UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE
LA SALUD ANIMAL.

“Efecto de los minerales traza orgdnicos sobre el comportamiento productivo, calidad
de huevo y respuesta inmune en gallinas Bovans White en postura’”.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL. GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SAUD
ANIMAL

PRESENTA:
DAVID RAMOS VIDALES.

Tutor:
ERNESTO AVILA GONZALEZ (FMVZ-UNAM)

Comité Tutor:
GABRIELA GUADALUPE GOMEZ VERDUZCO (FMVZ-UNAM)
JUAN CARLOS DEL RIO GARCIA (FES CUAUTITLAN-UNAM)

Ciudad Universitaria, Cd. Mx. Enero 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatoria

A mi Familia, amigos y todos aquellos que han formado parte de mi vida y me han permitido
ser parte de la suya.

A la memoria Sarahi Donajy Ramirez Estrada, gran amiga y colega.



Agradecimientos

Ala UNAM y ala FMVZ es un orgullo haber sido formado en sus aulas.

A todo el personal académico del CEIEPAv especialmente al Doctor Ernesto Avila Gonzélez
por ser un excelente tutor, profesor, guia y ejemplo a seguir durante toda mi formacion
profesional, al Doctor Arturo Cortes y al Doctor Benjamin Fuente por haberme obsequiado

sus enseflanzas y conocimientos en avicultura y en la conduccién de pruebas experimentales.
A CONACYT por el estimulo econémico brindado por el programa de posgrado.

Al laboratorio DSM por su apoyo, facilidades y financiamiento para la elaboracion del
experimento, en especial al Doctor Sergio Fernandez y al Ingeniero Silvestre Charraga que en

todo momento estuvieron pendientes de la prueba.

A mi comité tutor, Doctora Gabriela Goémez y Doctor Juan Carlos del Rio, que tan
amablemente me han asesorado y acompanado durante toda la Maestria; y a la Doctora Silvia

Carrillo por sus observaciones en la edicion final de la tesis.

A Aida, has sido un gran motivo de inspiracioén para dar lo mejor de mi y de verdad que tu

apoyo se hace sentir.

A Viridiana por el apoyo que me has brindado durante estos afios dentro y fuera de la granja,

muchas gracias por tu amistad.

A Jorge Miguel, Oscar y Monse, asi como los chicos de Servicio Social y Estancias del

CEIEPAvV que me apoyaron antes, durante y después de la fase experimental.



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar el efecto de la adicion de Carbo-Amino-Fosfo-Quelatos
(CAFQ) y su reduccion en 30% con respecto a sales inorganicas (MTT) y Complejos Metal
Aminoacido (CMA) sobre variables productivas, calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia
de la tibia a la fractura y respuesta inmune de gallinas en postura. Se utilizaron 480 gallinas
Bovans White de 60 semanas de edad asignadas aleatoriamente en 4 tratamientos con 10 réplicas
de 12 aves cada una. Los tratamientos consistieron en: T1 (100% MTI), T2 (100% CAFQ), T3
(70% CAFQ) y T4 (MTI+CMA). Las aves fueron alimentadas con dietas base sorgo-pasta de
soya durante 14 semanas. Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza
univariado para un disefio completamente aleatorizado y un disefio de mediciones repetidas, se
utilizaron contrastes ortogonales para la comparacion de medias. Se utiliz6 un modelo de
regresion para las unidades Haugh (UH) como funcién de los dias de almacenamiento en
temperatura ambiente y refrigeraciéon. No se encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos para porcentaje de postura, peso de huevo, consumo de alimento, masa de huevo,
indice de conversion y peso del ave, ni para porcentaje de huevo sucio, roto y farfara, UH, color
de la yema, grosor y resistencia del cascarén a la fractura (p>0.05). Los tratamientos fueron
similares para resistencia de la tibia a la fractura, titulos de anticuerpos, respuesta a
hipersensibilidad cutanea por baséfilos y hemograma (p>0.05). Se observé un efecto del tiempo
y las condiciones de almacenamiento sobre las UH, existiendo menor pérdida en refrigeracion
(p<0.05). Las aves alimentadas con CAFQ (independientemente de la dosis) presentaron un
desempefio similar a aquellas alimentadas con MTI y con CMA oz #gp. En promedio los
tratamientos suplementados con minerales traza organicos (T2, T3 y T4) presentaron 5% mas
resistencia del cascaron a la fractura que el adicionado con MTT. Los resultados de este estudio
sugieren la posibilidad de disminuir las inclusiones de minerales traza en dietas practicas con el
empleo de fuentes con mayor biodisponibilidad que reducen el desperdicio y consecuentemente

aminoran el impacto ambiental ligado al uso de MTI como son los CAFQ.

Palabras Clave: minerales traza, minerales organicos, quelatos gallinas de postura, calidad de

huevo, respuesta inmune.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of the addition of Carbo-Amine-Phospho-
Chelates (CAPC) and its reduction by 30% regarding to inorganic salts (ITM) and Metal Amino
Acid Complex (MAAC) on layer performance, egg quality, egg store time, tibia breaking strength
and immune response. 480 Bovans White laying hens were randomly allocated to 4 treatments
of 10 replicates with 12 hens each. Treatments were as follow: T1 (100% ITM), T2 (100%
CAPC), T3 (70% CAPC) and T4 ITM+MAAC). Birds were fed with sorghum-soybean meal
basal diets during 14 weeks. Data were analyzed using a one-way ANOVA to a completely
randomized design and a repeated measures design, orthogonal contrasts were used to the mean
comparisons. A regression model was applied to the Haugh units (HU) as function of storage
days in room temperature and refrigeration. No statistical differences were found between
treatments for egg production, egg weight, feed intake, egg mass production, feed conversion
ratio and body weight, neither for dirty, cracked and shell-less eggs, HU, egg yolk color, egg
thickness and egg breaking strength (p>0.05). Treatments were similar for tibia breaking
strength, antibody titers, cutaneous basophil hypersensitivity test and blood count (p>0.05). An
effect of time and storage conditions was observed on HU, lower loss was observed in
refrigeration temperature (p>0.05). Birds fed with CAPC (regardless of the dose) showed similar
performance compared with those fed with ITM and oz 79p MAAC. On average treatments
supplemented with organic trace minerals (T2, T3 and T4) showed 5% more egg breaking
strength than treatment added with ITM. The results of this study suggest the possibility of
decreasing trace minerals inclusions in practical diets with the employment of high bioavailability
sources that reduce waste and consequently lessen the environment impact related with I'TM

such as CAPC.

Key Words: trace minerals, organic minerals, laying hens, egg quality, immune response.
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INTRODUCCION

Minerales Traza

Los minerales son elementos inorganicos esenciales, que desempefian funciones estructurales,
fisiolégicas, cataliticas y regulatorias (Costa E Silva et al., 2015). De acuerdo a su inclusion en las

dietas para aves pueden clasificarse en macrominerales y minerales traza (Cuca et al., 2009).

Los minerales traza (MT) o microminerales son iones metalicos que actian como cofactores de
enzimas y factores de transcripcion, participando en una amplia variedad de procesos
bioquimicos (Richards et al., 2010). Se ha estimado que mas del 50% de las proteinas incluyen
cofactores (Sousa et al., 2009). Estan involucrados en mecanismos cataliticos, estabilizan y
determinan la estructura terciaria o cuaternaria de las proteinas y aquellos con actividad Redox
estan implicados en la transferencia de electrones (Andreini et al., 20006). Se les ha asociado con
el crecimiento y divisiéon celular, desarrollo e integridad de los tejidos, respuesta inmune,
reproduccion y proteccién ante radicales libres (Richards et al., 2010; Swiatkiewicz et al., 2014).
Son adicionados en las dietas a razén de partes por milléon (ppm) e incluyen el cinc, manganeso,
hierro, cobre, selenio y el iodo (Lopez, 2013). En conjunto, representan aproximadamente el

0.25% del costo de la dieta avicola (Leeson, 2005).

Los cambios clinicos y patolégicos debidos a deficiencias de MT son inespecificos y dependeran
de él o los MT implicados, sus interacciones, el nivel de produccién del animal, la edad, el sexo,
el grado de severidad, las reservas corporales y la presencia de factores que disminuyan su
absorcion o utilizacion (Suttle, 2010). El exceso de MT no mejora el desempefio productivo de
las aves, contrariamente puede generar antagonismos o toxicidad, esta ultima es menos frecuente
por los amplios margenes de seguridad que presentan la mayoria de los MT (Lopez, 2013). El
uso de cantidades mayores a las recomendadas ha sido criticado por sus implicaciones
ambientales y el riesgo que conlleva su acumulacién en los suelos (Vitti, 2010; Brugger y
Windisch, 2015). En la actualidad se ha suscitado un interés creciente por los MT a nivel mundial,
relacionado con las necesidades del animal, el uso de fuentes organicas con mayor
biodisponibilidad y el empleo responsable con el fin de aminorar los posibles dafios ambientales

generados por su utilizacion.



Funciones

Hierro

Es el MT mas abundante en el organismo, participa en el transporte de oxigeno y produccion de
energfa (Suttle, 2010; Cao et al., 2014). Cerca del 60-70% esta presente en la hemoglobina; 10%
en la mioglobina, citocromos y enzimas y el 20-30% restante es almacenado en ferritina y
hemosiderina dentro de los hepatocitos y macréfagos reticuloendoteliales (Ahmad et al., 2015).
Por sus propiedades quimicas participa en reacciones Redox como parte del grupo prostético
HEME de las hemoproteinas (Suttle, 2010). Interviene en la unién y transporte de oxigeno
(hemoglobina y mioglobina), en la cadena de transferencia de electrones durante la fosforilacion
oxidativa (citocromos con actividad Redox), en el proceso de detoxificacion (citocromos P450),
en la sintesis de 6xido nitrico (6xido nitrico sintasa) y prostaglandinas (prostaglandina sintasa) y
como protector celular ante dafio por estrés oxidativo (peroxidasas) (Winter et al., 2014). Su
deficiencia en aves se ha asociado a cuadros de anemia microcitica hipocromica y pérdida de la

pigmentacion en animales de plumaje rojizo (NRC, 1994).

Cinc

Es el segundo ion metalico de transicién mas abundante después del hierro (Andreini et al., 2000;
Ahmad et al., 2015). Sus propiedades quimicas le permiten participar en reacciones cataliticas,
entre ellas destacan: alta biodisponibilidad, ausencia de actividad Redox, actia como acido de
Lewis, posee una geometria de coordinacion flexible con intercambio rapido entre sus ligandos

y forma enlaces de coordinacién con nitrégeno, oxigeno y azufre (Sousa et al., 2009).

Esta presente en mas de 300 enzimas principalmente en hidrolasas y transferasas (Molokwu y
Li, 2006). Se distribuye en todos los tejidos del cuerpo y es necesario para el correcto
funcionamiento del sistema inmune, la integridad de las membranas y la regulacién del apetito.
Juega un papel fundamental en la divisiéon y crecimiento celular, la reparacién de heridas y el
metabolismo de nutrientes. Adicionalmente es vital para la maduracién sexual y la reproduccion,
el mantenimiento 6seo y la proteccién ante estrés oxidativo (Molokwu y Li, 2006; Salim et al.,
2008; Zastrow y Pecoraro, 2014; Ahmad et al., 2015). Las deficiencias de cinc generan retraso en
el crecimiento, deformidades 6seas (huesos largos mas cortos y anchos), aumento de tamafo de
la articulacién tibiotarsiana, plumas quebradizas y de facil desprendimiento, asi como

disminucién de la postura e incubabilidad (NRC, 1994).



El Zn participa en la sintesis de ADN y proteinas como parte de las polimerasas de ADN y
ARN, que catalizan la replicacion y transcripcion del genoma celular. Por si mismo es capaz de
modular la expresién de genes por alteracion de la estructura del ADN, y es importante para

mantener la integridad de los acidos nucleicos (Park et al., 2004).

La timulina es una hormona peptidica sintetizada por el timo que posee Zn en su estructura
(Bach etal, 1977). Originalmente fue nombrada Factor Timico Sérico (FTS), pero ésta
denominacion solo se refiere a la estructura peptidica sin actividad bioldgica. Para realizar sus
funciones el FTS requiere unirse con una protefna acarreadora y a una proporciéon equimolecular
de Zn*" integrando el complejo metalopéptido FTS-Zn*" (Haddad, 2009; Reggiani et al., 2009).
La timulina sigue un ritmo circadiano de secrecidn, tiene actividad inmunomoduladora,
antiinflamatoria, analgésica y neuroendocrina; participa en la diferenciacion de células T y en la

activacion de células T y NK (Haddad, 2009; Reggiani et al., 2009; Sato et al., 2012).

Confiere proteccion ante dafio por estrés oxidativo al formar parte de la CuZnSOD encargada
de la dismutacién del anién superdxido a perdxido de hidrégeno (Liao et al., 2013). Asimismo
induce la produccién de metalotioneinas, proteinas ricas en cisteina con gran afinidad por el ion

hidroxilo (Prasad, 2008; Li et al., 2015).

Las carboxipeptidasas A (CPA) son otro grupo de enzimas que contienen Zn, actian liberando
los aminoacidos residuales C-terminales de las proteinas, su funcién puede ser modulada por la
presencia de cinc e inhibida por 4cido fitico y compuestos fendlicos (Fernandez et al., 2011). Las
enzimas alcohol deshidrogenasa y fosfolipasa A2 también lo incluyen en su estructura. La
primera esta relacionada con la oxidaciéon de etanol, vitamina A, esteroides, y la reduccion de
aldehidos y cetonas (Park et al., 2004); la ultima se encarga de la hidroélisis de fosfatidilcolina y

esta asociada con la formacién de micelas y absorcion de grasas (Suttle, 2010).

Es cofactor de colagenasas y gelatinasas, implicadas en la preservaciéon de la integridad,
remodelamiento y degradacion del elemento organico de la matriz ésea (Velada et al,, 2011). La
estructura de la fosfatasa alcalina incorpora 4 atomos de Zn por molécula, 2 de los cuales son
esenciales para su actividad (Zastrow y Pecoraro, 2014). Por si s6lo puede incrementar la sintesis
en el higado del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) necesario para la formacion y el

remodelamiento 6seo, y la homeostasis del calcio (Molokwu y Li, 2000).



Interviene en la sintesis de bicarbonato a través de la anhidrasa carbonica, razén por la cual se le

ha relacionado con la calidad del cascardon al aumentar indirectamente la secrecion de carbonato

de calcio (Salim et al., 2008; Tsai et al., 20106).

Por dltimo se le ha relacionado con el control del apetito, por lo que su deficiencia puede
producir disminucién en el consumo de alimento y retraso en el crecimiento (Wojciak, 2013). La
incorporaciéon de cinc en las dietas de aves promueve la produccién de neuropéptidos
orexigénicos (neuropéptido Y), ademas de disminuir la produccioén de citocinas como TNF-a
relacionada con la disminucién del consumo de alimento durante el proceso inflamatorio (Suzuki

etal, 2011; Hu et al., 2016).

Cobre

Historicamente ha sido reconocido por su importancia en el metabolismo de la hemoglobina, si
bien no forma parte directa de ella, esta presente en protefnas plasmaticas relacionadas con la
homeostasis de Fe y su deficiencia en las aves puede resultar en anemia microcitica hipocrémica,
deformaciones 6seas, pérdida de la pigmentacion de las plumas, hipertrofia cardiaca y aneurisma
aortico (Leeson, 2009). El Cu se encuentra en diversos sistemas enzimaticos incorporado en por
lo menos 30 metaloproteinas clasificadas como cuproenzimas que regulan procesos como el
transporte de electrones, protecciéon antioxidante, sintesis de neurotransmisores y melanina, y

formacion de tejido conectivo (Suttle, 2010; Ramos et al., 2016).

La ceruloplasmina (Cp) es una proteina secretada por el higado, contiene al menos dos terceras
partes del Cu presente en plasma funcionando como transportador celular y tisular.
Fisiolégicamente participa en la oxidaciéon de Fe** a Fe’* promoviendo su movilizacién en los
tejidos y la carga de Fe’* en la transferrina por medio de una cuproenzima homologa llamada
hepaestina (Leeson, 2009; Besold et al., 2016). Ademas esta implicada en la neutralizaciéon de
especies reactivas de oxigeno y en la inactivacién oxidativa de 6xido nitrico y aminas biogénicas

(Ramos et al., 2016).

La lisil oxidasa es necesaria para la maduracion del colageno y elastina que ayudan a mejorar la
resistencia de la piel, hueso, tendones, corazon intestino y cascarén (Lim y Paik, 2003; Richards
et al., 2010). La tirosinasa esta relacionada con la pigmentacion al catalizar la polimerizacioén de

metabolitos de tirosina para formar melanina (Kanteev et al., 2013).



Por sus atributos quimicos el Cu esta involucrado en reacciones Redox y de transferencia de
electrones, a través del citocromo C oxidasa (COX), asi como en la neutralizacion de radicales
libres por medio de la CuZnSOD (Suttle, 2010; Besold et al,, 2016; Ramos et al.,, 2010).
Interviene en el metabolismo de las catecolaminas a través de la dopamina 3-mono-oxigenasa
que cataliza la hidroxilacién de dopamina a noradrenalina (Nelson y Prohaska, 2009); y es parte
de la peptidil-glicina-a-amidante-mono-oxigenasa (PAM) una cuproenzima que facilita la

amidacion y activaciéon de hormonas peptidicas neurohipofisiales (Solomon et al., 2014).

Manganeso

El Mn es esencial durante el crecimiento y el desarrollo 6seo, se ha demostrado que su presencia
en la dieta previene la perosis y condrodistrofia en animales jovenes, estas funciones se
relacionan con su participacion como cofactor de glucosiltransferasas, como la
galactosiltransferasa necesaria para la sintesis de mucopolisacaridos en la matriz cartilaginosa
(Liu et al., 2015). Se ha reportado que la deficiencia de Mn en gallinas en postura disminuye la
producciéon de huevo, el grosor de cascaréon e incrementa la cantidad de huevos con
anormalidades, esto atribuido wuna disminucién de la actividad de la GalB1-3-
glucoronosiltransferasa (GIcAT-1) en las glandulas cascarogenas. Esta enzima esta relacionada
con la sintesis de glucosaminoglicanos y proteoglicanos en la matriz organica del cascarén,
brindando una ultraestructura mas solida y mejorando la resistencia (Yildiz et al., 2011; Xiao
et al., 2014). Es importante en la proteccion ante estrés oxidativo formando parte de la MnSOD

mitocondrial enzima complementaria en funcién a la CuZnSOD citosélica (Zhu et al., 2015).

Selenio

Se han identificado mas de 25 genes que codifican para selenoproteinas (SelP), todas contienen
residuos de selenocisteina (SeCys), aminoacido analogo de la cistefna con un grupo selenol
reemplazando al grupo tiol. Las SelP desempefian diversos papeles en el organismo, actuando
como antioxidantes, moduladores de la funcién inmune, detoxificantes de metales pesados y
xenobidticos, y participan en el metabolismo de las hormonas tiroides (Cardoso et al., 2015). Las
deficiencias de selenio se manifiestan principalmente como diatesis exudativa, retraso en el
crecimiento, distrofia muscular, miopatias de la molleja y corazon, fibrosis pancreatica, reduccion

de enzimas en el jugo pancreatico y mortalidad (NRC, 1994).



Glutation peroxidasa (GSH-Px o GPx) es la denominacion general que se le da a una familia de
isoenzimas que poseen Se y que catalizan la reduccion de peréxido de hidrégeno (H.Os) o
hidroperéxidos organicos en agua o sus correspondientes alcoholes usando glutation reducido
(GSH) como donador de electrones (H2O, + 2GSH = GS-SG+2H,0). En mamiferos han sido
identificadas 6 isoenzimas GPx: GPx1 (clasica) localizada en el citosol, ntucleo y mitocondria de
los eritrocitos y las células del higado, pulmén y rifion; GPx2 (gastrointestinal) es acumulada en
el nicleo y citosol de las células de la mucosa intestinal; GPx3 (plasmatica) es una proteina
secretada que esta presente en rifiones, pulmones, epididimo, placenta, vesicula seminal, corazéon
y musculo; GPx4 (hidroperoxidasa fosfolipidica o PHGPx4) esta relacionada con la
espermatogénesis, y se encuentra en nucleo, citosol, mitocondria y unida a las membranas; por
ultimo GPx5 y GPx6 estan relacionadas funcionalmente con GPx3 (Margis et al., 2008; Suttle,
2010; Roman et al., 2014). La tioredoxina reductasa (TR1) es otra SelP que funciona como

antioxidante y es capaz de reducir los enlaces disulfuro de las tioredoxinas (Narayan et al., 2015).

Las deiodinasas (D o DIO) son SelP de membrana que catalizan la remocién de los atomos de
yodo de la pro-hormona Ty (tetraiodotironina o tiroxina) generando el isémero activo T
(triiodotironina) y el inactivo T (diiodotironina). Esta biotransformacién ocurre practicamente
en cualquier tejido del organismo y es catalizada por tres diferentes isotipos de deiodinasa: D1,
D2y D3. D1 y D2 sirven como activadores de la ruta de deiodinacién del anillo externo
convirtiendo Tsen Ts.; por otra parte la deiodinacion del anillo interno es catalizada tanto por
D1 como por D3 que convierten Ty y T5 en metabolitos inactivos (T5 reversa y 33-T»

respectivamente) (Orozco et al., 2012; Roman et al., 2014).

Yodo

El yodo o iodo (I) es utilizado para la produccién de triiodotironina (T5) y tiroxina (T4) (Sumaiya
etal,, 2016). Las hormonas tiroideas son las unicas moléculas que contienen yodo en los
vertebrados y son necesarias para el desarrollo y maduracién del SNC, musculo esquelético y
pulmones. Son también reguladoras primarias del metabolismo y su efecto modulador es
importante en practicamente todos los 6rganos y tejidos (Nicola et al., 2015). Las deficiencias de
yodo en aves resultan en una inadecuada produccién de T3 y por ende retraso en el crecimiento

y disminucién de la produccion y el tamafio del huevo (NRC, 1994).



Necesidades y Recomendaciones de Inclusién

Los MT sélo pueden realizar sus funciones si se absorben y retienen en cantidades suficientes
para cubrir las necesidades de mantenimiento, crecimiento, produccién o reproduccion, y para
reemplazar aquellos que fueron eliminados a través de las secreciones, orina o heces (Suttle,
2010). Existen factores que pueden influir sobre sus necesidades nutricionales como: raza

>
genética, sexo, fin zootécnico, consumo de alimento, nivel energético de la dieta, temperatura

ambiente, humedad del aire, estado sanitario, entre otros (Rostagno et al., 2011).

Las recomendaciones de inclusion de los MT dependeran de la fuente consultada, el criterio de
respuesta y el método de estimacion utilizado (pruebas dietéticas o modelos factoriales). El
criterio de respuesta es un determinante importante ya que los procesos metabdlicos que
dependen de un mineral pueden variar en cuanto a sensibilidad. Es conveniente tener en cuenta
que los valores recomendados son estimaciones y deberan ser ajustados al contexto especifico
(Suttle, 2010). El Cuadro 1 sefiala las necesidades de MT acorde al NRC, los Cuadros 2 y 3
muestran las recomendaciones de inclusiéon de MT para pollo de engorda y gallina en postura

blanca segun diferentes fuentes consultadas.

Biodisponibilidad

El valor de los alimentos y suplementos como fuentes de minerales, no sélo depende de su
contenido mineral sino también de la proporcion que puede ser absorbida y utilizada por el
animal. Este valor se define como biodisponibilidad (Littell etal., 1997). El grado de
biodisponibilidad esta determinado por cuatro componentes: accesibilidad, es la cantidad de
mineral absorbido por la mucosa, en ella influyen las fuentes del mineral y sus interacciones;
absorbabilidad, indica al potencial de transferir el mineral que fue absorbido en la mucosa al
sistema para ser utilizado, es determinada por los mecanismos de absorcién del enterocito;
habilidad de retencion del mineral transferido, depende de la velocidad de excrecion; y funcionalidad
o potencial de incorporar el mineral retenido en estructuras funcionales, puede ser afectado por

la fuente del mineral absorbido y el sitio de retencién (Saripinar-Aksu et al., 2012).

Los factores que afecten la accesibilidad y absorcion del mineral influiran directamente sobre su
retencion y utilizacion, razén por la cual la investigacion se ha enfocado en el uso de fuentes de

minerales con mayor biodisponibilidad y en conocer y aminorar las interacciones.



Factores que afectan la Biodisponibilidad

El hecho de que un mineral esté presente en la dieta no garantiza su utilizacion, existen factores

que pueden mermar sustancialmente su biodisponibilidad, entre los que destacan:

Intrinsecos Extrinsecos Luminales

e Especie y Genética e Naturaleza del elemento. e Interacciones con nutrientes

e Edady Sexo e Fuente (inorganica u (proteinas, carbohidratos

e Monogistrico o rumiante organica) etc.)

e Necesidades ¢ Ruta de administracion e Interacciones con otros
nutricionales e Interacciones con agentes minerales

e Estado de Salud y quelantes (oxalatos, 4cido ~ ® pH
Fisiologico fitico, taninos, etc.) e Competencia por

e Estrés y procesos e Presencia de enzimas transportadores
infecciosos exbgenas (fitasas) e Liberacién en células blanco

Fuentes: (Ashmead, 2012; Saripinar-Aksu et al., 2012; Lopez, 2013; Martinez et al., 2013; Mafién, 2015)

De estos las interacciones tienen el mayor impacto sobre la biodisponibilidad de los MT Estas

interacciones se pueden clasificar en seis categorfas (Ashmead, 2012; Manon, 2015):

1.
2.

Formaciéon de complejos insolubles por agentes quelantes (p.ej. acido fitico, oxalatos).

Competicion por moléculas

transportadoras en el lumen intestinal (p.ej. DMT1).

Incapacidad del organismo para sintetizar metaloproteinas como consecuencia de

interferencia con metales no esenciales y subsecuente formacioén de complejos proteicos.

Sustitucion del componente metalico en metaloenzimas (p.ej. cobalto por cinc).

Sinergismo o Antagonismo. Por ejemplo, las relaciones Se-I y Cu-Fe son sinergistas

mientras que en el caso del Zn con el Fe, Cu y Mn son antagonistas (Rosborg, 2015).

Codependencia de diferentes reacciones entre si. Es resultado del grupo anterior, al

generar una reaccion en cadena que afecta reacciones enzimaticas posteriores.

A continuacion se enlistan las interacciones mas importantes entre MT:

Mineral Antagonismo Sinergismo
Cine Ca, Cu, Cd, P, Fe, Mn -

Manganeso Ca, Fe, P -

Cobre Zn, Fe, Mo, S, Cd -

Hierro Zn, Mn, P, Al, Ca, Cr Cu, F

Yodo Tiocianato, Nitratos, Nitritos, Se

Selenio S, As -

Fuentes: (KKostogrys et al., 2010; Suttle, 2010; Ashmead, 2012; Rosborg, 2015)



Biodisponibilidad Relativa

Los MT pueden ser cuantificados por medio de ensayos de laboratorio que determinen su
concentracion en tejidos (higado, hueso de la tibia), productos (huevo) o secreciones (leche), o
mediante pruebas 7z wvitro de absorcidn, estimacion de la excreciéon urinaria o fecal,
concentraciones de trazadores, y mas recientemente a través de la evaluacion de enzimas y

expresion de genes (Suttle, 2010).

En algunas circunstancias es necesario conocer la biodisponibilidad de una sustancia en relacion
a otra (patron o estandar). En los estudios cuantitativos de biodisponibilidad la respuesta Y a
una cantidad X del nutriente bajo investigaciéon puede ser descrita como una funcién. El disefio
mas extendido para los estudios de biodisponibilidad relativa (BR) es el método de relacion de

pendiente que implica la respuesta lineal a la adicién de nutrientes en la dieta (Littell et al., 1997).

Minerales Traza Inorganicos

Los nutrientes presentes en los alimentos deben sufrir un proceso de digestiéon antes de ser
absorbidos y distribuidos. En general, el tracto gastrointestinal (T'GI) de las aves es similar al de
otras especies. El alimento ingerido es humedecido, macerado en pequefias particulas,
acidificado y atacado por enzimas endoégenas. Los macronutrientes son fragmentados en
monosacaridos, aminoacidos, acidos grasos libres, monoglicéridos, vitaminas y minerales, para
ser posteriormente absorbidos por mecanismos pasivos o activos por los enterocitos que los
transportan a torrente sanguineo y distribuyen a los tejidos (Svihus, 2014). Los MT precisan ser
digeridos para su absorcion y distribucién, los procesos implicados dependeran de la fuente

adicionada en el alimento (inorganica [MTI] u organica [MTO]) y el mineral en cuestion.

Fuentes

Si bien en teorfa los ingredientes de mayor inclusiéon (maiz, sorgo y pasta de soya) proveen
suficientes minerales a las aves (Leeson, 2005), se sabe que su contenido es muy variable y
dependera de factores como el genotipo y estado de maduracién de la planta, las caracteristicas
del suelo donde fue cultivada, el uso de fertilizantes y factores medio ambientales (Suttle, 2010).
Aunado a esto los MT en los granos y semillas se pueden encontrar ligados a agentes quelantes

(acido fitico, taninos) formando complejos insolubles que comprometen su biodisponibilidad

(Rimbach et al., 2008; Platel y Srinivasan, 2015). Los MT son adicionados en las dietas como



sales inorganicas —carbonatos, 6xidos, sulfatos o cloruros— cuya biodisponibilidad dependera
de su capacidad para disociarse y formar iones, asi como de la calidad, pureza, origen,
composicion y estabilidad de la sal suplementada (Lépez, 2013). En general, la biodisponibilidad
de los sulfatos es mayor y estos son utilizados como patrén o estandar en pruebas de BR, el

Cuadro 4 muestra las principales fuentes de MTT utilizadas en avicultura y su BR.

Desde el punto de vista practico los MTI se administran con amplios margenes de seguridad
para evitar deficiencias y permitir a las aves alcanzar su maximo potencial genético.
Histéricamente éste ha sido el acercamiento mas prudente por razones econémicas, sin embargo
esta practica no sélo representa un desperdicio de minerales, sino que los excedentes pueden
interactuar y formar complejos insolubles o generar dafio oxidativo. Su toxicidad no se limita
so6lo al animal adicionalmente los excesos eliminados en orina y heces constituyen una posible

fuente de contaminacién ambiental (Zhao et al., 2010; Brugger y Windisch, 2015).

Fisiologia Digestiva y Metabolismo.

El proceso de digestion de los MTI comienza con la exposicion a las secreciones del TGI como
saliva, jugo gastrico, moco, etc. que permiten su disociaciéon en buche, proventriculo y molleja,
aunque ninguno de estos 6rganos realiza una absorcién significativa. No es sino hasta el intestino
delgado donde las sales seran completamente disueltas y proclives a ser absorbidas (Ashmead,
2012). Los iones resultantes difundiran pasivamente o seran reconocidos por transportadores
especificos en la mucosa intestinal. Cada mineral se absorbe y distribuye de manera especifica

port lo que es necesario analizarlos por separado.

Hierro
Esta presente en la dieta en forma inorganica (Fe-no hémico o i6nico) y organica (Fe-hémico)
(Przybyszewska y Zekanowska, 2014). Independientemente de cual sea su origen el principal

sitio de absorcioén es el duodeno (Figura 1) (Jia et al., 2015).

La absorcién del Fe-no hémico se realiza por transporte activo. El ion Fe’* primero debe ser
reducido a Fe** en la membrana duodenal a través del Citocromo B Duodenal (DcytB). El Fe**
es transportado entonces al interior de las células por el transportador de iones metalicos
divalentes 1 (DMT1). Dentro del enterocito, el Fe** puede ser oxidado y almacenado en la

ferritina o exportado al intersticio por la ferroportina. La ferritina que no es empleada se agrega
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en los lisosomas para producir hemosiderina la cual es eliminada por exfoliacion de los
enterocitos. En la membrana basolateral la hepaestina oxida el Fe** en Fe’* permitiendo la unién
a transferrina (Tf) para su distribucion via sanguinea (Tako et al., 2010; Winter et al., 2014). Este
mecanismo es regulado por el estatus corporal del hierro y por la hepcidina, hormona peptidica
de origen hepatico que inhibe la absorcidon induciendo la degradaciéon de DMT1 (Brasselagnel

etal, 2011).

Por otra parte, el transporte del grupo HEME al interior del enterocito es realizado por la
proteina acarreadora de HEME 1 (HCP1). Una vez internalizado es catabolizado por la enzima
microsomal HEM oxigenasa generando Fe*, mondxido de carbono y biliverdina. El Fe*
liberado es metabolizado como Fe inorganico y la biliverdina es reducida a bilirrubina.
Adicionalmente el Fe puede absorberse directamente en el duodeno formando complejos
solubles unido con mucinas, o a través de receptores de fitoferritina (Przybyszewska y

Zekanowska, 2014).

Aunque la acumulacién y el ritmo de absorcion del Fe estan bien regulados, esto no sucede en
el caso de su eliminacion, el organismo tiene una limitada habilidad para excretarlo y ello no
cambia inclusive bajo exposiciones a dosis altas (Kwiecien et al.,, 2015). A la fecha, se ha
demostrado la presencia de una ruta de excrecion via intestinal en ratones pero el mecanismo
molecular implicado aun no ha sido dilucidado (Musumeci et al., 2014). Algunos autores
consideran la exfoliacion de los enterocitos como una ruta de excrecion (Przybyszewska y

Zekanowska, 2014).

Cinc

Su absorcién es realizada en intestino delgado via transporte activo y en menor grado por
difusion pasiva (Figura 2) (Yu et al.,, 2002; Suttle, 2010). Los transportadores de Zn se agrupan
en dos familias: proteinas ZnT y Zip. Estas proteinas tienen roles opuestos en la homeostasis de
este elemento, las ZnT reducen el Zn intracelular citoplasmatico promoviendo el eflujo o el
influjo hacia el interior de los organelos y vesiculas; en cambio los transportadores Zip
incrementan los niveles de Zn intracelular promoviendo el transporte desde el exterior o desde
los organelos o vesiculas hacia el citoplasma. Se conocen hasta el momento 10 transportadores
ZnT y 14 Zip: el Zip4 es el principal transportador localizado en la membrana apical del

enterocito y esta implicado en la internalizaciéon del lumen intestinal al citoplasma; el ZnT1 se
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distribuye en la membrana basolateral y se encarga de la liberaciéon del elemento desde el
citoplasma a circulacion; entre tanto el Zip5 interviene en la excrecién transportando Zn desde
la serosa hacia la mucosa. El trafico entre los organelos es regulado principalmente por las
proteinas ZnT2, 4,5, 6y 7 y las Zip7, 9 y 13 (Wang y Zhou, 2010; Fujimura et al., 2012; Pechin,
2012). EIDMT1 juega un papel menor en la homeostasis de cinc. En el citosol la metalotioneina
1 (MT-1) es capaz de captar Zn para su almacenamiento y trafico intracelular. El Zn es regulado

por el aporte en la dieta, asi como por su ritmo de absorcién y excrecion (Martin et al., 2013).

En cuanto a su distribucién dos terceras partes son transportadas unidas a albumina sérica y el
resto se une a macroglobulinas, aminoacidos o se encuentra en forma libre en el torrente
sanguineo, 30-40% del Zn es captado y almacenado en higado unido a metalotioneina y

metaloenzimas. Se excreta via pancreatica, biliar y en menor proporcion en orina (Pechin, 2012).

Cobre

Su absorcién es realizada en duodeno y depende de transporte activo (Figura 3) (Lin et al., 2015).
El transportador de cobre de alta afinidad 1 (CRT1) es el principal acarreador al interior del
enterocito, al ser especifico para Cu'" requiere la reduccién del Cu** por medio de
metalorreductasas (proteinas STEAP y DcytB) (Ohgami et al., 2006; Van den Berghe y Klomp,
2009); de igual forma el DMT1 es capaz de transportar Cu'" (Arredondo et al., 2003; Jiang et al.,
2013). Una vez internalizado el Cu'* es quelado como medida preventiva ante el posible dafio
oxidativo que puede generar como catalizador de la reacciéon de Fenton y la subsecuente

produccion de radicales hidroxilo(Van den Berghe y Klomp, 2009).

Las chaperonas son proteinas que unen metales. Estan disefladas para entregar un ion metalico
o un cofactor que contiene un metal a una proteina que lo requiere en su estructura. Hasta ahora
se han identificado tres vias de trafico de cobre que requieren de la accién de chaperonas: 1)
Ruta de entrega de Cu a la via secretoria, que permite la activacion de cuproenzimas destinadas
a la superficie celular o el medio extracelular. Inicia con la chaperona ATOX1 (ATX1) que se
acopla a ATPasa 7A (ATP7A) permitiendo translocar el cobre al aparato de Golgi para su
procesamiento y secrecion. 2) Trafico hacia CuZnSOD, se realiza en el citoplasma por la
chaperona de cobre para SOD (CCS). 3) Ruta de entrega a la mitocondria, es realizada por

COX17 o COX19 y permite la activacion de COX (Bravo et al., 2015).
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En torrente sanguineo es transportado al higado unido a albumina y transcupreina, donde los
hepatocitos lo procesan y secretan como ceruloplasmina que realiza su distribucién a los tejidos
restantes (Liu et al., 2007). Las mayores concentraciones de Cu se encuentran en higado y su

excrecion es por medio de las secreciones biliar y pancreatica (Leeson, 2009; Suttle, 2010).

Manganeso

El metabolismo del Mn no esta bien entendido ya que no han sido identificadas proteinas
especificas para su absorcion, se sabe que utiliza moléculas transportadoras en comun con el Fe
(Figura 4) (Jenkitkasemwong et al., 2012). El manganeso entra al enterocito con la ayuda del
DMT1 y de varios transportadores inespecificos, incluyendo los de citrato, cinc (ZIP8 y ZIP14)
y canales de calcio (Bai et al., 2012; Chen et al., 2015; Horning et al., 2015); sin embargo estudios
recientes han demostrado que el DMT1 no interviene en la absorcion de Mn, Cu y Zn (Shawki
etal,, 2015). La ferroportina y el transportador SLC30A10 son los dnicos transportadores
conocidos que facilitan la exportaciéon de Mn al torrente sanguineo (Chen et al., 2015; Seo y
Wessling-Resnick, 2015). En plasma se encuentra unido a o-2-macroglobulina, albimina,
transfertina o de forma libre como Mn** (Jenkitkasemwong et al., 2012). Su distribucién es
rapida, principalmente a higado, pancreas, hueso, rifiéon y cerebro que son los 6rganos con mayor
retencion. Es conjugado con bilis y excretado via fecal, pudiendo ser reabsorbido a través de

circulacion entero-hepatica (Horning et al., 2015).

Selenio

Las especies de Se presentes en las plantas son: selenato (SeOs”), selenito (SeOs>), selenio-
metionina (SeMet) y en menor cantidad SeCys, SelP, Se-metil-selenocisteina (SeMCys) y y-
glutamil-Se-metil-selenocisteina  (GGSeMCys) (Rayman etal, 2008). Tanto las formas
inorganicas como organicas son absorbidas en la parte final del intestino delgado con una
eficiencia total entre 70-90% bajo condiciones fisiologicas y de consumo normales; el selenito es

la excepcion ya que su absorcion no supera el 60% (Fairweather-Tait et al., 2010).

La asimilacion de Se requiere de la reduccion de las diferentes especies a seleniuro de hidrégeno
(HSe) (Figura 5). El SeOs” puede absorberse por transporte activo o difusiéon pasiva. La
presencia de glutation reducido (GSH) en el lumen intestinal mejora la absotcion de SeOs™
reaccionando con los grupos tiol del GSH para formar selenodiglutation (GS-Se-SG) que es

metabolizado por la glutation reductasa en HSe'. El SeO,* es absorbido primero via paracelular
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por difusion pasiva y luego reducido por la ATP sulfurilasa a SeOs”. El SeOs” es reducido por
el sistema de las tioredoxinas a HSe". La SeMet y SeCys comparten transportadores con los
aminoacidos azufrados para su absorcion. El dipéptido GGSeMCys es absorbido como tal o
hidrolizado por la y-glutamil transpeptidasa liberando SeMCys que se absorbe como SeMet.
Tanto GGSeMCys como SeMCys son metilados por la $-liasa en metilselenuro (MSe). Para su
utilizacién el HSe™ es activado en presencia de ATP por la selenofosfato sintetasa 2 (SPS2)
produciendo selenofosfato (SePhp) que se une a cisteina por medio de la SeCys Sintasa (SeCysS)

(Rayman et al., 2008; Fairweather-Tait et al., 2010; Roman et al., 2014).

Las especies de Se son transportadas intactas o unidas a albumina al higado donde son
metabolizadas y liberadas en la circulacion para su distribucién. En el organismo el selenio se
localiza en dos compartimientos: el pool metabdlicamente activo como SeCys que forma parte
de SelP (GPX, DIO, etc.), metabolitos excretorios y otros productos intermediarios del
metabolismo de Se; y el pool de metionina como SeMet en las proteinas musculares, esta forma
representa entre 56-66% del Se total (Surai y Fisinin, 2014). La SeMet puede ser liberada y
transformada en SeCys via #rans-selenacion, un proceso analogo a la #rans-sulfuracion (Roman
etal., 2014). La excreciéon puede tomar 2 rutas que implican un proceso de metilacién: 1) Por
medio del metabolito dimetilselenuro (IDMSe) en la respiracion o 2) en la orina a través de la

conjugacién de MSe con azicares y trimetilselenuro (TMSe) (Fairweather-Tait et al., 2010).

Yodo

El yodo debe ser reducido a yoduro (I') antes de su absorcién en intestino delgado (Figura 6). El
I' es transportado por el cotransportador de Na' /I (NIS) una glicoproteina que constituye el
componente central del metabolismo del yodo. El gradiente a favor de Na® que permite la
absorcion de I es generado por la Na"/K" ATPasa en la membrana basolateral. E1 NIS esta
localizado también en las glandulas tiroides y esta relacionado con la secrecion de yodo en leche,
saliva y jugo gastrico. Altas concentraciones de I' en sangre reducen su absorcion mediante
retroalimentacion negativa de tirotropina (TSH) y expresion de NIS (Nicola et al., 2015). EIT es
transportado en torrente sanguineo en forma libre y es depositado en la glandula tiroides donde
es oxidado y enlazado a tirosina por medio de la tiroperoxidasa (TPO) generando tiroxina (T4).
La T, es secretada y transportada en suero unida a globulina fijadora de T4 (TBG) o albumina

hasta los tejidos periféricos donde es deiodinada por las deiodinasas (D1, D2 y D3) produciendo
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las formas metabdlicamente activas (T5) o inactivas (T5reversa y 3°3-T2) (Orozco et al., 2012;
Lazarus, 2015). La excreciéon de I ocurre por medio de filtracién glomerular (Michalaki et al.,

2014).
Minerales Traza Organicos

Fuentes

Los minerales traza organicos (MTO) pueden encontrarse como complejos o quelatos de hierro,
cobre, cinc o manganeso, o como selenoaminoacidos y sus analogos. Ya que son compuestos
quimicamente distintos es preciso considerar algunas de sus caracteristicas asi como el concepto

de constante de estabilidad para comprender como influyen en su digestiéon y metabolismo.

Complejos y Quelatos. Un comzplejo es la entidad quimica formada por la asociacién de dos o
mas componentes moleculares, unidos a través de enlaces de coordinacion (Figura 7a); por otra
parte una entidad de coordinacion es aquella en cuya estructura se encuentra un atomo o ion metalico
central rodeado por un grupo ordenado de atomos (ligandos). Un caso especial de entidad de
coordinacién son los compuestos donde existe quelacion, entiéndase por quelacion la formacion
o presencia de enlaces entre dos o mas sitios de uniéon dentro de un mismo ligando y un solo
atomo central. La molécula en la que existe quelacion se denomina guelato (Figura 7b). El termino
mono-, bi-,... multidentado es usado para indicar el numero de sitios de enlace dentro de un

ligando directamente unidos al atomo central. TUPAC, 2014).

Los quelatos son de interés nutritivo debido a sus atributos fisicos y quimicos. En ellos el ion
metalico actua como acido de Lewis aceptando pares de electrones y el ligando como base de
Lewis donando pares de electrones. Los ligandos deben poseer grupos funcionales o de
coordinaciéon con capacidad para donar electrones, por ejemplo: -N=, -NH, -NH,, -NH3,-S--
NOH, =0, -COOH, -OH, -SOs, etc. Los quelatos se distinguen de los complejos por la
presencia de por lo menos uno o mas anillos heterociclicos que rodean al atomo central, y que a
medida que aumentan en numero le brindan mas estabilidad. Por ejemplo, en el caso de un
aminoacido y un metal, estos se pueden unir a través de dos enlaces, uno iénico con el oxigeno
del grupo COOH y uno de coordinacioén con el nitrégeno en el grupo NHo, si el ion metalico
tiene una valencia de 2" es capaz de unirse a mas de un aminoacido para satisfacer su déficit de

electrones, formando un segundo anillo heterociclico. Sin embargo, a medida que el tamafio de
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¢l o los ligandos incrementa la formacion de anillos heterociclicos adicionales se complica, por
ello los grupos funcionales deben estar localizados de manera que posibiliten su creacion. Las
propiedades del elemento metalico pueden comprometer el establecimiento de un quelato, en
especial su valencia y el nimero de coordinacién. La valencia influira en su formacion, en general
los metales de transicion (hierro, cobre, cinc, manganeso) podran producir quelatos mientras que
los metales alcalinos (sodio, potasio), halégenos (yodo, cloro) y no metales (selenio) no lo haran;
el numero de coordinacién determinara su estereoquimica y estabilidad (Ashmead, 2012;
Saripinar-Aksu et al., 2012; Mafién, 2015). Por definicién en lo subsecuente aquellos compuestos
que carezcan de un anillo heterociclico no se denominaran quelatos, se referira a ellos como

complejos o en su caso sales metdlicas (Figura 7a'y 7c).

La constante de estabilidad (de formacion o asociacion) de un complejo (Ky) es el valor inverso de
la constante de disociacion (Kg). Representa una medida cuantitativa de la atraccion de un metal
a su ligando y dependera de la fuerza de sus enlaces (Mirrahimi et al., 2016). Valores bajos de K¢
implican que un complejo puede disociarse facilmente y viceversa. Si K¢ de un complejo ingerido
es menor a K de otro ligando en la dieta, el ion del primer ligando puede disociarse y ser
intercambiado al segundo ligando. En caso de que el nuevo complejo fuera absorbido el ion lo
serfa también, no obstante existen en el alimento ligandos con valores Ky altos que pueden
enlazarse con iones metalicos formando complejos indigestibles evitando su absorcién, tal es el
caso de los fitatos y los oxalatos. Por otra parte si el quelato o complejo ingerido tuviera un valor
K¢ muy alto y fuera absorbido, dadas sus caracteristicas no se disociarfa en el organismo para su
metabolizacion y serfa excretado integramente, como sucede con el EDTA. Un complejo o guelato
funcional es aquel en que tanto el ligando como el metal son disponibles para el organismo y
ambos pueden ser utilizados después de ser absorbidos, su K¢ debe ser mayor a las K¢ de los
ligandos en el quimo y menor a las de los ligandos del organismo (transportadores, acarreadores,
enzimas). Preferentemente el ligando debe ser una molécula pequefia, que pueda absorberse sin
necesidad de digestion y ser facilmente metabolizada por el organismo (Ashmead, 2012). No es
recomendado predecir mejoras en la utilizacién de complejos o quelatos minerales usando
valores de K¢ ya que el pH del medio influye notablemente sobre su valor (Mafién, 2015). La
presencia de anillos heterociclicos hace mas estables (mayor Ky) a los quelatos en comparacion

con los complejos.
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Los minerales con estructura organica son definidos por la AAFCO, conocer estas definiciones

permitird dilucidar sus rutas de digestioén, absorcién y metabolismo (AAFCO, 2008):

o Quelato Metal Aminodcido: producto de la reacciéon de un ion metalico de una sal metalica
soluble con aminoacidos en una relaciéon molar de un mol de ion metalico con dos o tres
moles de aminoacido unidos por enlaces covalentes coordinados. Los aminoacidos pesaran
en promedio 150Da y la molécula resultante no debe exceder 800Da.

o Quelato Metal Hidroxiandlogo de Metionina: producto resultante de la reaccion de una sal
metalica soluble con acido 2-hidroxi-4-metiltiobutanoico (HMTBA) en una relacion molar
de un ion metalico con dos moles de HMTBA unidos por enlaces covalentes coordinados.

o Complejos Metal Aminodcidos: complejo formado por una sal metalica soluble y aminoacidos.

o Complejo Metal Aminodcido (especifico): complejo formado por una sal metalica soluble y un
aminoacido especifico.

o DProteinato Metalico: quelato o complejo formado por una sal soluble con aminoacidos o
proteinas parcialmente hidrolizadas.

o Complejo Metal Polisaciride: complejo formado por una sal metalica soluble y un polisacarido.

o Propionato metdlico: complejo formado por una sal metalica y acido propionico.

Selenoaminoacidos. Las fuentes organicas de Se disponibles comercialmente (SeMet y acido
2-hidroxi-4-metilselenobutanoico [HMSeBA]), no son consideradas complejos ni quelatos sino
el primero un aminoacido y el segundo su analogo (Figura 7d). La SeMet es producida por
fermentacion de Saccharonyces cerevisiae en medios ricos en Se (Schrauzer, 2006) y el HMSeBA por

sintesis quimica (EFSA FEEDAP, 2013).

Fisiologia Digestiva y Metabolismo.

La digestion y absorcion de los MTO dependeran de su ligando. Se sabe que estas fuentes tienen
una biodisponibilidad superior a los MTI, pero esto no explica los mecanismos de absorcién o
metabolismo implicados (Mazariegos et al., 2004). La problematica de algunos MTO radica en
que a su paso por el TGI se mezclaran con secreciones endégenas que alteraran el pH del medio
y que pueden producir hidrélisis enzimatica del ligando, por lo que es posible que se comprometa

su estabilidad provocando disociacion antes de alcanzar el sitio de absorcién.
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Quelatos Metal Aminoacido y Metal HMTBA. En su obra Ashmead (2012) describe a detalle
la digestién, absorcion y metabolismo de estos compuestos tomando como modelo el Cinc bis-
Glicina. Los quelatos son moléculas capaces de resistir la digestién ya que se encuentran en
forma de aminoacidos o dipéptidos. A su paso por el TGI el quelato sufre tnicamente una
reestructuracion molecular (basada en el pH luminal) la cual no provocara su disociacion
completa. Conforme el quelato se mezcla con las secreciones gastricas y el ambiente se torna
acido (pH 2-5), los enlaces entre el metal y el nitrégeno comienzan a romperse, cuando esto
sucede el acido clorhidrico dona el H" al grupo amino terminal de cada aminoacido, adquitiendo
una carga positiva y formando una estructura denominada Complejo/Quelato donde el metal
permanece unido a través del grupo carboxilo de ambos aminoacidos. Puede existir absorcion
de estas moléculas en la mucosa estomacal por difusién facilitada. A medida que el
Complejo/Quelato se acerca al duodeno y el pH se alcaliniza se reconfigura como un quelato.
En este nuevo ambiente (pH 6-6.5) el quelato carece de carga y puede ser absorbido en la
membrana apical del enterocito por difusion facilitada. Ashmead ademas postula que en la
proximidad de las microvellosidades el microambiente es acido (pH<5) lo que permite al quelato
adquitir de nuevo la estructura Complejo/Quelato posibilitando su unién a transportadores de
aminoacidos para su interiorizacion. Finalmente en el interior del enterocito (pH=06.8) la
molécula se vuelve a reconfigurar en quelato y puede seguir alguna de las siguientes rutas de
metabdlicas: 1) hidrolisis intracelular y liberacién del metal y su ligando, 2) intercambio del metal
por la presencia de proteinas (transportadores o acarreadores) con valores K¢ mayores al quelato,
3) almacenamiento, 4) transferencia directa a plasma, o 5) exfoliacién junto con el enterocito.

De ser absorbido, el metal seguirfa las mismas rutas metabolicas de los MTT.

El modelo de absorciéon del hierro bis-glicina (Fe-bis-Gly) también ha sido estudiado por su
posible uso para la prevencion de anemia en humanos (Ma et al., 2013). En €l se sugiere que una
parte del quelato es disociada y puede ser absorbida por efecto del pH en estémago (Pizarro
et al., 2002), el restante se mantiene estable y es captado a nivel intestinal compitiendo con los
transportadores de las fuentes de Fe-no hémico (Mazariegos et al., 2004). La suplementacion de
Fe-bis-Gly incrementa la expresion de DMT1, receptor de transferrina (TfR), ferritina y

trasportador intestinal de péptidos (PepT1). Se ha postulado que PepT1 es el transportador
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responsable de la mayor absorcion de Fe-bis-Gly. (Liao et al., 2014). Una vez en el interior del

enterocito es metabolizado como MTI (Bovell-Benjamin et al., 2000; Ma et al., 2013).

Investigaciones recientes han demostrado que la inclusiéon de cinc glicina tiene efecto sobre la
expresion de proteinas transportadoras en los enterocitos (Zip4, Zip5, ZnT1, MT1 y PepT1). Se
ha propuesto que utiliza rutas comunes de absorciéon y metabolismo con las fuentes inorganicas,

sin embargo no se han dilucidado concretamente cuales son (Yue et al., 2015; Huang et al., 2016).

Proteinatos Metalicos y Polisacaridos Metalicos. A la fecha no se cuenta con literatura
referente a su absorcion y metabolismo, la mayoria de la investigacion se enfoca en demostrar
su biodisponibilidad con respecto a MTI y da por hecho su estabilidad a nivel intestinal. Se ha
propuesto que los proteinatos no pueden absorberse integramente sino que deben ser
hidrolizados, lo que resultaria en la disociacién de los complejos, sin embargo se requiere mayor
investigacion al respecto (Ashmead, 2012). La carencia de literatura sometida a revisiéon por pares
acerca del uso de los complejos metal polisacaridos en dietas para aves genera un poco de
desconfianza en cuanto a su efectividad, aunado a lo anterior su empleo se cuestiona dados los
resultados obtenidos en estudios en perros, cerdos, rumiantes y humanos (Lowe y Wiseman,

1998; Case y Carlson, 2002; Salyer et al., 2004; Santiago, 2012).

Propionato metalico. Su proceso de absorcion no ha sido documentado. En concordancia con
lo que ocurre con el propionato de sodio, calcio y potasio y dada la facilidad para disociarse (baja
Ky) del acido propidnico se esperaria que el ion metalico se encuentre disociado en el ambiente
intestinal (EFSA FEEDAP, 2014). Se ha reportado que la absorcion del acido propidnico es
realizada en duodeno, yeyuno y colon por difusién pasiva de la forma protonada o a través de

intercambio i6nico con bicarbonato (Kawamata et al., 2007).

SeMet y HMSeBA. La absorcion de SeMet tiene lugar en yeyuno por un sistema dependiente
de Na" que compatte competitivamente con metionina (EFSA FEEDAP, 2006). El HMSeBA
se absorbe por difusidn pasiva o por transportadores de aminoacidos (independientes de Na™ o
dependientes de H"). En el interior del enterocito es oxidado a acido 2-ceto-(4metilseleno)-
Butanoico (KMB) y convertido a SeMet por transaminacion (Martin-Venegas et al., 2011; EFSA
FEEDAP, 2013). La SeMet puede ser transelenada a SeCys para su utilizaciéon en el pool

metabdlicamente activo o transportada a los tejidos como parte del pool de metionina.
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Uso de MTO en Gallinas en Postura

Los MTO poseen mayor biodisponibilidad posiblemente porque aprovechan vias alternativas de
absorcién y proveen proteccion frente a antagonismos minerales y formacién de complejos
indigestibles (Saripinar-Aksu et al., 2012). Esto se traduce en multiples beneficios para las aves
incluyendo mejoras sobre los parametros productivos, calidad de huevo y respuesta inmune
(Zhao et al., 2010), sin embargo los resultados practicos de su suplementacion en dietas para
gallinas en postura han sido muy variables, es posible que la diversidad de fuentes organicas, las
diferencias quimicas entre los ligandos, el contenido de minerales propio de los ingredientes de
la dieta y los niveles de inclusion utilizados hayan enmascarados estos efectos (Stefanello et al.,

2014).

En gallina en postura por lo general la inclusiéon de MTO no produce efectos sensibles sobre
parametros productivos como porcentaje de postura, peso y masa de huevo, consumo de
alimento, conversion alimenticia y peso del ave (Maciel et al., 2010; Jlali et al., 2013; Stefanello
et al.,, 2014; Manangi et al., 2015), sin embargo cabe destacar que la reduccién en los niveles de
inclusién no compromete el desempenio productivo del animal (Gheisari et al., 2011; Stefanello
et al., 2014), se ha comprobado que esto representa menor excrecion en heces y por ende menor

deposicion en el medio ambiente (Bao et al., 2007; Yenice et al., 2015).

En lo que respecta a variables de calidad de huevo se ha reportado engrosamiento del cascaron
(Manangi et al., 2015) y menor pérdida de unidades Haugh por almacenamiento (mayor vida de
anaquel) (Sun et al., 2012). El incremento en la resistencia del cascarén ala fractura y la reduccion
del porcentaje de huevo roto o en farfara son caracteristicas deseables de importancia econémica
en el sector del huevo, los resultados de la incorporacién de minerales organicos confirman
mejorfas asociadas a un cambio en la ultraestructura del cascarén (Swiatkiewicz y Koreleski,
2008; Gheisari etal,, 2011; Stefanello etal, 2014; Manangi etal,, 2015). Asimismo las
concentraciones de MT en huevo y cascarén han sido evaluadas con resultados favorables a la

suplementaciéon de MTO en ambas (Sun et al., 2012; Jlali et al., 2013; Yenice et al., 2015).

Los huesos son una reserva importante de MT para las aves, se han realizado mediciones
indirectas del grado de mineralizacion a través de pruebas de resistencia de la tibia a la fractura,

una mayor resistencia se asocia con mayor mineralizacion, las conclusiones de estudios
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comparativos con MTI han reportado beneficios a favor de las fuentes organicas (Gheisari et al.,
2011; Manangi et al., 2015). La adicién de MTO también se ha asociado con niveles mayores de
MT en suero (Yenice et al., 2015), mejor retencion en 6rganos (Sun et al., 2012; Jlali et al., 2013)

e incremento de la sintesis y actividad de enzimas (Sun et al., 2012).

La importancia del Se y Zn sobre la respuesta inmune de las aves esta relacionada entre otras
cosas con mayor actividad enzimatica ante radicales libres (Saad et al., 2009; Boostani et al,,
2015), beneficios sobre titulos de anticuerpos (Feng et al., 2010; Silva et al., 2010; Manangi et al.,
2015), incremento en tamano de 6rganos (Feng et al., 2010) y mejoras en la respuesta inmune

celular (Moghaddam y Jahanian, 2009)
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JUSTIFICACION

Las aves tienen un requerimiento basal de MT que se ve acrecentado debido a la baja
biodisponibilidad en las fuentes consumidas, a las barreras gastrointestinales, a interacciones o a
un metabolismo ineficiente, en consecuencia, una gran cantidad de MT agregados a la dieta no

son aprovechados y son excretados.

Las fuentes organicas de MT poseen excelente biodisponibilidad, no se ven afectados por
interacciones y utilizan rutas alternativas de absorcion, por lo que se requieren en menor cantidad

disminuyendo su concentracion en las excretas y su deposicion en el medio ambiente.

Los Carbo-Amino-Fosfo-Quelatos (CAFQ) son una fuente organica de MT sintetizada por
Saccharomyces cerevisiae producto resultante de la uniéon de iones minerales con péptidos y
aminoacidos de origen vegetal, y de la unién de oligo y polisacaridos con una fuente de fésforo,

mediante reacciones de fosforilaciéon (TORTUGA®, 2016).

El efecto de la inclusion de CAFQ en dietas para gallinas en postura no ha sido documentado,
por tal razon la realizacion de la presente investigacion aporta informacion acerca de su efecto
en los parametros productivos, calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia a la ruptura de la

tibia y respuesta inmune en gallinas en postura de 60 semanas de edad.
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HIPOTESIS

Hipétesis 1 (Fuente): La sustitucion de MTO por MTT en dietas base sorgo-pasta de soya, mejora
los parametros productivos, calidad del huevo, vida de anaquel, resistencia de las tibias a la

fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de 60 semanas de edad.

Hipétesis 2 (Elemento organico): La inclusion de CAFQ como fuente de MTO en dietas base
sorgo-pasta de soya mejora los parametros productivos, calidad de huevo, vida de anaquel,
resistencia de las tibias a la fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de
60 semanas de edad en comparaciéon con una dieta tipo comercial adicionada oz fgp con MTO

en forma de Complejos Metal Aminoacidos.

Hipétesis 3 (Reduccion): La reduccion en 30% de las recomendaciones de inclusion de CAFQ
como fuente de MTO en dietas base sorgo-pasta de soya no afectard los parametros productivos,
calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia de las tibias a la fractura y respuesta inmune de

gallinas en postura Bovans White de 60 semanas de edad.

23



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la inclusion de diferentes fuentes de MTO en dietas base sorgo-pasta de
soya sobre los parametros productivos, calidad de huevo, resistencia de las tibias a la fractura y

respuesta inmune en gallinas en postura Bovans White de 60 semanas de edad.

Objetivos Particulares

e LBvaluar el efecto de la sustitucion de MTO por MTT en dietas base sorgo-pasta de soya
sobre los parametros productivos, calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia de las

tibias a la fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de 60 semanas

de edad.

e Determinar el efecto de la inclusiéon de CAFQ como fuente de MTO en dietas base
sorgo-pasta de soya sobre los parametros productivos, calidad de huevo, vida de anaquel,
resistencia de las tibias a la fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans
White de 60 semanas de edad en comparaciéon con una dieta tipo comercial adicionada
on top con MTO en forma de Complejos Metal Aminoacidos.

e Analizar el efecto de la reduccion en 30% de las recomendaciones de inclusion de CAFQ
como fuente de MTO en dietas base sorgo-pasta de soya sobre los parimetros
productivos, calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia de las tibias a la fractura y

respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de 60 semanas de edad.

24



MATERIAL Y METODOS

La investigacién se llevé a cabo en el CEIEPAv de la FMVZ-UNAM, localizado en la calle
Manuel M. Lopez s/n, Colonia Zapotitlin, Delegacién Tliahuac, Ciudad de México, México. El
centro estd ubicado a una altura de 2254 msnm en el paralelo 19°18’15” latitud norte y el
meridiano 99° 03’ 15” longitud oeste. El clima es de tipo templado subhumedo con lluvias en
verano, de humedad media [C(wi)], el mes mas frio es enero y mayo el mas caluroso; la

temperatura promedio anual es de 16°C y la precipitacion pluvial anual media de 747 mm

(INEGI, 2014),

Manejo de los animales y dietas
Los procedimientos de manejo a los que se sometieron las aves del presente experimento fueron

aprobados por el Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales Experimentales

(SICUAE-FMVZ-UNAM) con el numero de protocolo: MC-2015/2-13.

Un total de 480 gallinas en postura (Bovans White), de 60 semanas de edad, fueron asignadas
aleatoriamente en 4 tratamientos con 10 réplicas por tratamiento y 12 aves por réplica (unidad
experimental). Las aves fueron alojadas en jaulas tipo California (3 aves por jaula, con
dimensiones 40 x 45 x 45 cm) dentro de una caseta experimental de ambiente natural. Se
proporciond un fotoperiodo de 16 horas luz por dia. El agua y el alimento fueron ofrecidos ad
libitum. Se utilizaron comederos de canal (13 cm de comedero/ave) y bebederos tipo copa (1
bebedero/6 aves). Antes del inicio de la prueba las aves fueron sometidas a un petiodo de
adaptacion de 2 semanas en el que se realizé su pesaje para determinar la uniformidad y se
seleccionaron las aves fuera de postura o enfermas. Solo las gallinas sanas y en postura fueron

utilizadas. La duracion del experimento fue de 14 semanas.

Se utiliz6 una dieta basal (DB) sorgo-pasta de soya (Cuadro 6) ofrecida en harina, formulada de
acuerdo a las recomendaciones nutrimentales de la casa genética (ISA, 2015). La DB fue
adicionada con cuatro premezclas (Cuadro 7) correspondientes al numero de tratamientos,

asignados de la siguiente manera:

e Tratamiento 1 (T1 - 100MTI): DB con MTI como fuente unica
e Tratamiento 2 (T2 - 100CAFQ): DB con MTO en forma de CAFQ como fuente tnica
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e Tratamiento 3 (T3 - 70CAFQ): Igual que T2 reducida 30% en el aporte de CAFQ

e Tratamiento 4 (T4 - MTI+CMA): Igual que T1 adicionada o7 7gp con MTO en forma de
Complejos Metal Aminoacidos (CMA).

Variables productivas

Se llevaron registro de las principales variables productivas durante 12 semanas. Semanalmente
se determinaron los valores promedio por réplica de las variables: consumo de alimento/ave/dia
(), peso de huevo (g), porcentaje de postura gallina/dia (%), masa de huevo ave/dia (g),
conversion alimenticia (Kg: Kg), porcentaje de huevo sucio y roto o en farfara (%). La masa de
huevo fue calculada mediante el producto del peso de huevo y el porcentaje de postura dividido
entre 100. Todas las variables fueron corregidas conforme a la mortalidad. Se realiz6 el pesaje de

las aves en las semanas 0, 4, 8 y 12 de experimentacion.

Calidad de huevo y Vida de anaquel

Los parametros de calidad de huevo fueron medidos en las semanas 0, 4, 8 y 12 de
experimentaciéon. Ochenta huevos por tratamiento (8 huevos por réplica, 10 réplicas) fueron
evaluados de acuerdo a las especificaciones de cada equipo de medicion para las variables peso
de huevo, altura de la albumina, unidades Haugh, color de la yema, grosor y resistencia a la
fractura del cascarén. Las Unidades Haugh fueron determinadas con el sistema QCD de la
empresa Technical Services and Supplies (TSS®) a través del peso del huevo y altura de la
albumina. El color de yema fue valorado con un espectrofotometro de reflectancia (QCC de
TSS®) con trasformaciones a valores absolutos de abanico de DSM. El grosor del cascarén se
midi6 con un micrémetro digital (Digimatic Micrometer Mitutoyo® Modelo APBID). La
resistencia a la fractura del cascarén fue determinada con un texturémetro (QC-SPA de TSS®).

Los datos de estas variables fueron capturados en un programa computacional de calidad de

huevo (Eggware® V3.X de TSS®).

La prueba de vida de anaquel fue realizada durante la semana 6 de experimentacioén. Para la
determinacion de la pérdida de calidad de huevo por almacenamiento se colectaron por 5 dias
consecutivos 35 huevos por réplica (7 huevos/réplica/dia). Los huevos del dia 1 sirvieron como
medicion inicial (0 dias de almacenamiento). Los huevos colectados los dias 2 y 3 fueron

identificados y almacenados en refrigeracién (4°C) durante 7 y 14 dias respectivamente. Los
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huevos colectados los dias 4 y 5 también fueron identificados pero estos fueron almacenados a
temperatura ambiente durante 7 y 14 dias correspondientemente. Transcurrido el tiempo de
almacenamiento fueron evaluados bajo el mismo esquema anteriormente descrito para las

variables peso de huevo, altura de la albiumina y unidades Haugh.

Durante las semanas 13 y 14 de la prueba se realizaron las evaluaciones de resistencia de la tibia
ala fractura y respuesta inmune. Las aves continuaron recibiendo las mismas dietas, sin embargo

los parametros productivos no fueron analizados durante estas semanas.

Resistencia de la tibia a la fractura

Al finalizar el periodo de evaluacién productiva (semana 12), 10 aves por tratamiento (1
ave/réplica), fueron eutanasiadas mediante dislocacion cervical, ambas tibias fueron extraidas y
el tejido muscular y cartilago fue removido. Posteriormente se identificaron y almacenaron en
congelacion hasta su andlisis. Se determiné la resistencia a la fractura por flexion estatica con un

texturéometro (QC-SPA de TSS®) siguiendo las recomendaciones establecidas por el fabricante.

Evaluacién de la respuesta inmune humoral

Una vez eutanasiadas las aves se procedi6 al muestreo del contenido intestinal: 10 centimetros
de yeyuno fueron extraidos y se realizaron lavados con 10mL de Solucién Salina Fisiologica
estéril, pasando 3 veces la solucion a través del lumen intestinal, la solucién se recolectd y se

almaceno en congelacion para su posterior evaluaciéon mediante la prueba de ELISA.

Los niveles de IgA en lavados intestinales se determinaron con un kit de cuantificacién ELISA
para IgA de Pollo (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery TX). Se utilizé una placa de 96 pozos
de fondo plano (Nunc MaxiSorp®) que fue cubierta con 100pL. de una dilucién 1:100 de
anticuerpo de recubrimiento (Goat anti-Chicken IgA-Affinity Purified) con buffer de carbonatos
(0.05M pH 9.6). La placa se dej6 incubar por 24 horas a 4° C. Una vez transcurrido este periodo
se lavo 5 veces con 300 pL de solucién de lavado (PBS + Tween-20 al 0.05%). Se afadieron
100pLL de solucién de bloqueo (PBS + Leche descremada 0.5% + Sacarosa 0.2%) y se incubd
por 30 minutos. Durante este periodo se numeraron 7 tubos para la elaboracion de la curva de
titulacion estandar, al tubo 1 se agregd 1.9mL de PBS y 5uL. de suero de pollo de referencia. Se
realizaron diluciones dobles seriadas mezclando 500uL. de PBS con 500pLL del tubo previo hasta

llegar al tubo 7. Terminada la incubacion de la placa esta fue lavada 5 veces con 300pL de
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solucion de lavado. Se depositaron 100pL de una dilucién 1:10 de la muestra de lavado intestinal
en PBS y 100pL de cada uno de los tubos de la curva de titulacién, hecho esto se procedio a
incubar la placa por 60 minutos a 37° C. Una vez pasado el tiempo de incubacion se lavaron 5
veces con 300uL. de solucién de lavado. Se elaboré una dilucion 1:10000 del anticuerpo de
deteccion HRP (Goat anti-Chicken IgA-HRP conjugate) con solucién de bloqueo, de la cual se
agregaron 100uL en cada pozo y se incub6 por 60 minutos a 37° C. Finalizada la incubacion se
lavé 5 veces con 300 pl. de solucion de lavado. Por dltimo se adicionaron 100 pl. de sustrato
ABTS Peroxidasa (Synbiotics Corporation, San Diego CA). Las placas fueron incubadas en la
oscuridad por 20 minutos a temperatura ambiente. La medicién de la absorbancia se realiz6 con

el espectrofotémetro lector ELISA Biotek® EL X800 con filtro de 405nm.

Durante la semana 13 de experimentacion se realizé la vacunacion via ocular de todas las aves
con virus activo de Enfermedad de Newcastle (ENC). Se tomaron muestras de sangre los dias
0, 7 y 14 post-vacunacion a 15 aves por tratamiento, las cuales fueron elegidas aleatoriamente e
identificadas para su seguimiento. Los sueros se almacenaron en refrigeracion hasta su analisis.
Las muestras fueron enviadas al laboratorio de Diagnéstico en enfermedades de las Aves del
departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la FMVZ, donde se determinaron los titulos
de anticuerpos séricos especificos (IgY) para el virus de ENC a través de la prueba de inhibicion

de la hemoaglutinacion (HI).

Evaluacién de la respuesta inmune celular

Durante la semana 14 de experimentacion fueron seleccionadas aleatoriamente e identificadas
48 gallinas (12 gallinas/tratamiento), se realiz6 una prueba de hipersensibilidad cutinea por
basofilos (HCB) conforme al procedimiento descrito en estudios previos (Corrier y Del.oach,
1990). Brevemente, se efectué una medicion inicial para determinar el grosor de la membrana
interdigital entre la segunda y tercera falange de ambas patas con un vernier digital. En la
membrana interdigital de la pata izquierda se inoculd intradérmicamente una solucién con
fitohemaglutinina (0.1mg/0.1mL). La membrana interdigital de la pata derecha fue inoculada
con SSF estéril (0.1mL) y sirvié6 como control. 24 horas después se realiz6é una nueva medicién
en los sitios de inoculacién. La respuesta a la HCB fue evaluada mediante el incremento en el
grosor de la membrana interdigital y calculada como la diferencia entre el grosor de la pata

izquierda post-inoculacién y el grosor de la pata izquierda pre-inoculacion.
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Finalizada la semana 14 del experimento se colectaron muestras de sangre completa en tubos
con EDTA (5 muestras/tratamiento) para determinaciéon de conteos de leucocitos totales y por
linea celular, hematocrito, eritrocitos, trombocitos y sélidos totales. Las muestras fueron

procesadas en el laboratorio de Hematologia del departamento de Patologia de 1a FMVZ.

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos de las variables evaluadas fueron analizados para verificar el
cumplimiento de los supuestos de normalidad de los residuos y de homogeneidad de varianzas,
fijando un nivel de significancia de 5% para ambas pruebas (Kuehl, 2001). Con el fin de cumplir
estos supuestos para el analisis de los datos con porcentajes se realiz6 una transformacion
angular (mediante el arco cuyo seno es la raiz cuadrada de la proporcién), mientras que los titulos

de anticuerpos fueron transformados a logaritmo base 2.

Las variables productivas, de calidad de huevo, resistencia de la tibia a la fractura, niveles de IgA
en lavados intestinales y respuesta a HCB fueron analizados mediante un analisis de varianza de

un factor para un Disenio Completamente Aleatorizado con el siguiente modelo:

Yij = H+ Tt &
1<i<4 1<j<10

Donde:
Yij = Variable respuesta.

p = Media general.
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

&;j = Error Experimental Aleatorio.

El andlisis de los titulos de anticuerpos séricos de la prueba de HI y de la prueba de vida de
anaquel se realizé6 mediante un disefio con mediciones repetidas. Para estas variables, ademas de
las pruebas de distribucion normal y de homogeneidad de varianzas, fue realizada la
comprobacion del supuesto de esfericidad mediante la prueba de Mauchly con un nivel de
significancia de 5% (Kuehl, 2001). Se utiliz6 un analisis de varianza univariado a través de un
arreglo de parcelas divididas para un disefilo completamente al azar, donde la parcela grande
correspondi6 al tratamiento y la parcela chica al tiempo. Se recurri6 al analisis de varianza

multivariado en el caso del incumplimiento del supuesto de esfericidad.
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El modelo empleado correspondié al siguiente:

Yij =u+a;+ Sy + B+ (af)ij + €iji
1<i<4 1<j<3 1<k<10

Donde:
Yij = Variable respuesta.

p = Media general.

a; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

8ix = Error Experimental Aleatorio dentro de tratamientos.

p; = Efecto del j-ésimo tiempo.

(apf)ij = Interaccién entre tratamiento y tiempo.

&;j = Error Experimental Aleatotio en las mediciones repetidas.

Las variables donde existi6 diferencia estadistica significativa se sometieron a un analisis de

contrastes ortogonales para la comparacion de medias de las relaciones:

e Contraste 1 (Fuente): T1 (MTT) vs T2, T3, T4 (MTO)
e Contraste 2 (Elemento Organico): T4 (CMA) vs T2, T3 (CAFQ)
e Contraste 3 (Reducciéon): T2 (100% CAFQ) vs T3 (70% CAFQ)

Se realiz6 un andlisis de regresién para las unidades Haugh como funcién de los dias de

almacenamiento.

Las variables de hemograma se evaluaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis ya que

no cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Adicionalmente se calcularon los promedios generales de las variables productivas porcentaje de
postura, peso de huevo, masa de huevo, consumo de alimento y peso del ave y se sometieron a
una prueba de t para la comparacion de la media general contra los valores establecidos por el
manual de la estirpe (ISA, 2015), esto con el fin de conocer si las dietas cumplieron con las

recomendaciones nutricionales.

La base de datos fue elaborada en el programa Microsoft® Excel® 2013 y se utilizaron los
programas Statistical Package for Social Sciences version 20 de IBM® y JMP™ Design of Experiments,

version 8.0 (2008) para el analisis estadistico de los mismos.
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RESULTADOS

Variables productivas

El desempefio productivo acumulado de las aves durante 12 semanas de experimentacion se
muestra en el Cuadro 8. No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos para porcentaje de postura (p=0.293), el tratamiento 1 (T1) presenté una
producciéon numérica mayor (93.7%), que los tratamientos 3 (T3), 2 (T2) y 4 (T4) con 93.5%,

92.4% y 91.7% de postura respectivamente.

El peso de huevo de los tratamientos fue similar estadisticamente (p=0.692), el tratamiento
adicionado con MTI y CMA (T4), mostrd el mejor peso numéricamente (63.3g), mientras que el
que se alimentd con una dieta reducida en 30% de CAFQ (T3) fue inferior a este (63.0g) pero
ligeramente superior a los suplementados con 100% de MTI (T1) y 100% de CAFQ (T2) con

62.9g cada uno.

Respecto al consumo de alimento el T2 manifest6 la menor ingesta de alimento (108.7g), el T1
y T3 presentaron consumos intermedios (109.1 y 109.2g respectivamente) y el T4 obtuvo el

mayor consumo (109.5g), sin embargo fueron iguales estadisticamente (p=0.230).

No se hallaron diferencias estadisticas significativas para masa de huevo (p=0.467), las medias
de T1 y T3 correspondieron a 58.9g, siendo los de mayor rendimiento numérico en comparacion

con T2 y T4 con 58.1g cada uno.

El anilisis estadistico no revelé tampoco diferencias entre las medias para indice de conversion
(p=0.393), el tratamiento 1 obtuvo el indice mas bajo (1.85), continuando con los tratamientos

3 (1.86), 2 (1.87) v 4 (1.89).

El peso de las aves promedio fue uniforme, no hubieron diferencias estadisticas significativas
entre las medias de los tratamientos (p=0.762), el grupo con el menor peso fue el adicionado
con MTT (T1-1703g), seguido por los suplementados con CAFQ (T2-1707g y T3-1713g) y el
adicionado con MTT y CMA (T4-1715g).

Los resultados de la prueba de t para la media general de porcentaje de postura, peso de huevo,

masa de huevo, consumo de alimento, peso del ave y conversion alimenticia contra los valores
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de referencia de la estirpe se observan en el Cuadro 9. El promedio general de postura fue
significativamente mayor (92.8% vs 83.4%; p<0.01). El peso del huevo fue 1 gramo menor al de
referencia (63g vs 64g; p<0.01). La masa de huevo general fue de 58.5g siendo 5.1 gramos
superior a los 53.4g reportados en la guia de la estirpe (p<<0.01). El consumo de alimento en
promedio fue 0.9 gramos menor al del manual (109.1g vs 110g; p<0.01). La conversiéon
alimenticia fue menor en 0.19 unidades con respecto al manual (1.87 vs 2.06; p<0.01). Por dltimo
el peso de las aves fue mayor al recomendado para el periodo de experimentacion en 18.6 gramos

(1709.4¢ vs 1691g; p<0.01).

En el Cuadro 10 se observa que los porcentajes de huevo sucio promedio fueron similares
(p=0.571), los tratamientos 2 y 4 obtuvieron un porcentaje inferior (0.8%) a los tratamientos 1
v 3 (1.4%). Para huevo roto y farfara los menores porcentajes fueron obtenidos por T2, T1 y T4
con 2.3%, 2.4% y 2.5% respectivamente, en tanto T3 obtuvo el mayor promedio numérico

(3.2%), sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.570).

Calidad de huevo

El Cuadro 10 muestra los resultados de las variables de calidad de huevo. No se encontraron
diferencias estadisticas significativas para unidades Haugh (p=0.419), color de la yema (p=0.059)
y grosor del cascarén (p=0.658). Las unidades Haugh promedio fueron 88.2 (T'1), 88.6 (T2), 88.1
(T3) y 87.5 (T4). En cuanto a color de yema los tratamientos 1, 3 y 4 presentaron un valor
promedio de 11 en la escala colorimétrica del abanico de DSM, mientras que el tratamiento 2
obtuvo 10.8. El tratamiento adicionado con 100% de CAFQ (T2) tuvo un grosor de cascaron
promedio de 337um que fue semejante a los grupos con reduccion (T3) y adicionado sélo con
MTT (T1) con 336pm cada uno, el tratamiento suplementado con MTI y CMA (T4) present6 el

menor valor numérico con 333um.

El cuadro 11 muestra los resultados de la prueba de resistencia del cascarén a la fractura. E1 T1
(3048g/cm’) fue inferior numéricamente en comparacién con T2, T3 y T4 (3158g/cm?,
3231g/cm’ y 3210g/cm?). El anilisis de contrastes ortogonales muestra una diferencia en el
primer contraste (p=0.044) sin embargo al no encontrarse diferencias significativas en el

ANDEVA (p=0.185) estos resultados carecen de significancia estadistica.
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Resistencia de la Tibia a la Fractura

Las medias para la prueba de resistencia de la tibia a la fractura se pueden apreciar en el Cuadro
11y corresponden a 12250g/cm?, 13370g/cm?, 12783g/cm’ y 11966g/cm” para los tratamientos

1, 2, 3 y 4 respectivamente. No se encontraron diferencias estadisticas significativas (p=0.781).

Vida de anaquel

Los resultados de la pérdida de calidad por almacenamiento se muestran en el Cuadro 12. No se
encontr6 efecto de interacciéon (Tratamiento x Tiempo) para el almacenamiento del huevo en
refrigeracion (p=0.250) ni a temperatura ambiente (p=0.216). Tampoco se encontrd significancia
del efecto principal de tratamiento independientemente de su forma de almacenamiento
(refrigeracion p=0.117 y temperatura ambiente p=0.138). Por otra parte, los dias de
almacenamiento si tuvieron efecto sobre la calidad de huevo para ambos grupos (p<0.0001). La
medicion basal fue la misma para las dos formas de almacenamiento (89.49 unidades), se puede
observar que desde los 7 dfas de almacenamiento el huevo refrigerado tuvo una menor pérdida
con respecto al huevo a temperatura ambiente (81.40 vs 69.23) y que al finalizar los 14 dias esta

diferencia fue aun mas marcada (75.48 vs 60.90).

En las Figuras 8 y 9 se observan las curvas de regresion de la pérdida de unidades Haugh (UH)
por efecto del tiempo de almacenamiento en refrigeracién y temperatura ambiente
respectivamente. La funcion de la regresion cuadratica para almacenamiento en refrigeracion fue
la  siguiente: UH=88.40265-1.0000741*dias de almacenamiento+0.0221162*(dias de
almacenamiento-7)°, con una R’=0.8832 y una significancia p<0.0001. Para el caso de
almacenamiento en temperatura ambiente la ecuacion es: UH=83.525303-2.041757*d{as de

almacenamiento+0.1216538*(dias de almacenamiento-7)? R*=0.9423 y p<0.0001.

Respuesta Inmune

El analisis estadistico de la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién no mostré evidencias
estadisticas significativas para el efecto de la interacciéon (Tratamiento x Tiempo) (p=0.339), ni
para los efectos principales de tiempo (p=0.080) y tratamiento (p=0.381), los resultados se
muestran en el Cuadro 13. El logaritmo base 2 de los titulos de anticuerpos séricos fueron
semejantes estadisticamente entre los tratamientos antes de la vacunacion contra ENC (9.28) y

después de 7 (9.42) y 14 (8.97) dias post-vacunacion.
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En el Cuadro 14 se pueden ver los resultados de la prueba de hipersensibilidad cutianea por
basofilos HCB) y la cuantificacién de IgA secretora en contenido intestinal calculada mediante
la prueba de ELISA. No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las medias de
los tratamientos para ninguna de las variables (p=0.081 y p=0.829). El incremento en el grosor
de la piel de la membrana interdigital fue de 0.77mm, 0.87mm, 0.90mm y 0.59mm para T1, T2,
T3 y T4, respectivamente. Los promedios de IgA secretora fueron muy semejantes entre los

tratamientos (T1-12595ng/ml, T2-12684ng/ml, T3-12729ng/ml y T4-12728ng/ml).

Los resultados de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para las variables del hemograma,
se pueden apreciar en el Cuadro 15. No se hallaron diferencias estadisticas significativas para
ninguna de las variables evaluadas (p> 0.05). El hematoctito fue menor para el T4 (0.288 /L),
seguido por el T3 (0.3L/L), T1 (0.304L/L) y T2 (0.308L/L). Los conteos celulares promedio de
los tratamientos 1 a 4 por linea celular fueron los siguientes: eritrocitos (2.48x10"%/1,
2.54x10"/L, 2.72x10"/L y 2.58x10"*/1), leucocitos (3.98x10°/1,, 2.48x10°/L, 3.96x10°/L y
3.74x10°/L), Heteréfilos (0.83x10°/L, 0.55x10°/1., 0.94x10°/L y 0.92x10°/L), linfocitos
(2.95x10°/1,, 1.50x10°/1,, 2.49x10°/L y 2.15x10°/1), monocitos (0.54x10°/1., 0.24x10°/L,
0.37x10°/L y 0.34x10°/L), basofilos (0.12x10°/L, 0.09x10°/1., 0.10x10°/L y 0.29x10°/1) y
eosindfilos (0.14x10°/1.,, 0.10x10°/L, 0.06x10°/L y 0.04x10°/1); mientras que para el indice
Heterdéfilo:Linfocito las medias obtenidas fueron las siguientes 0.34, 0.47, 0.46 y 0.40.
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DISCUSION

Variables productivas

El presente estudio reveld que la inclusion de complejos metal aminoacidos (CMA) on fgp, la
sustitucion de MTT por Carbo-Amino-Fosfo-Quelatos (CAFQ) y la reduccion de estos ultimos
en 30%, no mejoraron los parametros productivos en comparaciéon con una dieta adicionada
s6lo con MTI. Algunos autores sugieren que la inconsistencia en la literatura con respecto al uso
de MTO en gallinas en postura es debida a caracteristicas propias de cada prueba: la
concentraciéon de MT en la DB, la edad y el fin zootécnico del ave, asi como las fuentes y formas
de suplementacién de los MT influyen en su biodisponibilidad y metabolizaciéon (Fernandes

et al., 2008; Maciel et al., 2010; Saripinar-Aksu et al., 2012).

Los resultados obtenidos concuerdan con Sechinato et al (2000) quienes no encontraron efecto
de los CAFQ sobre consumo de alimento, porcentaje de postura, masa de huevo y conversion
alimenticia empleando gallinas Isa Babcock B300 de 48-60 semanas de edad, ellos argumentan
que las dietas fueron adecuadas para maximizar los parametros productivos y que por ende los
MTO no tuvieron un efecto adicional, lo que concuerda con lo dicho por Payne et al (2005)
quienes reportan que la respuesta a la suplementacién de MT depende de su concentracion en
la dieta basal (DB). Es importante considerar que los ingredientes utilizados en la dieta basal
poseen un contenido de MT muy variado influenciado por el lugar de origen de la materia prima
y las caracteristicas de la planta, su cultivo y los manejos de fertilizacion a los que fue sometida
(Suttle, 2010). El analisis calculado de la DB del presente estudio reveld el siguiente perfil de
minerales: 120ppm de hierro, 23ppm de cinc, 12ppm de cobre, 53ppm de manganeso, 0.15ppm
de selenio y 0.15ppm de yodo; dado que las necesidades de MT para gallinas en postura blancas
establecidas por el NRC (1994) son de Fe 38ppm, Zn 29ppm, Cu 4ppm, Mn 17ppm, Se 0.05ppm
y de I 0.029ppm (Cuadro 1); se sugiere que la DB por si misma cubri6 las necesidades de Fe, Cu,
Mn y Se, fue marginal en Zn y deficiente en I; siendo por ende dificil detectar algin beneficio

adicional independientemente de la presentacion de los minerales.

Otros estudios (Lim y Paik, 2003; Fernandes et al., 2008; Attia et al., 2010; Stefanello et al., 2014;
Manangi et al., 2015) tampoco obtuvieron diferencias significativas para porcentaje de postura,

peso de huevo, masa de huevo, consumo de alimento y conversion alimenticia; a excepcion de
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Cornescu et al. (2014) y Maciel et al. (2010) quienes observaron mejoras sobre porcentaje de

postura y peso de huevo asociadas a un efecto directo sobre la formacién del huevo.

En cuanto al peso del ave el uso de MTO no influyé sobre esta variable tal como lo reportan
Cornescu et al. (2014), pero difiere con el estudio de Manangi et al. (2015) con gallinas Hy-Line
de 23-80 semanas de edad donde encontraron una diferencia de 50g entre las aves alimentadas
con minerales inorganicos y con quelatos metal hidroxianalogo de metionina (QMHAM) de Zn,

Cu y Mn. Dichos autores no brindan ninguna explicacién para este efecto.

La mayorfa de los estudios que demuestran los beneficios de los MTO sobre los parametros
productivos en cuanto a biodisponibilidad son realizados en pollo de engorda de menos de 7
semanas de edad (Cuadro 5), en contraste, las aves utilizadas en el presente experimento fueron
de 60 a 72 semanas de edad. Se sabe que la edad influye sobre las necesidades de minerales, a
mayor edad menores son las necesidades (Suttle, 2010). El aporte para crecimiento en el pollo
de engorda es cubierto casi exclusivamente por la dieta por lo que el efecto de la suplementacion
de MTO es mas evidente, a diferencia de la gallina en postura que ademas de cubrir sus
necesidades por la dieta es capaz de hacer uso de sus reservas corporales para satisfacerlas (Xiao
etal.,, 2015). Estos autores recomiendan evaluar parametros mas sensitivos para discernir la
respuesta a la adicion de MTO como concentraciones de minerales en 6rganos (hueso, higado,

corazén), actividad enzimatica o concentracion de RNAm.

Por otra parte el uso de una fase de agotamiento de las reservas corporales previa al inicio del
experimento, ha sido una practica utilizada por algunos investigadores (Xiao et al., 2014, 2015)
para demostrar el efecto positivo de los MTO. Este acercamiento busca simular una deficiencia
marginal a través de la suplementacion de dietas carentes de MT y la posterior adicion del mineral
a probar de manera individual. Aunque el efecto del MT sobre alguna ruta metabdlica o
parametro productivo es evidenciado, los resultados de estos estudios deben ser tomados con
prudencia ya que son realizados bajo condiciones experimentales muy controladas que no son
del todo representativas de las condiciones comerciales, en las que las dietas para aves son
adicionadas con MT conforme a recomendaciones de algunos autores o casas genéticas y que en

su mayoria exceden notablemente las necesidades establecidas por el NRC (Cuadros 1y 3).
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Los problemas de cascarén tienden a presentarse en aves maduras y se han relacionado con el
incremento en el tamafio y disminucion de la calidad del cascaron (Shafey et al., 2015; Xiao et al.,
2015). Asimismo se sabe que la actividad de la enzima 25-hidroxi-colecalciferol-1-hidroxilasa
disminuye y por tanto disminuye también la absorcién del calcio (Joyner et al., 1987; Xiao et al,,
2014). El papel de los MT en la formacion del cascardn se ha asociado con la anhidrasa carbonica
(Salim etal., 2008; Tsai etal, 2016), la lisil oxidasa (Lim y Paik, 2003) y algunas
glucosiltransferasas (Yildiz et al., 2011; Xiao et al., 2014) que estan involucradas en el proceso de
sintesis de las matrices organica e inorganica del cascarén. La suplementaciéon de MTO no
disminuy6 el porcentaje de huevo roto y en farfara en comparaciéon con MTI, lo que esta en
concordancia con lo reportado por Stefanello et al. (2014) y Manangi et al. (2015) quienes
utilizaron proteinatos y QMHAM como fuentes de MTO. Otros estudios (Lim y Paik, 2003;
Maciel et al., 2010; Gheisari et al., 2011) han mostrado una reduccién del huevo roto con la

inclusién de MTO, asociando dicho efecto a cambios en la ultraestructura del cascaron.

Los resultados de la comparacion entre las medias de porcentaje de postura, peso de huevo,
masa de huevo, consumo de alimento, conversion alimenticia y peso del ave sugieren que las
dietas satisficieron las necesidades de MT de la estirpe durante el periodo de estudio (Cuadro 9).
En general los parametros fueron superiores a los de referencia, salvo el caso del peso de huevo

que fue ligeramente inferior (63g vs 64g).

Calidad de Huevo

Los resultados del analisis de varianza para resistencia a la fractura y grosor del cascarén no
mostraron diferencias estadisticas significativas, aunque para el caso de resistencia al realizar el
analisis de contrastes ortogonales, el contraste de fuente (MTI vs MTO) result6 significativo
(p=0.044), lo cual sugiere un efecto positivo de los MTO sobre esta variable concordando con
los estudios realizados por Xiao et al. (2015) con complejos Mn-Aminoacidos que demostraron
beneficios de los MTO en gallinas Hy-Line Brown de 55 a 62 semanas de edad, no obstante
concuerdan con respecto a la ausencia de efecto sobre grosor de cascarén. Cabe sefialar que para
el caso de nuestra investigacion, este efecto benéfico es sélo una tendencia numérica y es
necesaria mas investigacion para confirmar una verdadera significancia estadistica. Algunos
autores sugieren que el incremento en la resistencia es debido a la presencia de MT en la fase

inicial de la formacién del cascarén que promueve la fusion de la capa mamilar e influye sobre
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la morfologfa de los cristales de calcio (Mabe et al., 2003). Otras investigaciones no reportaron
diferencias estadisticas en ninguna de estas variables utilizando diferentes fuentes organicas (Lim
y Paik, 2003; Maciel et al., 2010; Gheisari et al., 2011; Cornescu et al., 2014; Stefanello et al.,
2014; Manangi et al., 2015). Dale y Strong (1998), mencionan que los niveles de MT en la dieta

basal enmascararon los efectos de la adicion de MTO sobre la calidad de cascarén.

La unidad Haugh (UH) es un parametro de calidad interna de huevo que mide su frescura y esta
en funcién del peso del huevo y la altura de su albumina. Es afectado por la edad del ave, la
densidad de alojamiento, asi como por el periodo y las condiciones ambientales de
almacenamiento (Menezes et al., 2012). En México el huevo comercializado puede ser clasificado
conforme a las UH como: México Extra (>70), México 1 (61-70), México 2 (31-60) y fuera de
clasificacion (<30) (NMX-FF-079, 2004). En esta investigacion los promedios de todos los
tratamientos se encontraron dentro de la clasificacion México Extra y no presentaron diferencias
significativas con respecto a la fuente de MT, esto concuerda con lo reportado por Stefanello et
al. (2014) y Lim y Paik (2003) pero difiere de lo encontrado por Gheisari et al. (2011) quienes si

hallaron mejoras asociadas a un incremento en la calidad de cascarén.

Vida de Anaquel

En México el huevo es comercializado principalmente a granel (82%), mientras que la
distribuciéon en empaques cerrados y a la industria es menor (14% y 4% respectivamente)
(Alonso, 2016). Esto indica que la mayoria del huevo que es vendido se conserva a temperatura
ambiente y permanece asi hasta que es adquirido por el comprador final quien lo consumira al
momento o continuara con su almacenamiento. Durante este periodo el huevo disminuira su
calidad interna ya que una vez ovipositado perdera agua y CO, a través de los poros,
incrementandose el pH de la albumina y provocando que la ovomucina y la lisozima se disocien,
dichas proteinas estan asociadas a la viscosidad de la albumina. En conjunto estos efectos se
veran reflejados en menor altura de la albumina, pérdida de peso del huevo y por ende menos
UH (Fernandes et al., 2008). Entre los factores que repercuten sobre la pérdida de UH estan la
edad del ave (mayor porosidad y adelgazamiento del cascarén al final del ciclo), el tiempo de
almacenamiento y las condiciones ambientales (altas temperaturas y baja humedad relativa)
(Joyner et al., 1987; Xiao et al., 2014; Shafey et al., 2015). Los resultados de la prueba de vida de

anaquel mostraron que la adiciéon de MTO (CAFQ o CMA) en comparacién con el grupo con
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MTT no afect6 la pérdida de UH durante el almacenamiento en refrigeracion o a temperatura

ambiente, esto se asocia a la ausencia de diferencias en las caracteristicas de calidad de cascaron.

Menezes et al. (2012) estudiaron el efecto de diferentes densidades de alojamiento (625, 500,
416.6y 357.14cm*/ave), temperaturas de conservacion (8°C y 25°C), tiempos de almacenamiento
(7, 14 y 21 dias) y edades de las aves (35, 40, 45 y 50 semanas de edad) sobre la pérdida de calidad
interna del huevo en gallinas Dekalb White, concluyendo que la refrigeracion es un método
efectivo de conservaciéon que aminora la pérdida de UH y que los periodos largos de
almacenamiento disminuyen la calidad. Nuestro estudio corrobora estos hallazgos en aves de 66
semanas de edad con densidad de alojamiento de 600cm?/ave, sin embargo los valores de las
UH en refrigeracion y a temperatura ambiente fueron menores que los obtenidos por dichos
autores tras 7 (refrigeracion, 92.24 vs 81.4; ambiente, 78.70 vs 69.23.) y 14 (refrigeracion, 92.05

vs 75.48; ambiente, 69.47 vs 60.9) dias de almacenamiento.

En la presente investigacion se utilizé un modelo de regresion cuadratico para calcular el efecto
de los dias de almacenamiento sobre las UH, esto se puede justificar dada la tendencia de los
datos que se ajusté mejor al modelo cuadratico que al lineal. Resultados similares fueron
obtenidos por Fernandes et al (2008) con huevo procedente de gallinas de 73 a 85 semanas de
edad utilizando 5 tiempos de mediciéon (1, 3, 6, 9 y 12 dias de almacenamiento) a diferencia de
los 3 usados en esta prueba. En el articulo no se brindan detalles de las caracteristicas de la prueba
de almacenamiento sélo se observa que la reduccion de las UH es mas acentuada (d1-89.3, -d3-
70.2, d6-61.8, d9-49.3 y d12-42.7) que la obtenida en nuestro ensayo (d0-89.49; refrigeracion:
d7-81.4 y d14-75.48; temperatura ambiente: d7-69.23 y d14-60.9).

Una de las caracteristicas mas conocidas de los MTO es su mayor biodisponibilidad respecto a
los MTI, lo que sugiere que una reduccion en su inclusion no deberfa afectar tanto el desempeno
productivo de los animales como las caracteristicas de calidad de sus productos. Lo anterior es
confirmado en esta investigacion al no encontrarse diferencias entre el tratamiento reducido en
30% de CAFQ y los suplementados con dosis normales, confirmando lo reportado por Gheisari

etal (2011).

Se sabe que el exceso de MT no mejora el desempefio productivo de las aves y que no obstante

puede generar antagonismos o toxicidad (Suttle, 2010; Lopez, 2013), aunque esta ultima es
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menos frecuente dados los amplios margenes de seguridad que presentan la mayoria de los MT
(Cuadro 1). La homeostasis de los MT es regulada por el control en su absorcién y excrecion
siendo los excesos excretados via fecal y urinaria (Windisch, 2002). Dichos excesos representan
un riesgo potencial para el medio ambiente al acumularse en los mantos acuiferos, suelos y
plantas que son fertilizados con heces, por tal motivo en la actualidad el uso de M T por encima
de las recomendaciones de inclusion ha sido criticado (Brugger y Windisch, 2015). En el presente
estudio la adicion on tgp de CMA en una dieta tipo comercial que inclufa sales inorganicas (T4)
tal como lo recomiendan algunos productores no mostréd beneficio alguno sobre el desempefio

productivo de gallinas en postura.

Resistencia de la Tibia a la Fractura

Esta variable fue evaluada al finalizar la doceava semana de experimentaciéon (72 semanas de
edad). Al igual que los resultados derivados de la investigacion de Manangi et al. (2015) con aves
de 80 semanas de edad, la sustituciéon de MTI por MTO no tuvo efecto significativo sobre el
hueso de la tibia, ellos postulan que este tejido es menos sensitivo que el cascarén con respecto
a la biodisponibilidad. En un estudio conducido por Drini¢ et al. (2016) en pollo de engorda se
demostré que la DB aporté suficientes MT para no producir efectos negativos sobre la
resistencia a la fractura de las tibias, lo que concuerda con lo sugerido en la presente

investigacion.

Respuesta Inmune

La eficacia de los MT sobre la respuesta inmune radica principalmente en las funciones del cinc
(Park et al., 2004; Sato et al., 2012; Liao et al., 2013) y el selenio (Cardoso et al., 2015). Uno de
los objetivos de este experimento fue evaluar el impacto de los CAFQ y los CMA sobre la
respuesta inmune humoral, no obstante su inclusién no mostré beneficios sobre los titulos de

anticuerpos concordando con lo reportado en algunos estudios en gallina en postura (Lim y Paik,

2003; Manangi et al., 2015).

Otros ensayos en pollo de engorda han tenido resultados variables tras la utilizacién de MTO
sobre los titulos de anticuerpos utilizando MTO. Feng et al. (2010) observé mejorias tras el uso
Quelatos de Cinc-Glicina sobre los niveles de IgA e IgY, resultados similares fueron obtenidos

por Moghaddam y Jahanian (2009) con cinc metionina sobre los titulos de IgY y por Boostani
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et al. (2015) utilizando selenio metionina sobre IgM. Por otra parte Silva et al. (2010) reporta que
el uso de selenio metionina disminuyo la producciéon de anticuerpos, ellos mencionan que el
efecto de este mineral estd mas relacionado con la integridad de los tejidos y 6rganos y el
mejoramiento del metabolismo. Se ha reportado que la deficiencia de cinc en animales jévenes
puede suprimir la produccion de anticuerpos debido a un pobre desarrollo del tejido linfoide en
la bolsa de Fabricio (Burns, 1983), en el presente estudio la ausencia de diferencias puede estar
asociada a la edad de las aves y a la constante inmunizacion realizada como parte del manejo
preventivo, igualmente se sugiere que todos los tratamientos cubrieron las necesidades de las

aves y por ende los efectos de los MT no fueron evidentes.

Los resultados para respuesta inmune celular tampoco mostraron diferencias significativas. La
inclusién de MTO no tuvo ningin efecto sobre los parametros hematolégicos (conteos de
leucocitos, por linea celular y relacién Heter6filo/Linfocito) lo que concuerda con lo que
reportd Attia et al. (2010) utilizando proteinatos de manganeso en gallinas de 30 a 46 semanas y
con Silva et al. (2010) quienes utilizaron pollos de engorda y levaduras como fuente de selenio.
La relacién Heterofilo/Linfocito es un parametro que ha sido utilizado como indicador de estrés,
estudios realizados con cinc metionina tampoco reportaron diferencias estadisticas en
comparacion con MTI (Moghaddam y Jahanian, 2009). En ese mismo estudio se evalu6 la prueba
de hipersensibilidad cutianea por baséfilos encontrando diferencias estadisticas al comparar con
un reemplazo total con MTI a diferencia de lo encontrado en nuestra investigacién. Dichas
diferencias fueron asociadas a funciones directas del cinc sobre la sintesis de ADN y division
celular. En otra investigacion realizada por Boostani et al. (2015) no se obtuvieron diferencias al

comparar selenito de sodio y selenio-Metionina para la prueba con fitohemaglutinina.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales de este experimento se puede concluir:

e La sustitucion de MTO por MTI en dietas base sorgo-pasta de soya, no afectd los
parametros productivos, calidad del huevo, vida de anaquel, resistencia de las tibias a la
fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de 60 a 72 semanas de
edad, sin embargo se observé una tendencia a mejorar la resistencia a la fractura del

cascaron que se recomienda sea confirmada en futuras investigaciones.

e [La inclusion de Carbo-Amino-Fosfo-Quelatos como fuente de MTO en dietas base
sorgo-pasta de soya no difiri6 en los parametros productivos, calidad de huevo, vida de
anaquel, resistencia de las tibias a la fractura y respuesta inmune de gallinas en postura
Bovans White de 60 a 72 semanas de edad en comparacién con una dieta tipo comercial
adicionada o# 79p con MTO en forma de Complejos Metal Aminoacidos. Esta ultima
dieta no mostré beneficio adicional alguno sobre las variables evaluadas en el presente
estudio.

e [La reduccién en 30% de las recomendaciones de inclusion de CAFQ como fuente de
MTO en dietas base sorgo-pasta de soya no produjo ninguna afectacién sobre los
parametros productivos, calidad de huevo, vida de anaquel, resistencia de las tibias a la
fractura y respuesta inmune de gallinas en postura Bovans White de 60 a 72 semanas de
edad. Esto implica la posibilidad de disminuir las inclusiones de minerales traza en dietas
practicas con la utilizacion de fuentes organicas de mayor biodisponibilidad que reducen
su desperdicio y consecuentemente aminoran el impacto medio ambiental ligado al uso
de sales inorganicas.

e Se sugiere el uso de la refrigeracién como medio de almacenamiento para prolongar la

conservacion de las caracteristicas de calidad interna del huevo.
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FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de Absorcién del Hierro.
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Fuente: Adaptado de Winter et al. 2014.

Abreviaciones: DcytB, Citocromo B Duodenal; DMT1, transportador de iones metalicos divalentes 1;

HCP1, proteina acarreadora de HEME 1; Tf, transferrina.
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Figura 2. Mecanismo de Absorcion del Cinc.
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Fuente: Adaptado de Wang & Zhou 2010.

Abreviaciones: DMT1, transportador de iones metédlicos divalentes 1; Zip, Proteina tipo ZRT-IRT-;

ZnT, transportador de Cinc.
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Figura 3. Mecanismo de Absorcion del Cobre.
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Fuente: Adaptado de van den Berghe & Klomp 2009.

Abreviaciones: ATOXI1, chaperona ATOX1; ATP7A, ATPasa 7A; CCS, chaperona de cobre para
CuZnSOD; COX17, chaperona de citocromo C oxidasa; CTR1, transportador de cobre de alta afinidad
1; CuZnSOD, Superdxido Dismutasa Cu-Zn; DcytB, Citocromo B Duodenal; DMT1, transportador de

iones metalicos divalentes 1; STEAP, proteinas STEAP.
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Figura 4. Mecanismo de Absorcion del Manganeso.
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Fuente: Elaboracion propia.

Abreviaciones: DMT1, transportador de iones metalicos divalentes 1; ZIP, Proteina tipo ZRT-, IRT-;

SLC30A10, Familia de Portadores de Solutos 30 Miembzro 10.
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Figura 5. Mecanismo de Absorciéon del Selenio.

Fuente: Adaptado de Roman et al., 2014.

Abreviaciones: DMSe, dimetilselenuro; GGSeMCys  y-glutamil-Se-metil-selenocisteina; GS-Se-SG
selenodiglutation; GSH glutatién reducido; HSeseleniuro de hidrégeno; MSe, metilselenuro; SeAlb,
albumina, SeCys, selenio-cisteina o selenocisteina; SeMCys, Se-metil-selenocisteina; SeMet, selenio-

metionina o selenometionina; SeOs*, selenito; SeO4%, selenato; SelP, selenoproteinas; SePhp,
selenofosfato; TMSe, trimetilselenuro.
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Figura 6. Mecanismo de Absorcion del Yodo.
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Fuente: Adaptado de Nicola, et al., 2015.

Abreviaciones: NIS, cotransportador de Na*/I.

58



Figura 7. Estructura quimica de los complejos metalicos, quelatos, sales metalicas y fuentes
organicas de selenio.
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a) Complejo metdlico con aminoacidos, el metal se enlaza a un solo grupo funcional en la parte terminal de cada
aminoacido por lo que no es posible la generacion de un anillo heterociclico (Fuente: Adaptado de
http:/ | pubs.rsc.org/ services/ images| RS Cpubs.ePlatform.S ervice FreeContent. ImageS ervice.sve/ ImageService | Articleimage/ 2011/
CY/ 0cy00088d/ c0cy00088d-12.gif).

b) Quelato metal aminoacido, se observa la formacién de dos anillos entre el metal y dos grupos funcionales de
cada ligando (Fuente: https:/ [ www.google.com/ patents/ US7375243).

¢) Citrato de potasio tribasico monohidratado, el potasio (metal alcalino) se enlaza con un solo grupo funcional del
citrato a través de enlaces idnicos, no es posible el establecimiento de un anillo heterociclico (Fuente:

http:/ | www.sigmaaldrich.com/ catalog/ product/ sigma/ ¢30292lang=es>region=MX).

d) Fuentes organicas de selenio, SeMet y HMSeBA (Fuente: Adaptado de
hitps:/ | patentimages.storage googleapis.com/ US7381416B2/ US07381416-20080603-C00002.png).
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Figura 8. Unidades Haugh como funcién del periodo de almacenamiento en refrigeracion (4°C).
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Figura 9. Unidades Haugh como funcién del periodo de almacenamiento a temperatura

ambiente.
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CUADROS

Cuadro 1. Necesidades y Toxicidad de MT para pollo de engorda y gallina en postura de acuerdo

al National Research Council (1994).

Mineral b

(ppm) Pollo de Engorda * Gallina en Postura Toxicidad ©
Hierro 80 80, 60, 38 1000 - 4500
Cine 40 40, 35, 29 800 - 4000
Cobre 8 54,4 200 - 806
Manganeso 60 00, 30, 17 2000 - 4800
Selenio 0.15 0.15, 0.14, 0.05 5-20
Yodo 0.35 0.35, 0.35, 0.29 300 - 625

a Los valores corresponden a las semanas 0-8 de edad.
b Los valores corresponden a las semanas 0-6, 6-18 y postura (100g alimento ave-dfat).
¢ Se presentan los valores minimos y maximos reportados en las fuentes consultadas (NRC, 1994; Suttle, 2010).
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Cuadro 2. Recomendaciones de inclusion en dietas practicas de MT para pollo de engorda.

Mineral Leeson y Summers ? Rostagno et al ? Aviagen * Cobb-Vantress *
(ppm) (2005) (2011) (2014) (2012)
Hierro 20 62.5, 55, 50, 37.5, 32.5 20 40

Cine 70 81.3, 71.5, 65, 48.8, 42.3 110 100
Cobre 8 125,11, 10, 7.5, 6.5 16 15

Manganeso 70 88, 77,70, 53, 46 120 100

Selenio 0.3 0.375, 0.33, 0.3, 0.225, 0.195 0.3 0.35
Yodo 0.5 1.25,1.1, 1, 0.75, 0.65 1.25 1

a Los valores corresponden a las semanas 0-8 de edad.
b Los valores corresponden a las fases: Preinicio (1-7d), Inicio (8-21d), Crecimiento I (22-33d), Crecimiento 11 (34-42d) y Finalizador (43-49d).



Cuadro 3. Recomendaciones de inclusion en dietas practicas de MT para gallinas en postura blancas.

Mineral Leeson y Summers ? Rostagno et al ? Hy-Line # ISA €
(ppm) (2005) (2011) (2016) (2015)
Hierro 30, 30 55, 50, 55 30, 40 80

Cine 60, 50 71.5, 65, 72 85, 80 80
Cobre 6,5 11, 10, 11 15,8 10
Manganeso 60, 60 77,70, 77 90, 90 85
Selenio 0.3,0.3 0.33, 0.3, 0.33 0.25, 0.22 0.3
Yodo 0.5,1 1.1,1,1.1 15,12 1

a Los valores corresponden a las fases Crianza y Postura.
b Los valores corresponden a las fases Inicio, Crianza y Postura.
¢ Los valores son los mismos en todas las fases.



Cuadro 4. Principales fuentes de MTT utilizadas en avicultura y su Biodisponibilidad Relativa.

a b
Mineral Fuente Foérmula Elemento BR Referencias
(%) (%)
Fe Sulfato de hierro (II) heptahidratado* FeSO47H,O 20 100
Sulfato de hierro (II)monohidratado FeSO4H>O 30 91-100 Cao et al. (1996)
Carbonato de hierro (IT) FeCOs 43 15-95 EFSA FEEDAP (2015;
Cloruro de hierro (III) hexahidratado FeCl; 6H,O 20.7 78 2010)
Oxido de hierro (I11) Fe:Os 60-70 <10
Zn Sulfato de cinc heptahidratado* ZnSO4THO 22 100
Sulfato de cinc monohidratado ZnSO4HO 35 87 Wedekind et al. (1990)
Cloruro de cinc tetrabdsico monohidratado Zn5(OH)sCl.HO 54.8 107 Cao et al. (2000)
Oxido de cinc ZnO 73 22-97 Groote et al. (2002)
Carbonato de cinc ZnCOs3 52 93
Cu Acetato de cobre (II) Cu(CoH303)2 100 103
Sulfato de cobre (II) pentahidratado* CuSO45H0 25 100
Sulfato de cobre (II) monohidratado CuSO4HO 34.5 100 Ledoux et al. (1991)
Carbonato de cobre (II) CuCO3 Cu(OH)2 53 62.5 Kim y Kil (2015)
Oxido de cobre (IT) CuO 75 0
Cloruro de cobre (II) tribasico Cux(OH);Cl 58 88.5-103
Mn Oxido de manganeso (IT) MnO 52-62 75-85 WonoValle et al
Sulfato de manganeso (II) monohidratado*  MnSO4H>O 31 100 g(1989) '
Carbonato de manganeso (II) MnCOs3 47 55-66 Groote et al. (2002)
Cloruro de manganeso (II) tetrahidratado MnCl, 4H>O 27.5 97 '
Se Selenito de Sodio* Na»SeOs 45 100
Selenato de Sodio NaxSeOq4 42 74-109 Echevertia et al. (1988)
Selenito de Calcio CaSeO; <47.3 96
I Yodato de calcio anhidro Ca(103)2 62
Yoduro de cobre Culz 066 Ammerman et al
Yodato de potasio KIO:; 59 ND © (1998) FEDNA (20.16)
Yoduro de potasio KI 69-76
Yoduro de sodio Nal 84.5-

Elaboracion Propia, se muestran en negritas las fuentes mds ntilizadas.

* Estandar; * Fuente: Rostagno et al, 2011; b Biodisponibilidad Relativa en aves; ¢ Todas las fuentes tienen buena biodisponibilidad.
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Cuadro 5. Principales fuentes de MTO utilizadas en avicultura y su Biodisponibilidad Relativa.

Biodisponibilidad Relativa (%) 2

Mineral Quelato Metal Aminoacido Proteinato Metalico Complejo Metal Aminoacido Propionato Metalico
Hierro Fe Metionina: 106 (Ma et al., 2014)
86 (Cao etal, 1990), 107, 113 (Zhang et al., 2016) " )
105 (Zhang et al., 2016) ’ § b
Cine Zn-Metionina: 164 (Star et al.,; 2012)
108 (Suo et al., 2015) 166 (Sahraei et al., 2013) 206 (Wedekind et al., 1992)
131 (Groote et al., 2002) 81, 134 (Huang et al.,, 2013) 103 (Huang et al., 2013) 117 (Brooks et al., 2013)
Zn-Lisina 91, 111 (Huang et al., 2009) 102 (Huang et al., 2009)
106 (Aoyagi y Baker, 1993) 127 (Swiatkiewicz et al., 2001)
Cobre HMTBA-Cu b:
110 (Wang et al., 2007)
Cu-Metionina: 79 (Liu et al,, 2012)
91 (Groote etal., 2002) 108 (Guo et al., 2001) 122 (Guo etal,, 2001) -
Cu-Lisina:
118 (Guo et al., 2001)
100 (Groote et al., 2002)
Manganeso  HMTBA-Mn b
116 (Yan y Waldroup, 2006) 95 (Wang et al., 2012) .
Mn—Mgionzna: P ) 101, 117 (Groote et al., 1;2 &1 Z: Z}" 388;? 139 (Brooks et al., 2012)
100 (Li et al., 2004) 2002) ’
112 (Li et al., 2005)
Selenio © SeCys: HMSeBA
SeMet: 110 (Ammerman et al 139 ¢ (Briens et al.,, 2013) -
78 (Groote et al., 2002) ? N
1998) 148,163 © (Briens et al., 2014)
Yodo

a Con respecto al estandar
b Acido 2-hidroxi-4-metiltiobutanoico o hidroxianalogo de metionina

c Las fuentes organicas de selenio no son clasificadas como complejos o quelatos
d Acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico
e Con respecto a SeMet
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Blancas de 60 semanas de edad.

Cuadro 6. Composicion y analisis calculado de la dieta basal para gallinas en postura Bovans

Ingrediente Peso
Sorgo 642.057
Pasta de Soya 228.564
Carbonato de Calcio 109.167
Aceite Vegetal 5.000
Sal 4.130
Adsorbente de Micotoxinas 3.000
DL-Metionina 84% 2.575
Ortofosfato 16-21 1.883
L-Lisina HCI 1.135
PREMEZCLA* 1.000
Larvadex aditivo 0.500
Clorutro de Colina 60% 0.500
Bacitracina 10% 0.300
Antioxidante 0.150
Fitasa - Ronozyme HiPhos M® 0.024
L-Treonina 0.015
TOTAL 1000.000
Nutriente Analisis Calculado
Energia Metabolizable 2800 Kcal/Kg
Proteina Cruda 17.40%
Met + Cis Digestible 0.66%
Lisina Digestible 0.77%
Calcio Total 4.30%
Fésforo Disponible 0.32%
Hierro Total 120ppm
Cinc Total 23ppm
Cobre Total 12ppm
Manganeso Total 53ppm
Selenio Total 0.15ppm
Yodo Total 0.15ppm

*Premezclas de vitaminas, minerales y aditivos, diferentes entre tratamientos, descritas en el Cuadro 7.



Cuadro 7. Composicion de las premezclas utilizadas en las dietas para gallinas en postura Bovans
Blancas de 60 semanas de edad.

Premezcla (ppm)

Ingrediente

1 2 3 4
Minerales Inorganicos* 400 - - 400
Minerales Organicos** - 1000 700 -
Fitasa® 24 24 24 24
Pigmentante amarillo* 30 30 30 30
Pigmentante rojo* 25 25 25 25
Cinc Orginico” - - - 40
Manganeso Organico” - - - 28
Cobre Organico” - - - 10
Premezcla de Vitaminas*** 500 500 500 500
Selenio Organico” - - - 0.125
Vehiculo CBP/Dosis 1000 2000 1500 2000

*Premezcla de minerales inorganicos que proporciona: 70ppm de cinc, 70ppm de manganeso, 45ppm de
hierro, 10ppm de cobre, 1ppm de iodo y 0.25ppm de selenio.

**Premezcla de minerales organicos en forma Carbo-Amino-Fosfoquelato que proporciona: 43.74ppm
de cinc, 56.37ppm de magnesio, 43.74ppm de hierro, 8.61ppm de cobre, 0.34ppm de selenio y 1ppm de
iodo.

**Premezcla de vitaminas que por tonelada de alimento proporciona: 13000000 UI de vitamina A,
2000000 UI de vitamina D3, 62.5mg de vitamina E, 50000mg de vitamina K3, 3000mg de vitamina B1,
3000mg de vitamina B2, 10000mg de vitamina B6, 10000mg de vitamina B12, 20mg de niacina, 60000mg
de 4acido pantoténico, 15000mg de 4cido félico, 2000mg de biotina.

SRonozyme HiPhos M®.
*Carophyll® amarillo (10% de Apoéster), Carophyll® rojo (10% de Cantaxantina)

¥Availa-Zn 100® (10% Cinc), Availa-Mn 80® (8% Manganeso), Availa-Cu 100® (10% Cu), Sel-Plex®
(0.2% Selenio).
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Cuadro 8. Resultados de los parametros productivos de gallinas Bovans Blancas obtenidos de la semana 60 a 72 de edad.

Consumo de

Indice de

Postura Peso de Huevo Al Masa de huevo C ., Peso del Ave
Tratamiento imento onversion
(%) (€9 ave/dia (g) ave/dia (g) (Kg: Kg) (€9

T1 (100MTT) 93.7 62.9 109.1 58.9 1.855 1703
T2 (100CAFQ) 92.4 62.9 108.7 58.1 1.875 1707
T3 (70CAFQ) 93.5 63.0 109.2 58.9 1.857 1713
T4 MTI+CMA) 91.7 63.3 109.5 58.1 1.890 1715
P 0.293 0.692 0.236 0.467 0.393 0.762
EEM - 0.16 0.15 0.25 0.008 4.62

La ausencia de literales en los valores promedio indica que no existe diferencia estadistica significativa (p>0.05).

EEM = Error Estandar de la Media.
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Cuadro 9. Resultados de la prueba de t para la comparacion de la media general de algunas variables productivas contra los valores
establecidos por el Manual de gallinas Bovans Blancas de 60 a 72 semanas de edad.

Variable Ig:;z:;ig Manual P P
Porcentaje de Postura (%) 92.84+2.59 83.4 Prob>t = **
Peso de huevo (g) 63.0£0.99 64.0 Prob<t = **
Masa de huevo ave/dia (g) 58.5%1.59 53.4 Prob>t = **
Consumo de Alimento ave/difa (g) 109.1£0.95 110 Prob<t = **
Conversién Alimenticia ave/dfa (Kg:Kg) 1.87£0.05 2.06 Prob<t = **
Peso del Ave (g) 1709.4£28.5 1691 Prob>t = **

a Promedio General obtenida durante 12 semanas de experimentacién mas menos su desviacion estandar.
b Promedio de las semanas 60 a 72 de edad.

*p<0.05

**p<0.01
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Cuadro 10. Resultados de huevo sucio, roto-farfara, y calidad de huevo de gallinas Bovans Blancas obtenidos de la semana 60 a 72 de

edad.

. Huevo Sucio RotI;)I-uFezr(;'ara Unidades Haugh  Color de yema S;:z(;éie
Tratamiento

%) ") (wm)

T1-100MTI 1.4 2.4 88.2 11.0 336
T2 - 100CAFQ 0.8 2.3 88.6 10.8 337
T3 - 70CAFQ 1.4 3.2 88.1 11.0 336
T4 - MTI+CMA 0.8 2.5 87.5 11.0 333

P 0.571 0.570 0.419 0.059 0.658

EEM - - 0.22 0.03 1.14

La ausencia de literales en los valores promedio indica que no existe diferencia estadistica significativa (p>0.05).
EEM = Error Estandar de la Media.
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Cuadro 11. Resultados de resistencia del cascarén y de la tibia a la fractura de gallinas Bovans
Blancas obtenidos de las semanas 60 a 72 de edad.

Resistencia Resistencia
Tratamiento del cascaron de la Tibia
(g/cm?2) (g/cm?2)
T1-100MTI 3048 12250
T2 - 100CAFQ 3158 13370
T3 - 70CAFQ 3231 12783
T4 - MTI+CMA 3210 11966
P 0.185 0.781
EEM 314 512
Contraste 1
T1 vs 3048 12250
T2,T3,T4 3200 12706
Contraste 2
T4 vs 3210 11966
T2, T3 3195 13076
Contraste 3
T2 vs 3158 13370
T3 3231 12783
Contraste 1 0.044 0.700
Contraste 2 0.843 0.393
Contraste 3 0.418 0.684

La ausencia de literales en los valores promedio indica que no existe diferencia estadistica (p>0.05).

EEM = Error Estandar de la Media.
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Cuadro 12. Efecto del tratamiento, tiempo y su interacciéon sobre la vida de anaquel del huevo
bajo dos temperaturas de almacenamiento.

Dias de
Unidades Almacenamiento p
Haugh .
ie 0 7 14  Tratamiento  Tiempo Trata}m1ento
x Tiempo
Refrigeracion ~ 89.49a  81.40b  75.48¢ 0.117 <0.0001 0.250
Temperatura g9 19, (9236 6090 0.138 <0.0001 0216
Ambiente

Valores promedio con letras diferentes presentan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Cuadro 13. Efecto del tratamiento, tiempo y su interaccién sobre los titulos de anticuerpos IgY
contra la ENC mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion.

Dias Post-
Vacunacion P
Log2 . |
0 7 14 Tratamiento  Tiempo rata}m1ento
x Tiempo
Titulos de
anticuerpos 9.28 9.42 8.97 0.381 0.080 0.339

séricos

La ausencia de literales en los valores promedio indica que no existe diferencia estadistica significativa (p>0.05).
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Cuadro 14. Resultados de la prueba de hipersensibilidad cutanea por basoéfilos (HCB) y cantidad
de IgA en contenido intestinales obtenida mediante la prueba de ELISA.

Prucba HCB* IgA en co-ntenido

Tratamiento intestinal

(mm) (ng/ml)
T1-100MTI 0.77 12595
T2 - 100CAFQ 0.87 12684
T3 - 70CAFQ 0.90 12729
T4 - MTI+CMA 0.59 12728
p 0.081 0.829

EEM 0.091 57.9

*Incremento en el grosor de la piel de la membrana interdigital de la pata izquierda (24 horas post-inoculacion).
La ausencia de literales en los valores promedio indica que no existe diferencia estadistica significativa (p>0.05).
EEM = Error Estandar de la Media.
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Cuadro 15. Resultados obtenidos en el hemograma de gallinas en postura Bovans Blancas de 76 Semanas de edad.

Ht Eritro Leuco Hete Linfo Mono Baso Eosin Rel. H/L
Tratamiento
(L/L) (10%/L) (10°/L) (10°/L) (10°/L) (10°/L) (10°/L) (10°/L)

T1-100MTI 0.304 2.48 3.98 0.83 2.95 0.54 0.12 0.14 0.34
T2 - 100CAFQ 0.308 2.54 2.48 0.55 1.50 0.24 0.09 0.10 0.47
T3 - 70CAFQ 0.300 2.72 3.96 0.94 2.49 0.37 0.10 0.06 0.46
T4 - MTI+CMA 0.288 2.58 3.74 0.92 2.15 0.34 0.29 0.04 0.40

P 0.352 0.491 0.546 0.519 0.256 0.469 0.841 0.271 0.787

Ht: Hematocrito; Eritro: Eritrocitos; Leuco: Leucocitos; Hete: Heteréfilos; Linfo: Linfocitos; Mono: Monocitos; Baso: Baséfilos; Eosin: Eosinéfilos;
Rel. H/L: Relacion Heteréfilo/Linfocito.
La ausencia de literales indica que no existe diferencia estadistica entre las medias de los rangos de los tratamientos (p>0.05).
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