propordonal (0.8651) (P<0.0001).
Mientras que las correlaciones simples entre los componentes de los pigmentos
y las evaluadones histopatologicas Cuadro 10, muestran la ausencia de relacion

entre ambas variables dado los vakres de probabilidad obtenidos.
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6.0 Discusién:

Los resultados obtenidos en los pardmetros productivos, no mostraron
diferencla (P>0.05) entre tratamientos, para las variables evaluadas de peso
semanal, conversion alimentida Estos resuitados no coinciden con lo reportado
por Del Rio y col @Y, quienes a dosis de 400 ppb observaron reducciones en
parametros productivos. Por otro lado otros autores ), reportan que 2 niveles
de 4 000 ppb de aflatoxina Bl por Kg de peso vivo, las aves presentaron
decaimiento, disminucién en el consumo de agua y alimento. De acuerdo a
algunos autores la dosis utilizada en aflatoxinas en e presente estudio se
considera baja para afectar e desempefic productivo de las aves y la
pigmentadon de la piel.

Concentraciones de componentes de los pigmentos.

La concentracién de diésteres de acidos grasos en el higado, fue mayor con el
tratamiento, de 500 ppb de aflatoxina con, esto se puede deber al dafio
hepdtico existente, el cual afecta al metabolismo de los carotenoldes, pues en
forma normal  al llegar a higado fa lutelna, sufre modificaciones quimicas a
luteina diéster y monoester, pero siguiendo una proporcdon de
aproximadamente 90% luteina Nbre, 10% monoester y cantidades
insignificantes de luteina diéster. Pero en presencia de aflatoxinas se altera la
esterificacion de la luteina en @ contenido intestinal, disminuye la absorcién y

transporte de luteina, incrementa el secuestro de de luteina en e higado debido
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a la baja disponibiidad de las formas esterificadas y por consiguiente,’
disminuye el depdsito de pigmento en la piel y yema de huevo, 9 (%)

Este impacto depende def nivel de aflatoxina recibida. Como consecuencla de la
ingestién de aflatoxinas, el patrén de carotenoides del higado se ve modificado
presentdndose una mayor cantidad de carotenoides en forma de monoester y
diester, que es la forma en que se encuentran en los tejidos de destino. La
pequefia parte absorbida de carotencides de la radon no puede ser
transportada del higado a los tejidos, produdiéndose acumuladén hepdtica. Y
esta acumulacién de diésteres va a aumentar, si el nivel de aflatoxinas lo hace
también, (44 (45)

En las lesiones histopatotdgicas se encontrd que en ¢ tratamiento de 500ppb
fue significativamente mayor (P<0.05) para hiperplasia de conductos biliares,
siendo diferente Gnicamente con el grupo testigo. Esto coindde con o
reportado por Del Rio y col. 3! quien menciona que la principal lesion
microscépica del higado es la proliferacon de conductos biliares y la
vacuolizadon del ditoplasma de los hepatocitos. Del mismo modo en
hiperplasia de epitelio biliar el tratamiento de 500 ppb fue significativamente
mayor, (P<0.05) siendo diferente solamenbe con e tratamiento testigo,
mientras que el tratamiento de 300 ppb no mostro diferencia estadistica con
respectn al tratamiento de S00ppb y €l testigo. Esto colncide con lo sefialado en
estudios @ que reportan que la proliferacién de epitelio bifiar ocurre durante
las primeras 86 horas después de haber sido consumida la aflatoxina.

Se observaron otros hallazgos histopatoldgicas como degeneracion grasa
hepatica, debido a que ia intoxicadon con aflatoxinas incrementa la
acumulacion de lipidos en el higado acompaflada de una severa depresion

enzimética. Esto coincide por lo reportado por algunos autores,® @
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Los resultados obteniﬂos en las correladiones simples indican que los diésteres
de Acidos grasos poseen una relacién inversamente proporcional con la lteina
y la zeaxantina en higado, lo que sugiere que e metabolismo se modifica.
Mientras que no se encontrd correlacion entre los valores de los componentes
de los pigmentos y las lesiones histopatologicas. Es importante mencionar que
en el presente estudio Jos valores promedio para las lesiones histopatoldgicas
fueron menores de 1, lo que comesponderfa en nuestra escala de evaluadion
como leve, Informadidn que nos sefiala que a dosis de 300 y de 500 ppb las
lesiones hepadticas no son severas.

Esto aunado con los resuttados de mortalidad suglere que las dosis utilizadas en
el presente estudio corresponden a una intoxicacion leve. Sin embargo este
nivel de aflatoxicosis modifica e metabolismo hepatico de los pigmentos al
presentarse mayor acumuladon de diésteres, sin causar lesiones imeversibles
en el higado o efecto negativo en los pardmetros productivos y mortalidad. Por
lo tanto es importante continuar trabajando en los efectos de la afiatoxicosis a
niveles mayores, asi como su interaccion con otras micotoxinas reportadas en
campo como las ocratoxinas gque pueden afectar B3 pigmentacion y los
parametros productivos en el polio de engorda.
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7.0 Conclusiones

Las concentraciones de diésteres de dddos grasos en higado de polio de
engorda aumentan cuando reciben una dieta con aflatoxinas de 500 ppb.
Lesiones hepdticas leves como hiperplasia de conductos biliares y del epitelio
biliar, fueron observadas en pollos de engorda alimentados con dietas
contaminadas con niveles de 500 ppb de aflatoxinas.

Por lo tanto se conduye que al haber una aflatoxicosis la concentracion de
diésteres va aumentar mds en el higado y la hiperplasia de conductos billares y

la de epitedio biliar es mas severa,
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9.0 Cuadros.

Cuadrol. Clasificacién de los pigmentos segun su capacidad

pigmentante.
NO a-CARQOTENO
PIGMENTAN  B-CAROTENO
PRECURSORES
CRIPTOXANTINA
DE
B-APO-8"-CAROTENAL, AMARILLO
VIT. A PIGMENTAN . )
ESTER ETILICO DEL ACIDO (-8
APOCAROTENDICO (SINTETICO) AMARILLD
NO VIOLAXANTINA
PIGMENTAN NEOXANTINA
ND LUTEINA, AMARILLO
PRECURSORES ZEAXANTINA (SINTETICO) NARANJA
DE VIT. A PIGMENTAN CANTAXANTINA (SINTETICO) ROJO
CAPSANTINA ROJO
CITRANAXANTINA (SINTETICO) ROJO
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Cuadro 2. Composicidn de las Dietas para polios de engorda.

INGREDIENTE Iniciador de 0-21 | Finalizadén de 22-42

Kg/Ton dias Dias
Sorgo 9% 568.50 590.500
Pasta de soya 46% 357.60 320.440
Aceite Vegetal 28.98 42,800
Fosfato de Calcio 18.08 16.146
Carbonato de Calcio 15.90 13.881
Sal (NaQl) 4,40 3.804
Vitaminas*** 2.50 2.500
DL- Metionina | 224 1.881
Cloruro de Colina 1.00 0.800
Pigmento** 0.00 6.000
Anticoccidianc 0.50 0.600
L- Treonina - 0.348
Bacitracina - Zinc 0.30 0.300
Total 1000 1000.00
Andlisis Calculado
Protefna Cruda (%) 22.00 20.00
Lisina (%) 1.200 1.053
" Metionina (%) 0.580 T 0.480
Metionina + Cistina 0.900 0.830
Fosforo Disponible 0.500 0.45
Caldio Total (%) 1.00 0.90
EM {Kcal/ Kg) 3000 3100

*A los tratamientos 2 y 3 se les substituyeron los kilogramos de sorgc por & maiz blanco
contaminado dependiendo el nivel de aflatoxina deseado

** Los mvelesdemmnﬂhsdemppmdemmasamdlhﬂemmnm

*** Vitamina A (12000,000 UI), Vitamina D3 (2,500,000), Vitamina E (15,000 UL), Vitamina K
(2.09), Vitamina B1 (2.25g), Vitamina B2 (7.5g), Vitamina B6 (3.5q), Vitamina B12 (20 mg), Ac
Pantoténoico (12.5g), Ac. Folico (1.5g), Biotina (125 mg), Niacina (45 g), Hiero (50q), Zinc
(50g), Manganeso (110g), Cobre (12g).



Cuadro 3. Pesos comparativos de las aves con diferentes niveles de

aflatoxinas, dela 1semana a la 6 semana de edad (g).

SEMANAS
Tratamiento 1 2 3 4 5 6
Testigo 120.7 283.8 565.4 944.7 | 14213 2080.6
300 ppb 127.7 303.0 599.6 928.0 | 1379.1 1986.4
500 ppb 128.3 308.3 301.6 888.3 | 13419 1981.6

N.S (P>0.05)
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Cuadro 4. Consumo de alimento de las aves con diferentes nivelas de

aflatoxina, de lIa 1 semana a la 6 semana de edad y consumo

acumulado (g).
. SEMANAS = [Acumulado
Tratamiento| 1 2 3 4 5 6
Testigo 106.5 | 2395 | 485.2 | 688.3 980.6 | 1504.7 4004.8
300 ppb 108.0 | 252.3 | 535.9 | 678.0 9794 | 1474.5 4028.1
500 ppb 110.6 | 231.3 | 543.8| 630.5 | 938.8 | 14459 | 3900.9

N.S (P>0.05)




Cuadro 5. Conversién alimenticia de las aves con diferentes niveles de

aflatoxinas de [a 1 semana a la 6 semana de edad y acumulada (g).

TRATAMIENTO SEMA NAS Acumulado
1 2 3 4 5 6
Tesigo | 12 | 15 | 17 | 18 | 21 | 23 1.6
300 ppb 1.1 1.5 1.8 21 2.2 2.4 2.06
500 ppb 1.2 13 1.9 2.1 2.2 2.3 2.00
\

N.S (P>0.05)
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Cuadro 6. Concentraciones de componentes de los pigmentos en el

higado de las aves alimentadas con diferentes niveles de aflatoxinas,

analizados mediante el anilisis de cromatografia de liquidos de alta

resolucién.
mg/Kg
Tratamiento Diester Luteina Zeaxantina
Testigo 6.4°P 60.3 5.4
300 ppb 5.4° 62.4 5.6
500 ppb 7.4° 60.1 5.3
Error EstAndar 1.3 24 0.2

Los valores por columna con diferente literal indican diferencla significativa (P<0.05)




Cuadro 7. Concentraciones de componentes de los pigmentos en la

piel de las aves alimentadas con diferentes niveles de aflatoxina,

analizados mediante el andlisis de cromatografia de liquidos de alta

resolucién.
mg/kg
Tratamiento Diester Luteina Zeaxantina
Testigo 19.1 426 4.9
300 ppb 18.1 43.2 4.8
500 ppb 213 43.0 4.8

N.S (P>0.05)




Cuadro 8. Resultados de las evaluaciones histopatolégicas del higado

de los pollos alimentados con diferentes niveles de aflatoxinas.

Hiperplasia
Hiperplasia
de
Tratamiento EE (del epitelio| EE |Heterdfilos| EE |Linfocitos| EE
conductos
biliar
biliares
Testigo 059° |o0.14] 045° (o009 083 [02¢4] 079 l0.12
300ppb | 1.48° [0.12] 063%® [010] 056 |0.24] 073 |0.09
500 ppb 1557 |0.13] 0987 |00 064 [0.21| 055 [0.19
R?0.63 | | R'0564{ | R°0.389 R?0.425

EE= Error Estandar

Los vaiores por columna con diferente fiteral indican diferencia significativa (P<0.05)




Cuadro 9. Andlisis de las frecuencias para las evaluaciones

histopatolégicas del

higado de los pollos alimentados con

diferentes niveles de aflatoxina, por tratamiento

Tratamiento | Hiperplasia | Hiperplasia | Heterdfifos | Linfocitos | Degen. | Negosis
de del epitelio grasa
conductos | biliar
biliares
Testigo 56.67 % 43.33% 30% 40% 53.33% 20%
(17/30) (13/30) (9/30) (12/30) | (16/30) | (6/30)
300 ppb 66.67% 36.67% 30 63.33% | 36.67% 20%
(20/30) (11/30) (9/30) (19/30) | (1430) | (6/30)
500 ppb 66.67% 46.67% 40% 13.33% | 33.33% | 16.67%
(20/30) (14/30) (12/30) (4/30) | (10/30) | (5/30)
Probabitidad 0.6501 0727 | 0637 0.0004 | 0.2411 0.930
n 90 90 20 %0 90 90

Los valores estan expresados como porcentaje de presentacion de lesiones,
siendo la n por tratamiento de 30
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Cuadro 10. Coeficientes de comrelacién entre los componentes de los
pigmentos y las lesiones histopatolégicas

Luteina Zeaxantina Diester
Hiperplasia de | -0.0818 -0.1460 0.1811
conductos Prob 0.5489 Prob 0.2828 Prob 0.1317
biliares
Hiperplasia del { 0.0168 -0.1645 0.1431
epitelio biliar Prob 0.9215 Prob 0.3307 Prob 0.3981
Heterofilos 0.1943 0.3228 -0.2717
Prob 0.3219 Prob 0.0938 Prob 0.1620
Linfocitos 0.22914 0.0986 -0.1343
Prob 0.1924 Prob 0.5792 Prob 0.4488
Degeneracién | -0.1443 -0.1255 0.0410
grasa Prob 0.4011 Prob 0.4623 Prob 0.8124
Necrosis -0.1046 -0.1624 -0.0619
Prob 0.6895 Prob 0.5335 Prob 0.8133
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10.0 Figuras.
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FIGURA 1. Tabla tridimencional que muestra los valores de! sistema CIELab.




