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RESUMEN.

El sindrome ascitico (SA), es un desorden metabolico que afecta a los pollos de engorda criados
a elevada altitud. La alimentacion programada (AP), antes llamada restriccidn alimenticia, consiste
en reducir el consumo de alimento y es un método eficaz para prevenir el SA. Las hormonas
tiroideas (HT) son importantes reguladores de la temperatura corporal, el crecimiento, el
metabolismo del oxigeno y la energia producida en las aves. Las HT se ven afectadas por la AP.
El estrés oxidativo (EO) es un desequilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes, el EO
puede desarrollarse en condiciones de hipoxia hipobarica como la observada a elevada altitud sobre
el nivel del mar y también durante el desarrollo de SA. Se llevo a cabo un experimento con 1600
pollos machos (Ross 308) de 7 dias de edad repartidos aleatoriamente en 4 tratamientos con 5
repeticiones de 80 aves cada una; 100% del consumo recomendado por la linea genética (AP100),
90% de consumo (AP90), 80% de consumo (AP80) y 70% de consumo (AP70), durante 35 dias a
partir de los 7 dias de edad. La AP redujo significativamente la mortalidad total y la mortalidad por
SA. La reduccion del consumo de alimento, resulté en una disminucién del peso corporal. La
conversion alimenticia comercial y la conversion alimenticia ajustada por el peso de la mortalidad,
también disminuyeron con la AP. Al mismo tiempo, las HT fueron afectadas por la AP al
observarse un aumento de éstas conforme se reducia el consumo de alimento. Los indicadores de
EO resultaron alterados por la AP al disminuir la lipoperoxidacion celular en tejido pulmonar y
cardiaco, preservar la capacidad antioxidante total, incrementar la actividad de la enzima glutation
peroxidasa y aumentar los niveles de acido ascorbico en dichos tejidos. Los tratamientos de AP al
80% y 70% mejoraron la mortalidad por SA, los kg de carne producidos (al menos en tratamiento
AP80), la conversion alimenticia comercial, la conversion alimenticia corregida por el peso de la
mortalidad, la funcién de las HT y mejord las condiciones de EO en aves criadas a elevada altitud
(2250 msnm).

Palabras Clave: Sindrome ascitico, parametros productivos, hormonas tiroideas, hipoxia

hipobarica, estrés oxidativo, alimentacién programada.



ABSTRACT.

Ascites syndrome (SA) is a metabolic disorder that affects broilers raised at high altitude.
Programmed feeding (AP), previously called feed restriction, consists in reducing feed
consumption and is an effective method to prevent SA. Thyroid hormones (HT) are important
regulators of body temperature, growth, oxygen metabolism and energy metabolism in birds. HT
are affected by the AP. Oxidative stress (EO) is an imbalance between free radicals and
antioxidants. EO can develop in conditions of hypobaric hypoxia such as that found at high altitude
and also during the development of SA. An experiment was conducted with 1600 7 days old male
broilers (Ross 308) randomly distributed in 4 treatments with 5 replicates of 80 birds each; 100%
consumption of the recommendations for the genetic line (AP100), 90% consumption (AP90), 80%
consumption (AP80) and 70% consumption (AP70). The experiment lasted 35 days starting at 7
days of age. AP reduced total mortality and ascites mortality. Reduced feed consumption decreased
body weight. Commercial feed conversion and dietary feed conversion adjusted by the weight of
mortality were also reduced by AP. At the same time, HT were affected by AP. An increase in HT
was observed as feed consumption was reduced. The indicators of EO were affected by AP
decreasing cellular lipoperoxidation in pulmonary and cardiac tissue, preserving total antioxidant
capacity, increasing glutathione peroxidase activity and increasing ascorbic acid levels in those
tissues. The 80% and 70% AP treatments were effective in improving total mortality, mortality due
to SA, kg of meat produced, commercial feed conversion, feed conversion adjusted by the weight
of mortality, HT function and EO conditions in birds raised at high altitude (2250 meters above sea

level).

Keywords: Ascites syndrome, productive parameters, thyroid hormones, hypobaric hypoxia,

oxidative stress, programmed feeding.
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1. INTRODUCCION.

El pollo de engorda moderno ha sido seleccionado genéticamente para alcanzar mayores tasas de
crecimiento y de forma indirecta, para una elevada tasa de sintesis de proteinas que requiere méas
oxigeno para mejorar la conversion alimenticia (CA) y generar un mayor rendimiento de carne
(Baghbanzadeh y Decuypere, 2008). Las lineas modernas de pollo de engorda son capaces de
alcanzar el peso del mercado en un 60% menos de tiempo que los pollos de engorda de hace 40
afios (Zuidhof et al., 2014). Este rapido crecimiento tiene un alto riesgo de predisposicion a
sindrome ascitico (SA). El SA es un importante desorden metabdlico (Hassanzadeh et al., 2014)
mediado por la genética, la nutricion y el medio ambiente (Decuypere et al., 2000; Balog, 2003;
Julidn, 2005). A gran altitud, se genera hipoxia hipobarica que se define como la disminucién de
la disponibilidad de oxigeno debido a una reduccion de la presion parcial de éste. La hipoxia
desencadena la constriccion parcial de la vasculatura pulmonar, ademas, disminuye la apoptosis y
aumenta la proliferacion de las células de la pared de los vasos sanguineos provocando
remodelacion vascular (Siques et al. 2018). También induce una disminucion de oxigeno en el
contenido de la sangre arterial denominada hipoxemia en pollos de engorda de rapido crecimiento
(Julian, 2007). La hipoxemia conduce al aumento del hematocrito (HC) y un incremento del gasto
cardiaco. Estas respuestas se combinan para aumentar la carga de trabajo de la musculatura del
ventriculo derecho, lo que resulta en una hipertrofia compensatoria de éste ventriculo. El deterioro
posterior del masculo ventricular derecho y la falla de la valvula auriculo-ventricular derecha
conduce a insuficiencia cardiaca congestiva que culmina como ascitis en pollos de engorda
susceptibles (Ozkan et al., 2010). Hassanzadeh et al. (2004) reportan que la mortalidad por SA en
aves criadas a 2100 msnm en comparacion con las que son criadas a nivel del mar ascendié a 87%
del total de la mortalidad. Para reducir la mortalidad por SA en aves criadas a gran altitud, existen
diversas practicas. Una de ellas es la alimentacion programada (AP), antes llamada restriccion
alimenticia, que consiste en reducir el consumo de alimento de manera sistematica. Khajali et al.
(2007) informaron una reduccion de la mortalidad por SA con una AP de disminucién de consumo
cada tercer dia durante la segunda semana de vida en pollos criados a 2100 msnm. Sin embargo,
los parametros productivos como peso corporal (PC) y produccion de kilogramos de carne pueden



verse afectados negativamente por los protocolos de AP, lo cual podria depender de la duracion y
severidad de los mismos (Acar et al., 1995; Ozkan et al., 2006; Zhan et al., 2007). Las hormonas
tiroideas (HT), T3 y T4, son hormonas clave en el metabolismo energético, el crecimiento y la
generacion de temperatura en las aves, siendo T3 la forma bioldgicamente activa (Zhan et al.,
2007). Se ha reportado que la AP disminuye la concentracion de la T3 y aumenta los valores de T4
en pollos de engorda (Darras et al., 1995). Finalmente, se ha demostrado que la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) esta relacionada con el desarrollo de SA (Khajali y Wideman,
2016). Arab et al. (2006) reportaron que existe una mayor produccion de radicales hidroxilo (OH)
en pollos de engorda predispuestos a SA, luego de ser inducidos a éste mediante la administracion
de hormona T3 y exposicion al frio. Enkvetchakul et al. (1993) demostraron que los niveles de
acido ascérbico eran bajos en los pulmones y en el higado de pollos de engorda con SA alojados
en un entorno con pobre ventilacién durante 7 semanas. La hipoxia progresiva inducida por la
exposicion a gran altitud interrumpe la eficiencia del sistema antioxidante y, debido al aumento en
el nivel de produccion de ROS, puede provocar dafios oxidativos en las macromoléculas (Dosek et
al., 2007). Asi mismo, Pan et al. (2005) comprobaron que la aplicacion de la AP puede disminuir
el dafio oxidativo. Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto de la
AP sobre el SA, los parametros productivos, la concentracion de hormonas tiroideas y el estado
oxidativo de pollos de engorda criados a elevada altitud.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 SINDROME ASCITICO (SA) EN POLLOS DE ENGORDA.

2.1.1 Definicion.
El SA es una entidad con caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y anatomopatoldgicas
constantes que transcurren entre otros signos y lesiones con ascitis, por lo tanto, la ascitis puede

ser parte de un sindrome generalizado (Figura 1) como el SA (L6épez-Coello et al., 1991).

La ascitis se define como la acumulacion de exudado seroso en la cavidad abdominal (Lopez-
Coello et al., 1991; Wideman et al., 2013), debido al aumento de la permeabilidad vascular,
disminucion de la presion oncotica del plasma, drenaje linfatico obstruido, aumento de la presion

hidraulica en el sistema venoso esplacnico o una combinacién de éstos (Kalmar et al., 2013).
2.1.2 Etiologia.

Se ha desarrollado una gran cantidad de investigacion sobre el SA. No obstante, la causa principal
no esta del todo clara (Crespo y Shivaprasad, 2003). La fisiopatologia de este sindrome (Figura 1)
ha sido ampliamente estudiada (Julian, 1993, 2000; Sheele, 1996; Hassanzadeh et al., 1997;
Decuypere et al., 2000; Wideman, 2000a). Decuypere et al. (2000) clasifica como enddgenas y
exogenas las causas que ocasionan el SA. A continuacion, se describen las mas importantes para

fines de este trabajo.

2.1.2.1 Genética y SA.

Las aves de corral con tasas de crecimiento mas rapidas tienen mas probabilidades de desarrollar
SA. Genéticamente, el pollo de engorda moderno, especialmente los machos parecen ser mas
propensos a SA. Se ha reportado una mayor mortalidad por SA en lineas parentales de machos
(Dewil et al., 1996). Esto se debe probablemente a la extrema seleccion ya sea para incrementar la
tasa de crecimiento o bien para mejorar el indice de conversion de alimentos lo que exige mucho a

los procesos metabolicos y a la demanda de oxigeno (Decuypere et al., 2000).
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Closter et al. (2012) demostraron que se observa una mayor heredabilidad y una correlacion
genética mas alta en machos que en hembras para SA. Por lo tanto, en circunstancias como el SA,

los datos en pollos de engorda deben analizarse por separado.

El progreso en la seleccion de la resistencia y susceptibilidad al SA se debe a heredabilidades
que van de moderadas a altas y a rasgos relacionados con el SA, como la relacion ventriculo
derecho : ambos ventriculos. Moghadam et al. (2001) evaluaron machos de 2 razas, White Rock y
Cornish, seleccionados durante 11 generaciones por rasgos que incluyen el peso corporal, y
determinaron que los valores de heredabilidad del SA oscilaron entre 0.22 y 0.40. Druyan et
al. (2007) pudieron crear una linea de pollos de engorda susceptibles al SA a través de la seleccion
de hermanos de aves que sucumbian al SA después de la exposicion al frio. Se determin6 que el
SA dentro de esta poblacion experimental era alta, con un valor de 0.57. Lubritz et al. (1995)
demostraron una heredabilidad favorable para la acumulacién de liquido en la cavidad abdominal

y la relacion del peso del ventriculo derecho con el peso de ambos ventriculos.

Se ha demostrado que la mayor incidencia de SA ocurre en pollos de engorda que combinan baja
CA con una rapida tasa de crecimiento, mientras que en los pollos de engorda de lento crecimiento
0 CA més alta la incidencia de SA fue mucho més baja. Una baja CA en aves de rapido crecimiento
fue atribuida a bajos valores de produccion de calor. Ademas, las aves seleccionadas para un
crecimiento rapido y CA baja tenian una presion de oxigeno (PO2) disminuida y una presion de
CO: (PCOy) alta en sangre venosa a baja temperatura ambiente en comparacion con las aves de
lento crecimiento (Decuypere et al., 2005).

Actualmente se estan haciendo esfuerzos dirigidos a producir material genético adaptable a una
amplia gama de ambientes y para disminuir la incidencia de trastornos metabdlicos y fisiologicos,
como el SA (Pakdel et al., 2004). Las aves con altos niveles de saturacion de oxigeno (Sa0.) en la
sangre tienen una susceptibilidad reducida a SA y sindrome de muerte stbita. La industria de aves
para cria incorpord la evaluacion de rutina de SaO: en su estrategia de seleccion. Esto se hace
eliminando individuos y familias que se encuentran debajo de los niveles promedio de SaO». Con

el tiempo, dicha préactica ha llevado a un aumento significativo de los niveles de SaO; de la sangre,



por lo tanto, reduciendo la susceptibilidad del SA (Druyan et al., 2007; Wideman et al., 2013). Por
otra parte, también se han desarrollado protocolos para predecir y consecuentemente eliminar la
incidencia de SA en las parvadas de pollos modernos. Tarrant et al. (2018) evaluaron el sistema
SNP (Red Neuronal Artificial) para tal efecto. En dicho estudio concluyeron que el uso de paneles
de SNP serd (til para retener la precision genética perdida a través de la seleccidon de hermanos,

contribuyendo asi a una disminucién en la frecuencia de SA.
2.1.2.2 Tasa de crecimiento y SA.

Existe una correlacion directa entre la tasa metabolica y la incidencia de SA. Una tasa de
crecimiento rapida aumenta la demanda de oxigeno y, por lo tanto, la carga de trabajo del corazon.
Los pollos modernos han sido intensamente seleccionados para mayores tasas de crecimiento e
indirectamente para una alta sintesis de proteina que requiere méas oxigeno (Baghbanzadeh y
Decuypere, 2008), incrementar la eficiencia alimenticia (Decuypere et al., 2000; Pakdel et al.,
2002) o el rendimiento de carne y porcentaje de pechuga (Hoving-Bolink et al., 2000). Un pollo
de engorda pesa 40 g en la eclosién y es capaz de crecer hasta 4000 g en 8 semanas. El aumento de
la masa corporal casi 100 veces en 8 semanas no se puede mantener sin incrementos igualmente
dramaticos en las capacidades funcionales del corazon y los pulmones (Wideman et al., 2013). Las
lineas modernas de pollo de engorda son capaces de alcanzar el peso del mercado en un 60% menos
de tiempo que los pollos de engorda de hace 40 afios (Zuidhof et al., 2014). Sin embargo, la
capacidad pulmonar y cardiaca de los pollos de engorda actuales es muy similar a las viejas lineas
de pollos, lo que obliga a su sistema cardiopulmonar a trabajar muy cerca del limite fisioldgico
(Lorenzoni y Ruiz-Feria., 2006). La capacidad pulmonar no siempre cumple con las demandas de
oxigeno necesario para un rapido crecimiento. Esto da como resultado un deterioro de la capacidad
de regular el balance energético bajo condiciones extremas, como temperatura ambiente baja o
elevada altitud snm (Luger et al., 2003). Si el pulmén del pollo crece mas lento que el resto del

cuerpo, podria resultar en hipoxemia y SA (Julian, 2000).



2.1.2.3 Capacidad limitada de la vasculatura pulmonar.

El ventriculo izquierdo del corazén bombea la sangre oxigenada necesaria para soportar el
metabolismo basal, la actividad y el crecimiento. El volumen de sangre bombeada por el ventriculo
izquierdo cada minuto, conocido como gasto cardiaco, promedia 200 ml por kilogramo de peso
corporal por minuto (Wideman, 1999). Una extrapolacion lineal de este valor relativo indica que
el gasto cardiaco absoluto debe aumentar 100 veces durante las 8 semanas posteriores a la eclosion,
que van desde 8 ml / min para un pollito de 40 g hasta aproximadamente 800 ml / min para un pollo
de engorda de 4 kg. La velocidad a la que la sangre venosa regresa al corazon debe ser igual al
gasto cardiaco; por lo tanto, durante los primeros 2 meses posteriores a la eclosion, los vasos
sanguineos en los pulmones de un pollo de engorda deben desarrollar la capacidad para recibir y
oxigenar un aumento de 100 veces en el retorno venoso. Se ha definido la capacidad de la
vasculatura pulmonar para abarcar ampliamente las caracteristicas anatomicas y funcionales,
incluido el numero total y el volumen de vasos sanguineos en los pulmones, el tono (grado de
constriccion parcial) mantenido por las arteriolas precapilares que ofrecen la resistencia primaria
al flujo sanguineo pulmonar (Wideman y Bottje, 1993; Wideman, 2000b, 2001; Wideman et al.,
2007). Las evaluaciones de la hemodinamica cardiopulmonar indican que los pulmones del pollo
de engorda poseen una capacidad muy limitada para emplear mecanismos compensatorios clave
que permiten a los pulmones de los mamiferos acomodar facilmente los aumentos en el gasto
cardiaco, como la dilatacion dependiente del flujo de las arteriolas precapilares, la distension
vascular o el reclutamiento de canales vasculares. En cambio, en los pulmones de los pollos de
engorda de rapido crecimiento, todos los vasos sanguineos disponibles parecen estar repletos de
sangre, lo que indica que la vasculatura pulmonar posee una capacidad de reserva modesta incluso
en condiciones ideales. La capacidad de la vasculatura pulmonar limitada de los pollos de engorda
no es sorprendente en vista de la escasa correlacion entre su volumen pulmonar absoluto y el peso
corporal, y sus bajos volimenes pulmonares en relacion con el peso corporal en comparacién con

las aves domésticas Single Comb White Leghorn y las aves de la selva (Wideman et al., 2013).



2.1.2.4 Hipoxia como desencadenante de SA.

El SA fue reportado por primera vez en parvadas de pollos de engorda criados a gran altitud en
Bolivia (Hall y Machicao, 1968). La hipoxia hipobérica se define como la disponibilidad reducida
de oxigeno atmosférico (presion parcial de oxigeno reducida) que ocurre a medida que aumenta la
altitud (Julian, 2007). Debido a que la concentracion relativa de oxigeno en la troposfera (capa
atmosférica mas baja) es constante en 20.93%, la presion parcial de oxigeno en el medio ambiente
(PO.) para una elevacién dada se obtiene multiplicando 0.2093 por la presion barométrica
correspondiente. A nivel del mar, PO2 es 0.2093 multiplicado por 760 mm Hg, o 158.98 mm Hg,
a 2000 metros de altura la PO, es de 126.52 mm Hg (Cuadro 1) (Gallagher y Hackett, 2004). El
inicio de la hipoxia es detectado de inmediato por sensores dentro de las arteriolas pulmonares, que
se contraen rapidamente en un intento de redirigir el flujo sanguineo a regiones pulmonares mejor
oxigenadas. A grandes altitudes, todo el pulmoén experimenta hipoxia y toda la vasculatura
pulmonar precapilar sufre una constriccion parcial (se reduce el radio luminal de las arteriolas
pulmonares). Ademas, los pollos de engorda hipoxicos exhiben una mayor incidencia de
remodelacion vascular. En condiciones fisiologicas, el grosor de la pared vascular se mantiene
mediante un fino equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis. Si este equilibrio se ve
interrumpido a favor de una disminucién de la apoptosis y una mayor proliferacion, la pared
vascular se engrosa y eventualmente puede obstruir la luz del vaso. Este proceso estructural, que
conduce a una resistencia aumentada, se conoce como remodelacion vascular. Este efecto de
remodelacion puede iniciarse rapidamente (Wideman et al., 2011; Siques et al., 2018), como
resultado, aumenta la resistencia de la vasculatura pulmonar que obliga al ventriculo derecho del
corazén a hipertrofiarse y desarrollar una presiéon arterial pulmonar elevada (hipertension
pulmonar) para impulsar el gasto cardiaco a través de las arteriolas pulmonares constrefiidas (Owen
et al., 1995; Ruiz-Feria y Wideman, 2001).

La hipoxia hipobarica a una altitud simulada de 1000 msnm da como resultado hipoxemia en
pollos de engorda. La hipoxemia se refiere a una reduccion en el contenido de oxigeno de la sangre
arterial, lo que refleja una saturacion reducida de la hemoglobina con oxigeno. El crecimiento

rapido puede contribuir a la hipoxemia en pollos de engorda porque el metabolismo intensivo



incurre en un alto requerimiento de oxigeno (Julian, 2007). La alta demanda de oxigeno por los
tejidos que crecen rapidamente conduce a un aumento proporcional en el gasto cardiaco, que a su
vez aumenta la velocidad con la que la sangre fluye a traves de los pulmones de los pollos
(Wideman, 1999).

A medida que aumenta la velocidad del flujo sanguineo pulmonar, los glébulos rojos
eventualmente no residen en las superficies de intercambio de gases intrapulmonares el tiempo
suficiente para adquirir una carga completa de oxigeno. Por lo tanto, la saturacion incompleta de
la hemoglobina con oxigeno contribuye al desarrollo de hipoxemia arterial sistémica (Wideman et
al., 2007) la hipoxemia le indica al rifion del ave que produzca eritropoyetina, que estimula la
produccién de globulos rojos y, por lo tanto, aumenta la capacidad de transporte de oxigeno por
unidad de volumen de sangre completa. La policitemia posterior (hematocrito (HC) elevado)
aumenta la viscosidad de la sangre, lo que a su vez requiere mayores aumentos en la presion arterial
pulmonar para impulsar la sangre cada vez mas viscosa a través de los pulmones. La combinacion
de la policitemia y la vasoconstriccién pulmonar sostenida atribuible a la hipoxia contribuye a la
aparicion de hipertensién pulmonar que conduce a SA cuando los pollos de engorda se crian a
elevadas altitudes (Julian, 2007; Wideman et al., 2007; Wideman et al., 2013).

Beker et al. (2003) evaluaron los efectos de la concentracion gradual de O, atmosférico (12, 14,
16, 18 y 20.6%) en el rendimiento del crecimiento y el desarrollo de SA en pollos de engorda. Sus
resultados indicaron que las reducciones en la disponibilidad de O atmosférico indujeron
efectivamente el SA. Ademas, los pollos de engorda expuestos al 12%, 14%, 16%, 18% y 20.6%
de concentracion de O2 gano 138, 287, 353, 356 y 371 g a los 14 dias de edad, respectivamente,
con valores de hematocrito respectivos de 49, 42, 36, 33 y 32. Muchas regiones productoras de
pollos de engorda en todo el mundo tienen una altitud de 2000 msnm o mayor, que corresponde a
la presion parcial de oxigeno de aproximadamente 126.5 mm Hg. La produccion de pollos de
engorda a una altitud tan elevada impone una hipoxia hipobarica significativa y se asocia con el
desarrollo de SA.



Cuadro 1. Altitud snm, presion barométrica, PO, ambiental y P10,

Altitud Presion barométrica PO, ambiental P10,
(msnm) (Pies snm) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)
0 0 759.6 158.98 149.1
1000 3281 678.7 142.05 132.2
2000 6562 604.5 126.52 116.7
3000 9843 536.9 112.37 102.5
4000 13123 475.4 99.50 89.7
5000 16404 419.7 87.84 78.0
6000 19685 369.4 77.31 67.5
7000 22966 324.2 67.85 58.0
8000 26247 283.7 59.37 495
8850 29035 252.7 52.89 43.1

La presion parcial de oxigeno (PO>) en aire ambiental y en aire inspirado (P10,) cae casi exponencialmente
en funcién del aumento de la altitud y la caida de la presion barométrica. Adaptado de Gallagher y Hackett,
(2004).

2.1.3 Prevencion del SA.

Existen diversos métodos para prevenir el SA: Uso de antioxidantes en la dieta (Hassanzadeh et
al., 1997; Geng et al., 2004; Bautista-Ortega y Ruiz-Feria, 2010; Yousefi et al., 2013; Khajali y
Khajali, 2014), utilizacién de &cidos grasos omega-3 en la dieta (Walton et al., 1999), programa de
iluminacién (Classen et al., 1991; Buyse et al., 1994, 1996; Buys et al., 1998; Hassanzadeh et al.,
2000; 2003; 2005a; 2012) y finalmente, la alimentacion programada, la cual se describira a

continuacion.
2.1.3.1 Alimentacion Programada (AP).

La manipulacién de la tasa de crecimiento parece una forma practica de prevenir el SA en
parvadas de pollos de engorda criados en elevadas altitudes. En este contexto, se han estudiado

varios protocolos de AP.

La AP se puede clasificar como cualitativa y cuantitativa. La AP cualitativa se define como la
ingesta de nutrientes limitante (especifica) a través de la dilucion de la dieta (Sahraei, 2012); en
este método, las dietas se mezclan con ingredientes no digeribles como la fibra y, por lo tanto,
reducen la densidad de los nutrientes. Por otra parte, la AP cuantitativa se define como la

disminucion de la ingesta de nutrientes a través de la reduccion de la cantidad de alimento fisico
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consumido (Van der Klein et al., 2017). La AP fisica proporciona una cantidad calculada de
alimento por ave, que a menudo es s6lo lo suficiente para cumplir con los requisitos de
mantenimiento (Plavnik y Hurwitz, 1985). Pero la aplicacién préactica de la AP fisica, no es simple
debido a los problemas de pesaje regular de las aves y al calculo diario del consumo de alimento.
Ademas, es necesario proporcionar suficiente espacio de comedero para evitar la competencia entre
aves restringidas y para evitar el crecimiento desigual de las aves dentro de una parvada. También
en este método se debe prestar atencion sobre el consumo de micronutrientes, coccidiostatos,

pigmentos, etc. (Camacho-Fernandez et al., 2002; Sahraei, 2012).

No obstante, diversos investigadores han logrado disminuir la incidencia del SA con estos
métodos. Acar et al. (1995) probaron dos regimenes de AP, que consisten en limitar la ingesta
diaria de alimento de las aves al 75% de la EM requerida para el crecimiento normal de 4 a 11 dias,
0 de 7 a 14 dias. La AP temprana redujo la incidencia de SA, pero a costa del crecimiento del
musculo de la pechuga, de modo que las aves con alimentacion completa tuvieron un rendimiento
de pechuga significativamente mayor que las aves con AP. Saleh et al. (2005) reportan que la
mortalidad en pollos con una AP de 7 a 14 dias se redujo en un 3.47% respecto a los pollos que
fueron alimentados ad libitum. Khajali y Qujeq (2005) informaron que una AP de omision de
consumo diario provoco un aumento de la actividad de lactato deshidrogenasa plasmatica y se
asocio con una menor incidencia de SA. Khajali et al. (2007) encontraron una reduccién de la
mortalidad por SA con un protocolo de AP de disminucion de consumo de alimento cada tercer dia
durante la segunda semana de vida en pollos criados a 2100 msnm. Wijtten et al. (2010)
descubrieron que el peso relativo del corazon del tratamiento con AP, fue menor en el dia 6,9y 14
de edad que los pesos del corazén del tratamiento alimentado ad libitum. Ozkan et al. (2010)
aplicaron una AP de 7 a 14 dias de edad a pollos de engorda machos y hembras criados en dos
altitudes diferentes (nivel del mar y gran altitud a 1720 msnm). Llegaron a la conclusion de que el
efecto de la AP para prevenir el SA solo se observo en pollos de engorda machos, lo que sugiere
que la AP ayuda a algunos machos a aclimatarse mejor a la altura y evitar el SA. Mohammadalipour
et al. (2017) probaron una AP al 40% del dia 7 al dia 14 de edad vs aves alimentadas a libre acceso.

La mitad de las aves fueron inducidas a SA disminuyendo radicalmente la temperatura mientras
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que la otra mitad permanecié en condiciones de termoneutralidad. Los investigadores reportaron
que en condiciones de frio la AP redujo significativamente la mortalidad por SA argumentando
que la restriccion del crecimiento mediante la aplicacion de la AP permite lograr una armonia entre

el crecimiento somatico y el crecimiento funcional de los 6rganos internos.

La hipotesis del modo de accion por el cual la AP reduce la incidencia de SA es sencilla. El alto
consumo de alimento da como resultado un aumento en el requerimiento de oxigeno de las aves
(Julian, 2000). EI consumo de alimento de las aves por unidad de peso corporal metabolico se
maximiza alrededor de las 2 0o 3 semanas de edad e implica una marginal diferencia entre la
capacidad de suministrar oxigeno y los requerimientos reales de oxigeno para metabolizar los
alimentos (Albers et al., 1990; Malan et al., 2001). Se cree que la AP temprana ralentiza el
metabolismo del ave y reduce sus requerimientos de oxigeno. Con la AP temprana se impide que
el ave experimente tremendos aumentos de peso asociados con la rapida deposicién de musculo y
grasa. Adicionalmente, ha sido postulado que una restriccién temporal del crecimiento permite un
mayor desarrollo del sistema cardiopulmonar del ave, que no se ve afectado por la disminucion de
la tasa de crecimiento (Wideman, 1988; Arce-Menocal et al., 1992; Susbilla et al., 1994; Acar et
al., 1995; Buyse et al., 1996; Buys et al., 1998; Gonzélez et al., 1998). La AP también podria
aumentar la ventilacion parabronquial debido a la mejora de la aerodindmica valvular y la
reduccion tanto de la vasoconstriccion pulmonar como de la insuficiencia ventricular derecha
(Fedde et al., 1998). Si esta AP es econdmicamente exitosa es porque las aves experimentan un
consumo compensatorio después de retirar la AP. Si bien la AP es relativamente fécil de ejecutar
para el criador y muy eficaz para reducir el SA su viabilidad econémica es muy variable. La
viabilidad econdmica se basa en el programa particular de la AP y su efecto en los datos de ganancia
compensatoria y rendimiento, el precio actual del alimento y la incidencia de SA experimentada
localmente (Shane, 1987; Albers et al., 1990; Shlosberg et al., 1991; Arce et al., 1992; Tottori et
al., 1997; Decuypere et al., 2000). Ademas, Dozier et al. (2002) refieren que a través de la AP se
obtienen resultados inconsistentes y esa variacion puede atribuirse parcialmente a las diferencias

en el manejo de las aves, el programa de iluminacion, la densidad de poblacion y la ventilacion.
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2.1.4 Signologia del SA.

Los signos y lesiones son; edema en cavidad abdominal, acumulacion de liquido en el pericardio
(derrame hidropericéardico) (Olkowski et al., 2003), fibrosis epicardica, edema pulmonar, corazén
flacido y agrandado, hipertrofia y dilatacion del ventriculo derecho (Decuypere et al., 2000),
cambios hepaticos variables, hipoxemia, cresta palida, hematocrito sanguineo elevado (Luger et
al., 2003), estos signos y lesiones indican que una gran cantidad de 6rganos (incluidos el corazon,
pulmén, higado, etc.) estan involucrados en la enfermedad (Singh et al., 2011).

13



2.2 HORMONAS TIROIDEAS.
2.2.1 Sintesis, liberacién y concentracion.

En las aves, tanto la tiroxina (T4) como la triyodotironina (T3) se consideran hormonas tiroideas
(Figura.2). En general, las investigaciones sobre la funcion tiroidea aviar indican que los
mecanismos de sintesis y liberacion de hormonas por las tiroides de las aves (Figura. 3) son
esencialmente equivalentes a los de los mamiferos (McNabb, 1992). EI yoduro (I ) se transporta
activamente a las células foliculares tiroideas a través del transportador de yodo de sodio en
la membrana basolateral de la célula. El yoduro luego se oxida en vesiculas en la membrana celular
apical en un proceso catalizado por la peroxidasa tiroidea. Luego se difunde en el coloide y se une
covalentemente a algunos de los residuos de tirosilo de la tiroglobulina. Esto forma MIT y DIT. La
peroxidasa tiroidea luego cataliza el "acoplamiento™ de estos residuos para formar T4 a partir de
dos residuos DIT y T3 a partir de un residuo MIT y uno DIT.

Cuando se estimula la tiroides para producir T3 y T4, las gotitas coloides que contienen
tiroglobulina se reabsorben mediante pinocitosis en las células foliculares. Estas gotitas luego se
fusionan con los lisosomas y la tiroglobulina se hidroliza para formar T4 y T3. Estas hormonas se

liberan en el liquido extracelular y luego en la circulacién (Summers y Mcnab, 2017).

D—D @—cn,—cn COOH
D“V ¥1

D—Q— @—cm—cu COOM QO—Q—CW—CH cooH
D3, R A D2
T,
Q Q—cu,—cu COOH

Figura. 2. Las hormonas tiroideas y sus vias de desyodacidn conducen a la activacion e inactivacion
dela hormona tiroidea. Tg, 3,5,3", 5'-tetraiodotironina o tiroxina; Ts, 3,5,3"-
triyodotironina; D1, deiodinasa tipo 1; D2, deiodinasa tipo 2; D3, deiodinasa tipo 3;IRD,
desyodacion del anillo interno; ORD, desyodacién del anillo exterior; rTs, 3,3, 5'-
triyodotironina; Tz, 3,3'-diyodotironina. (McNabb y Darras, 2015).
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CELULA EPITELIAL FOLICULAR DE LA TIROIDES LUMEN FOLICULAR
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Figura. 3. Sintesis de hormonas tiroideas. Adaptado de Summers y
Mcnab, (2017).

En aves adultas con una ingesta adecuada de yoduro, el contenido de hormona tiroidea consiste
principalmente en T4, con cantidades menores o indetectables de T3. Cuando el yoduro es
limitante, la relacién T3:T4aumenta y las reservas hormonales totales disminuyen. La tasa de
secrecion de las hormonas tiroideas (TSR), medidas por un nimero de métodos, estan en el
intervalo de 1-3 g T4 /100 g de peso corporal por dia en pollos. Las temperaturas frias aumentan el
TSR, mientras que la deficiencia de yoduro y el envejecimiento tienden a disminuir el TSR
(Wentworth y Ringer, 1986). Como en otros vertebrados, la mayor parte del control de la funcion

tiroidea se realiza mediante el eje hipotaldmico-hipofisario-tiroideo.

Las concentraciones de T4 exceden las de T3 en el plasma aviar en varias veces, aunque esta
relacion es mucho mas baja que en la glandula tiroides. Las aves adultas de muchas especies tienen
concentraciones plasmaticas o sericas de T4 en el rango de 5-15ng T4/ ml (6-19 pmol / ml)
y concentraciones de T3 en el rango de 0.5-4 ng T3/ ml (0.7 —1,5 pmol / ml) (McNabb, 2000).
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Los patrones diurnos de las hormonas tiroideas plasmaticas se demuestran facilmente en las
aves. La T4 en plasma se eleva y alcanza su punto maximo durante el periodo oscuro, y la T3
incrementa y es mas alta durante el periodo de luz, lo que refleja el momento de la mayor
conversion extratiroidea de T4 a T3 durante la luz. Los patrones de ingesta de alimentos son un
factor clave que influye en la produccién y degradacion periférica de T3y en los patrones de las
hormonas tiroideas plasmaticas. La temperatura también puede ser importante; las temperaturas
frias aumentan y las temperaturas calidas deprimen la concentracion plasmatica de T3 dentro de
estos patrones diurnos. En general, los efectos de la temperatura sobre la T4 plasmatica son
opuestos a los de T3, aunque los efectos de T4 son mas complejos (Sharp y Klandorf, 1985;
Cogburn y Freeman, 1987; Decuypere y Kiihn, 1988).

2.2.2 Activacion y degradacion.

Una vez secretadas por la glandula tiroides, las hormonas tiroideas pueden metabolizarse en los
tejidos periféricos por diferentes vias. La desaminacion oxidativa y la descarboxilacion de
la cadena lateral de alanina, asi como la escision del enlace de éter, conducen a una degradacién
irreversible de las hormonas. La sulfatacion y la glucuronidacion del grupo hidroxilo fenolico son
procesos reversibles que facilitan la solubilidad hormonal y la posterior excrecion. Sin embargo, la
via méas importante es la desyodacion que consiste en la eliminacion de un sélo yodo del anillo
externo fendlico (5'D u ORD) o del tirosilo o anillo interno (5D o IRD) (Figura. 2), procesos
catalizados por enzimas llamadas yodotironina deiodinasas. Dado que las glandulas tiroides
aviares secretan predominantemente T4, la mayor parte de la T3 presente en la circulacion y los
tejidos periféricos se deriva de la ORD extratiroidea de T4 (Darras et al., 2006).

Todas las deiodinasas aviares son selenoproteinas con una selenocisteinaen su sitio
catalitico. Por lo tanto, dependen de la presencia de un elemento de secuencia de insercion de
selenocisteina (SECIS) en la region no traducida 3' de su ARNm para permitir la incorporacién de
selenocisteina (Bianco et al., 2002). La enzima D1 es una enzima no selectiva que cataliza tanto
ORD como IRD. Por el contrario, D2 solo cataliza ORD, mientras que D3 solo lo hace con IRD y

es una enzima puramente inactivadora (Figura. 2). D1 se expresa altamente en el higado, rifion e
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intestino delgado aviar y contribuye a la produccion periférica de T3y la degradacién de rT3. D2
se expresa predominantemente en el cerebro, donde es importante en la conversion local de T4 (que
ha entrado en el cerebro) a T3. D3 se encuentra en cantidades variables en casi todos los tejidos de
pollo y se cree que protege a las células de la sobreexposicién a T3 en situaciones especificas, tales
como el desarrollo temprano, la enfermedad y el hambre (Darras et al., 2006).

Las deiodinasas desempefian papeles importantes en el patrén de las hormonas tiroideas
circulantes durante el periodo peri-eclosion. La expresion de D3 es particularmente alta en el
higado de pollo embrionario. El fuerte descenso de la actividad de D3 hepatica en los ultimos dias
antes de la eclosion es el factor importante que contribuye al pico peri-eclosion de T3
circulante (Galton y Hiebert, 1987; Darras et al., 1992). A nivel del cerebro, el aumento en
el contenido de T3 alrededor de la eclosion es facilitado por la conversion local mejorada de T4 a
T3 por D2 (Darras et al., 2009).

2.2.3 Eje hipotalamo-hipofisiario-tiroideo.

La glandula tiroides aviar se encuentra principalmente bajo el control del eje hipotalamico-
hipofisario. El hipotdlamo aviar produce diversas hormonas, entre ellas la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) y la hormona liberadora de corticotropina (CRH) que tienen efectos estimulantes
y somatostatina que tiene efectos inhibitorios sobre los tirotrofos en la hip6fisis anterior. También
se produce la hormona estimulante de la tiroides (TSH, o tirotropina), que es el
principal controlador de la produccion y liberacién de hormonas tiroideas por la glandula
tiroides. Las hormonas tiroideas a su vez ejercen una retroalimentacion negativa sobre la hipofisis
y el hipotalamo.

Histoéricamente, el control del eje aviar hipotalamo-hipofisis-tiroides, basado en investigaciones
de pollos, parecia ser muy similar al de los mamiferos (Decuypere y Kiihn, 1988). La estructura de
TRH, un tripéptido, es idéntica en todos los vertebrados, y muchos estudios han demostrado que la
TRH exdgena podria estimular la liberacion de TSH de la pituitaria de pollo. Més recientemente,
los estudios en aves, anfibios, reptiles y peces han demostrado que la CRH, en lugar de la TRH, es
a menudo el estimulador hipotalamico mas importante de la TSH hipofisaria en vertebrados no

mamiferos. El papel mas importante de la TRH para influir en la funcion tiroidea en las aves parece
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ser a través de su hormona de crecimiento (GH) accidn liberadora que se traduce en aumentos de
T3 circulante a través de la inhibicion de la hormona del crecimiento y la degradacion de T3 por
medio de la deiodinasa tipo 3 (De Groef et al, 2006).

La estructura de la TSH, que es una glucoproteina, difiere en su cadena B en diferentes clases de
vertebrados, pero varias TSH heterologas estimulan la funcion tiroidea en las aves. La falta de
anticuerpos especificos para la TSH aviar significé que gran parte de la comprension previa del
desarrollo del control de la TSH se baso en estudios que utilizaron anticuerpos contra las TSH
heterologas. Durante el desarrollo, el establecimiento del control del eje hipotalamo-hipofisis-
tiroides sobre la glandula tiroides ocurre aproximadamente a mediados de la incubacion (dias
embrionarios 10.5-11.5) en pollos. La eliminacion de la pituitaria por decapitacion del embrion en
el dia 9.5 no altera la T4 plasmatica hasta el dia 11.5, pero impide el incremento de T4 plasmaética
que se produce despues del dia 11.5. Estos hallazgos sugieren que se produce suficiente TSH para
establecer el control del eje de la tiroides en el dia 11.5, pero que el desarrollo previo de la glandula
tiroides debe ser autbnomo (Thommes et al., 1988). La identificacion de la presencia de péptido
TSHP y ARNm en esta misma etapa en el desarrollo embrionario ha proporcionado una

confirmacion altamente especifica de estos hallazgos (Ellestad et al., 2011).

2.2.4 Efectos de las hormonas tiroideas.

2.2.4.1 Efectos de las hormonas tiroideas en el desarrollo.

Las hormonas tiroideas influyen en ambos aspectos del desarrollo aviar (crecimiento y
diferenciacion-maduracion). El crecimiento (el aumento de la masa) implica principalmente la
proliferacion celular (hiperplasia), pero también puede ser el resultado del aumento del tamafio
celular (hipertrofia). En general, las hormonas tiroideas parecen actuar permisiva o indirectamente,
en concierto con otras sustancias de control, en la estimulacion del crecimiento de las aves
(McNabb y King, 1993). La principal estimulacion hormonal directa del crecimiento corporal se
debe a factores de crecimiento circulantes (como el factor de crecimiento similar a la insulina-

1(IGF1)) que estan principalmente bajo el control de la GH de la hipdfisis.
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La necesidad de hormonas tiroideas para el crecimiento normal de las aves ha sido demostrada
por el crecimiento reducido, asociado con el hipotiroidismo, que resulta de la tiroidectomia o
la administracion de bocidgeno. Sin embargo, dentro del rango fisioldgico de las concentraciones
circulantes de la hormona tiroidea, hay poca evidencia consistente de la estimulacion de la hormona
tiroidea del crecimiento general del cuerpo. En los extremos hipertiroideos, el crecimiento esta
deprimido debido a las altas tasas metabdlicas y un cambio hacia el catabolismo (McNabb y King,
1993; McNabb, 2000).

Las hormonas tiroideas son importantes para desencadenar procesos de diferenciacion vy
maduracion en muchos tejidos. En el pollo, el receptor TRa se expresa en el neuroectodermo desde
el inicio del desarrollo, y la expresion del receptor aumenta durante la neurulacion (Flamant y
Samarut, 1998). Las hormonas tiroideas estan presentes en el cerebro embrionario temprano, y los
transportadores, las desiodinasas y los TR muestran un patrén de expresion dinamico y especifico
de la region a lo largo del desarrollo embrionario (Forrest et al., 1991; Darras et al., 2009; Van
Herck et al., 2012). Las hormonas tiroideas son necesarias para el desarrollo de una arquitectura
cerebral normal y conexiones neuronales criticas para la funcion de las redes de sefializacion, como
se muestra, por ejemplo, en el cerebelo de pollo (Bouvet et al., 1987; Verhoelst et al.,
2004). Estimulan la maduracion de los fotorreceptores en la retina de pollo (Fischer et al., 2011) y
probablemente estan involucrados en el desarrollo del oido interno (Geysens et al., 2012). Las
hormonas tiroideas también son esenciales para el aprendizaje temprano, ya que determinan el
inicio del periodo sensible para la impresion filial y pueden preparar el cerebro para un aprendizaje
posterior (Yamaguchi et al., 2012).

En varios tejidos, la estimulacion de la diferenciacion-maduracion por las hormonas tiroideas
implica la interaccion con otras hormonas. En el intestino embrionario de pollo, las hormonas
tiroideas por si solas pueden estimular la diferenciacion celular e inducir enzimas digestivas, pero
la combinacion con glucocorticoides es necesaria para la maduracién del transporte intestinal de
glucosa (McNabb et al., 2006). La diferenciacion y el crecimiento del musculo esquelético
requieren GH y hormonas tiroideas. La GH sola parece ser suficiente para aumentar el peso
muscular en pollos hipotiroideos, pero se necesitan ambas hormonas para revertir el efecto sobre

la miosina. La aparicién de isoformas de miosina especificas criticas para la maduracion funcional
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durante el desarrollo embrionario tardio también es modulado por T3. Las hormonas tiroideas
también interacttan con IGF1 (p.e, en el desarrollo esquelético). Los estudios in vitro de cartilagos
pélvicos de embriones de pollo tempranos han demostrado que las hormonas tiroideas provocan la
diferenciacion-maduracion del cartilago al estimular la produccion de matriz y la osificacion. En
este caso, T3 estimula la hipertrofia de los condrocitos, pero no influye en la proliferacion celular,
que solo se estimula en presencia de IGF1 (McNabb y King, 1993; McNabb et al., 2006).

2.2.4.2 Efectos sobre el metabolismo y la termorregulacion.

Las hormonas tiroideas controlan esa parte de la produccién metabolica de calor endotérmico,
que mantiene la temperatura corporal constante en aves y mamiferos homeotérmicos, asi como
también cambios adaptativos adicionales en la produccion de calor estacional (Danforth y Burger,
1984). La mayor produccion de calor endotérmico en aves y mamiferos homeotérmicos, en
comparacion con los vertebrados ectotérmicos inferiores, implica el desacoplamiento del
metabolismo  aer6bico de la  produccion de  energia como  adenosin
trifosfato (ATP). Histéricamente, los efectos metabdlicos estimulados por la hormona tiroidea han
sido bien documentados en aves, con hormonas tiroideas exdgenas estimulantes y la tiroidectomia
o la administracion de bociégenos como depresores del consumo de oxigeno (Wentworth y Ringer,
1986). Las alteraciones en las hormonas tiroideas también pueden influir en el suministro de
energia metabolica de otras maneras (p.e, los aumentos en las hormonas tiroideas facilitan el
almacenamiento de glucdgeno en el higado, y la disminucién hormonal conduce al agotamiento
del glucdgeno y a la disminucién de la glucosa en plasma).

Existen diferencias fundamentales en la regulacién de la produccion de calor endotérmico en
mamiferos y aves. En los mamiferos, el tejido adiposo marrén (BAT), que esta especializado en la
produccién de calor, juega un papel clave en la termogénesis, pero las aves no tienen BAT, por lo
que esta termogénesis debe ocurrir en otros tejidos. En todas las endotermas, existe un
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones mitocondriales de la produccion de ATP,
un fendmeno facilitado por las proteinas portadoras de aniones en las membranas mitocondriales
internas. La evidencia actual sugiere que, en los mamiferos, la proteina de desacoplamiento 1

(UCP1) es mas importante, pero que en las aves la proteina de desacoplamiento clave es el
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trinucledtido de adenina translocasa (Walter y Seebacher, 2009), aunque la proteina de
desacoplamiento aviar puede desempefiar un papel a través de interacciones que involucran el
sistema 3 adrenérgico (Joubert et al., 2010). Tanto T4 como T3 pueden desemperfiar papeles en la
produccién de calor endotérmico, y estas respuestas pueden ser no gendmicas que involucran a
T4 0 T3, o gendmicas que resultan principalmente de la unién de T3 a TR nucleares. La mayor
parte de lo que se sabe sobre los efectos no gendmicos en la termogénesis se basa en el trabajo en
mamiferos, aunque hay algunos estudios en embriones de pollo (Scapin et al., 2009).

El momento del desarrollo de la tiroides y el control del eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroides parece
ser critico para el desarrollo de la termorregulacion. La maduracion del eje Hipotalamo-Hipofisis-
Tiroides ocurre durante la vida embrionaria tardia, en donde se exhiben respuestas endotérmicas al
enfriamiento durante el periodo peri-eclosion y donde se obtiene la capacidad de mantener
temperaturas corporales constantes (homeotermia) como pollitos (McNabb et al., 1998). Los
embriones de pollo pueden exhibir algunas respuestas endotérmicas tardias en la incubacion. En
el periodo peri-eclosion es el inicio de la respiracion pulmonar, la maduracion de las partes del
cuerpo involucradas en la ruptura del cascardn, la retraccion del saco vitelino y las demandas
metabolicas de las actividades de eclosion. Las hormonas tiroideas son necesarias para la
maduracion de los pulmones y la produccién de tensioactivos en el inicio de la respiracion
pulmonar, y para una serie de aspectos de la maduracion funcional muscular (es decir, acciones
genodmicas de las hormonas tiroideas). Es en este momento que las aves muestran aumentos
dramaticos en las hormonas tiroideas. Esto argumenta que el pico precocial de hormonas en la
circulacion estd relacionado principalmente con el inicio de respuestas endotérmicas al
enfriamiento (es decir, principalmente acciones no genémicas) que aparecen en el periodo peri-
eclosion. También sugiere que los otros eventos de maduracion estimulados por las hormonas
tiroideas durante el periodo peri-eclosion implican acciones especificas de tejidos y 6rganos, pero
no requieren altas concentraciones circulantes de hormona tiroidea. Los roles exactos del eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroides y sus interacciones con el eje hipotalamico-hipofisario-
adrenocortical aun no se han aclarado (Debonne et al., 2008).
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2.2.5 Influencias ambientales sobre la funcién tiroidea.

Los cambios en la temperatura y la disponibilidad de alimentos parecen ser los factores
ambientales naturales que tienen la mayor influencia en la funcion tiroidea. El enfriamiento
ambiental puede actuar a través del eje Hipotdlamo-Hipofisis-Tiroides para aumentar la liberacion
de hormona tiroidea, lo cual puede alterar las vias de desyodacion de la hormona tiroidea periférica
y aumentar la renovacion de la hormona (Wentworth y Ringer, 1986). En general, estos cambios
proporcionan una mayor disponibilidad de hormona tiroidea en asociacion con los aumentos
metabolicos necesarios para la homeotermia a temperaturas ambiente frias. Las concentraciones de
T4 plasmatica a menudo cambian relativamente poco (proporcionalmente es menor que
los cambios de T3) con exposicion prolongada al frio, lo que sugiere que la respuesta del eje
Hipotalamo-Hipofisis-Tiroides es menos importante que los cambios en las vias
de desyodacion (Rudas y Pethes, 1984). En general, las temperaturas calientes tienen el efecto
contrario (es decir, deprimen la funcion tiroidea) (Sharp y Klandorf, 1985). Sin embargo, los
matices de los efectos gendmicos y no genomicos sobre el metabolismo y los roles relativos de
T4 y T3 en la estimulacion metabdlica no se han investigado completamente en las aves.

Al igual que el cambio de temperatura, la disponibilidad de alimentos altera el estado de la
tiroides. Tanto la alimentacion programada como lainanicion causan disminucién en
las concentraciones circulantes de T3, aunque los efectos sobre T4 son mas variables (Darras et al.,
1995). Hay algunas diferencias en los detalles de los efectos de la tiroides y las causas relativas de
esos efectos (funcion del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroides versus cambios en la desyodacion)
con el hambre versus la alimentacion programada y en diferentes clases de vertebrados. En las
aves, tanto la inanicién como la alimentacion programada sostenida de alimentos conducen a una
disminucion de T3circulante y a un aumento de T4. La causa principal de la disminucion de la
circulacion de T3 es porgue incrementa la degradacion de T3 por D3 IRD, sin cambios en
la conversion de T4a T3 por D1 (Darras et al.,, 1995). La alimentacion, al aumentar la
T3 circulante, parece ser uno de los factores clave que juegan un papel en los patrones diurnos de
las concentraciones plasmaticas de la hormona tiroidea. Del mismo modo, puede ser un factor

importante en algunos cambios inducidos por la temperatura en la hormona tiroidea; por ejemplo,
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la disminucién de las concentraciones plasmaticas de T3 en pollos expuestos a temperatura de 40 °©
C puede deberse en gran medida a la disminucion del consumo de alimentos a altas temperaturas
(Williamson et al., 1985).

2.2.6 Hormonas tiroideas y SA.

Como se menciond en las secciones anteriores, la funcién tiroidea es un mecanismo regulador
importante de la tasa metabodlica, es posible hipotetizar que la seleccidén temprana para mejorar la
CA podria resultar en hipotiroidismo funcional, ya sea por disminucion de la produccion de la
hormona tiroidea o cambio en el metabolismo periférico de la T4. Buys et al. (1993)
proporcionaron la primera evidencia de que la susceptibilidad a SA esta relacionada con el
metabolismo de la hormona tiroidea. Ademas, los trastornos metabdlicos como el hipotiroidismo
causan sindrome de hidropericardio, y el hipertiroidismo funcional inducido artificialmente
mediante la suplementacion de T3 en la dieta resulta en mayor mortalidad por SA (Decuypere et
al., 1994; Luger et al., 2002). Se cree que las aves susceptibles a SA son limitadas en su produccion
de T4 (Scheele et al., 1991, 1992). La actividad insuficiente de la hormona tiroidea para regular el
metabolismo, se relaciona con el fondo genético, por lo tanto, sera especialmente evidente en bajas
temperaturas ambientales (Scheele et al., 1992; Ozkan et al., 2006). Buys et al. (1999) y
Hassanzadeh et al. (2010) indicaron que el hipotiroidismo observado en lineas de pollos que
combinan una favorable CA y un rapido crecimiento juega una parte importante en la reduccion
del consumo de oxigeno que conduce a anoxia, falla cardiaca y SA. Existe ademas una relacion
entre las hormonas tiroideas y los parametros anatdmicos. Malan et al. (2003) demostraron que una
deficiencia de la hormona tiroidea podria afectar el desarrollo pulmonar y puede aumentar el riesgo
de SA en pollos de rapido crecimiento. Lo anterior ha sido confirmado por Hassanzadeh et al.
(2004, 2005b, 2008) quienes documentaron una correlacion directa entre el desarrollo del corazén
y los pulmones post-eclosion con la actividad embrionaria de la hormona tiroidea. Estos datos
mostraron, que los pollos post-eclosionados tuvieron menor peso del corazén y los pulmones en
relacion con el tamafio de su cuerpo cuando los niveles plasmaticos de hormona tiroidea se

observaron mas bajos durante el desarrollo embrionario. En consecuencia, estas aves con menor
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capacidad pulmonar tenian una mayor susceptibilidad a SA cuando se exponen a bajas
temperaturas e hipoxia cronica generada por elevada altitud (Hassanzadeh et al., 2008). Luger et
al. (2001) y Ozkan et al. (2006) encontraron una marcada depresion de las hormonas T3y T4 en
pollos que fueron que presentaban SA. Se sabe que el estado de enfermedad provoca cambios
significativos en el metabolismo de la hormona tiroidea. Estos cambios se conocen colectivamente
como sindrome de enfermedad no tiroidea (NTIS), que se caracteriza por una T3 sérica baja y, en
casos graves, también una T4 sérica deprimida sin el aumento esperado de TSH. Los cambios
observados durante el NTIS difieren entre la fase aguda y cronica de la enfermedad. La fase aguda
se caracteriza por una rapida disminucion de la T3 circulante. Esto se debe a una disminucion en las
proteinas de union de las hormonas tiroideas y la actividad de union, junto con una mayor
transformacion de hormona tiroidea que se debe en parte a cambios en laactividad de
las desyodasas (Van der Spek et al., 2017). Durante el proceso de enfermedad existe una
disminucion de T3 sérica y un aumento de rT3 debido a una desyodacion alterada de T4 (Maiden
y Torpy, 2019). La funcion de D1 en el higado disminuye y contribuye principalmente a la
eliminacidn deteriorada de rT3. La expresion y actividad reducida de D2 provoca la disminucion
de T3 y aumento de rT3. La actividad de D3 no se detecta normalmente en tejido sano, pero
aumenta significativamente y explica la inactivacion de T3 (y conversion de T4 a rT3). Los
cambios en las vias de desyodacion ocurren rapidamente durante el proceso de la enfermedad y se
manifiesta mucho antes de la alteracion de otros componentes del eje tiroideo (Maiden y Torpy,
2019). En la fase crénica de la enfermedad, se ha observado una disminucion de la T4 sérica, TSH
sérica baja por una pérdida de pulsatilidad en lasecrecion de TSHy una disminucion de
la expresion de TRH hipotaldmica en individuos criticamente enfermos, lo que indica una

regulacion a la baja del eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroide (Van der Spek et al., 2017).
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2.3 ESTRES OXIDATIVO Y DANO OXIDATIVO.

2.3.1 Definicion.

El estrés oxidativo es una alteracion en el balance oxidante-antioxidante a favor de los primeros.
El dafio oxidativo por su parte, es el dafio biomelocular causado por el ataque de los radicales libres
sobre los constituyentes de los organismos vivos (Halliwell y Gutteridge, 2015). Surai et al. (2019)
mencionan que existen dos términos introducidos en el concepto de estrés oxidativo “custres
oxidativo”, que se refiere al estrés oxidativo fisiologico de bajo nivel, y “distres oxidativo”, que se

refiere al estrés oxidativo de alto nivel.

2.3.2 Radicales libres (RL).

Los radicales libres, son moléculas que contienen uno o mas electrones no apareados y son
capaces de existir de forma independiente (Ryter y Choi, 2013). La mayoria de los RL son
derivados del oxigeno (especies reactivas de oxigeno) o ROS y derivados del nitrégeno (especies
reactivas de nitrogeno) o RON (Estévez, 2015).

En general, el antagonismo de los RL a las enzimas y antioxidantes en el cuerpo en estados
fisioldgicos puede mantener el equilibrio de la produccion y eliminacion de ROS. En cuanto al
mecanismo de reaccion en el estrés oxidativo, cualquier oxidante puede inducirla en un ambiente
excesivo. ROS es el oxidante mas importante para iniciar la reaccion de estrés oxidativo. Por lo
que, una sobreproduccion de ROS socava el equilibrio oxidacién-antioxidante y desencadena la
respuesta que puede conducir a una reaccion inflamatoria y dafio tisular (Wang y Dong, 2018). Las
ROS se forman donde hay enfermedades y dafio celular y se producen especialmente en grandes
cantidades durante un proceso infeccioso (Mandelker, 2011). Incluso se producen en condiciones
normales desde las mitocondrias, las cuales producen energia en forma de ATP, a través de un
proceso de multiples pasos que acopla la fosforilacion oxidativa y el flujo de electrones mediante
la cadena transportadora de electrones. Este proceso involucra cinco complejos proteicos
(complejos I — IV de la cadena respiratoria y el complejo ATP-sintasa), dos transbordadores
(coenzima Q y citocromo C) y una serie de reacciones redox por medio de las cuales se transfieren

electrones a lo largo de los complejos de la cadena respiratoria hasta el complejo 1V, donde el
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oxigeno molecular se reduce a agua. Ademas, el flujo de electrones a lo largo de los complejos
induce la liberacion de protones en el espacio intermembranal de la mitocondria, con la generacion
posterior de un gradiente electroquimico que impulsa la sintesis de ATP a nivel del complejo ATP-
sintasa (complejo V). Se ha estimado que generalmente 1-2% del O total se reduce parcialmente
a Oz El anion superoxido se produce esencialmente en las mitocondrias a nivel del complejo | 'y
I11, y su produccion esté relacionada con la fuga de electrones de la cadena transportadora de
electrones que causa la reduccion parcial de oxigeno molecular a Oz en lugar de agua. Las ROS
mitocondriales también pueden afectar directamente la funcionalidad de los complejos de la cadena
transportadora de electrones al oxidar sus centros de hierro y azufre, lo que exacerba la produccion
de ROS (Incalza et al., 2018).

Por lo tanto, incluso en animales sanos, hasta el 25% del oxigeno que respiran forma RL. Sin
embargo, en animales enfermos, hasta el 75% del oxigeno puede formarlos. Los electrones libres
producidos bajo el metabolismo aerdbico normal de las células son facilmente aceptados por el
oxigeno para producir ROS, tal como oxigeno singlete, superoxido (O27), radical hidroxilo (HO")
y peroxido de hidrégeno (H20.) (Winterbourn y Hampton, 2008). Los estudios han evaluado las
principales fuentes de ROS en varias lineas celulares en condiciones hipdxicas y concluyeron que
la fuente predominante de ROS en el sistema cardiovascular es el complejo
enzimatico nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (NOX), que prevalece
sobre otros sistemas generadores de ROS, como las mitocondrias y la xantina oxidasa (Higtgen et
al.,, 2006; Yu et al., 2016). Las NADPH oxidasas comprenden una compleja familia
multicomponente de proteinas transmembrana y citosélicas que usan NADPH como donante de
electrones para reducir el oxigeno molecular al anion superdxido y a peroxido de hidrégeno.

NADPH oxidasa se conocia anteriormente como gp91phox y se describié por primera vez en
leucocitos (Hancock et al., 2011); sin embargo, es importante destacar que los estudios posteriores
caracterizaron a siete miembros de la familia de NOX (NOX1 a 5 y oxidasas dobles 1 y 2) con
diversas distribuciones entre tejidos y drganos especificos (Bache et al., 2014), desde entonces,
estos miembros de la familia NOX se han descrito en células no fagociticas, incluidas neuronas,
musculo esquelético, miocitos, hepatocitos, células endoteliales, células hematopoyéticas, células

madre y cardiomiocitos (Yu et al., 2016) por ejemplo, estudios previos encontraron que los
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cardiomiocitos de rata estimulados con angiotensina Il (Ang Il) activaron directamente el complejo
NADPH oxidasa, especificamente la isoforma NOX2. Este complejo NOX2 puede activarse en
organismos sanos por varios factores, incluido un agonista del receptor de proteina G y endotelina-
1 (ET-1), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y estrés mecanico por rozamiento del
flujo sanguineo. Sin embargo, la activacion patoldgica de NOX2 (p. e, citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa) puede dar lugar a la generacion de concentraciones mucho mas altas de ROS
que parecen contribuir a estados patologicos, como disfuncion endotelial, hipertrofia miocéardica,
fibrosis, insuficiencia cardiaca, inflamacion, aterosclerosis, enfermedad arterial coronaria,
accidente cerebrovascular y fibrosis renal y pulmonar (Bache et al., 2014). Los estudios del sistema
vascular han demostrado que la isoforma predominante del complejo NADPH es NOX4 (Siques et
al., 2014; Barman et al., 2014), y las investigaciones previas revelaron que NOX4 esta involucrado
en la deteccion de oxigeno, control vasomotor, angiogénesis, fibrosis, proliferacion celular,
diferenciacion, migracion, apoptosis y senescencia. Se ha informado una expresion elevada de
NOX4 en una serie de enfermedades cardiovasculares, incluidas la aterosclerosis, la fibrosis
pulmonar, la insuficiencia cardiaca y el accidente cerebrovascular isquémico (Chen et al., 2012).
Sin embargo, se ha documentado que el analisis del ARNm total de pulmén o via aérea reveld la
presencia de una cantidad sustancial de NOX isoforma 2 (NOX2), doble oxidasa (DUOX) 1y
DUOX2, y bajas cantidades de NOX1 y NOX4 (Lasségue y Griendling, 2010). Ademas, en el
pulmon, la expresion de NOX se origina principalmente de macrdfagos pulmonares reclutados
(NOX2), aunque otras isoenzimas NOX / DUOX se expresan principalmente en células no
fagociticas dentro del pulmdn como el epitelio de las vias respiratorias, las células endoteliales

pulmonares, los fibroblastos y las células musculares lisas. (Lasségue y Griendling, 2010).

Bajo estrés oxidativo, los altos niveles de ROS producen cambios en la célula a través de los
siguientes mecanismos: (1) activando proteinas quinasas sensibles a redox, como JAK (Janus
quinasa), PKC (Proteina quinasa), PI3K (fosfatidilinositol-3-quinasa) y PDK (quinasa dependiente
de 3-fosfoinositida). (2) activar a los miembros de la familia de la proteina quinasa activada por
mitogeno (MAPK), como Akt (serina/treonina proteina quinasa), JNKs (c-Jun quinasa N-terminal),

Erk1/2 (quinasa regulada por sefial extracelular) y p38, que estan involucrados en la angiogénesis
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y la proliferacion, diferenciacion, migracion, crecimiento, motilidad, supervivencia y apoptosis de
la angiogénesis. (3) alterar la actividad de los factores de transcripcion sensibles a redox, como
AP-1 (proteina activadora 1), NF-kB (factor de necrosis- kB), HIF-1a (Factor inducible por hipoxia
la) y STAT (senal transductor y activador de la transcripcion). (4) inhibir la proteina tirosina
fosfatasa (PTP), que produce altos niveles de proteinas fosforiladas. (5) produciendo un aumento
en la concentracion de calcio intracelular (Ca 2+). (6) produciendo efectos directos sobre las
estructuras celulares, como enzimas, receptores y canales idnicos, o generando efectos indirectos
sobre estas estructuras a través de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), que son altamente
susceptibles a ROS, de modo que la descomposicion oxidativa de los n-3 PUFA pueden
comprometer la dinamica de la matriz lipidica de la membrana y, por lo tanto, la estructura y
funcién de las proteinas asociadas a la membrana, como las enzimas, los receptores y los
transportadores; y (7) estimular la actividad y la expresion de moléculas proinflamatorias y pro-
oncogenes (Siques et al., 2018). No obstante, la investigacion actual sugiere que ROS vy sus
productos de reaccion pueden mediar la sefializacion celular como intermediarios, participando asi
en respuestas moleculares adaptativas o desadaptativas, que incluyen crecimiento celular,
diferenciacion, apoptosis y necrosis (Saugstad, 2010; Incalza et al., 2018). Ademas, ROS estimula
los factores de crecimiento de las células vivas y elimina las proteinas disfuncionales a través de
la oxidacion, desempefiando un papel vital en el mantenimiento de las funciones fisiologicas

normales de varios organulos (Zuo et al., 2015).
2.3.3 Especies reactivas de oxigeno (ROS).
2.3.3.1 Superoxido i6n radical (02 /HO?).

Esta especie posee diferentes propiedades dependiendo del medio ambiente y el pH. Debido a su

pKa de 4.8, el superoxido puede existir en forma ya sea de O>~ 0, a pH bajo, en forma de

hidroperoxilo (HO2") (Bieski y Cabelli, 1995; Schafer y Buettner, 2001; Halliwell y Gutteridge,

2015). Este Gltimo, puede penetrar més facilmente las membranas bioldgicas que la forma cargada.
Por lo tanto, el hidroperoxilo puede considerarse una especie importante, aunque bajo un pH
fisioldgico la mayor parte del superdxido esta en su forma cargada.
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En un ambiente hidrofilico tanto el O2”" como el HO2" Pueden actuar como agentes reductores
capaces, por ejemplo, de reducir iones férricos (Fes) a iones ferrosos (Fe2); sin embargo, la
capacidad reductora del HO." es més alto. En disolventes organicos la solubilidad de O~ es méas

alta y su capacidad para actuar como agente reductor se incrementa. También actla como un
poderoso nucledfilo, capaz de atacar centros con carga positiva, y como agente oxidante que puede
reaccionar con compuestos capaz de donar H* (por ejemplo, ascorbato y tocoferol). La reaccién
mas importante de los radicales superdxidos es la dismutacion; en esta reaccion, el radical
superoxido reacciona con otro radical superoxido. Uno se oxida a oxigeno y el otro se reduce a
perdxido de hidrégeno (Bielski et al., 1985).

HO2/ O™+ HO,/ 02'_%H202+02 K~10°M1st

Aunque la tasa constante de ésta reaccion espontanea es baja, puede llegar a ser mucha mas alta

en pH éacido donde el hidroperoxilo se forma radical.

2.3.3.2 Radical Hidroxilo (OH").

La reactividad del radical hidroxilo es extremadamente alta (Von Sonntag, 1987; Bielski y
Cabelli, 1995; Halliwell y Gutteridge, 2015). A diferencia de los radicales superéxido que se
consideran relativamente estables y tienen una reaccion constante, aparentemente con tasas de
reaccion bajas con componentes bioldgicos. Los componentes hidroxilo son especies de corta vida
que poseen alta afinidad hacia otras moléculas. EI OH- es un potente agente oxidante que puede
reaccionar a una tasa alta con la mayoria de las moléculas celulares organicas e inorganicas,
incluyendo ADN, proteinas, lipidos, aminoécidos, azicares y metales. Las 3 reacciones quimicas
principales de los radicales OH- incluye abstraccion de hidrogeno, asi como adicion y transferencia
de electrones (Halliwell y Gutteridge, 2015). EI OH: es considerado el radical mas reactivo en los
sistemas bioldgicos; debido a su alta reactividad, interactta en el sitio de su produccion con las

moléculas que lo rodean de cerca.
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2.3.3.3 Peroxido de hidrogeno (H20>).

El resultado de la dismutacién de los radicales superoxido es la produccién de H2O». Hay algunas
enzimas que pueden producir H20. directa o indirectamente. Aunque las moléculas de H>O; se
consideran metabolitos de oxigeno reactivo, no son radicales por definicion; sin embargo, pueden
causar dafio a la célula a una concentracion relativamente baja (10pM). Se encuentran disueltos
libremente en solucion acuosa y puede penetrar facilmente las membranas bioldgicas. Sus efectos
quimicos nocivos pueden ser divididos en las categorias de actividad directa, procedente de sus
propiedades oxidantes y actividad indirecta en la que sirve como fuente de especies mas nocivas,
como el radical OH o0 HCLO. Las actividades directas de H20- incluyen la degradacion de las
proteinas hemo; liberacidn de hierro; inactivacion de enzimas; y oxidacion ADN, lipidos, grupos
SH y cetoacidos (Halliwell y Gutteridge, 2015).

2.3.4 Sistema antioxidante.

Como primer nivel de defensa contra los oxidantes, la célula esta equipada con una red llamada
sistema antioxidante. Los antioxidantes son capaces de donar electrones a oxidantes, por lo que
apagan su reactividad en condiciones controladas y los hacen inofensivos para las macromoléculas
celulares. Los antioxidantes se convierten en radicales, pero son mucho mas estables y no son
capaces de inducir dafio celular. Los antioxidantes oxidados se reciclan posteriormente a su estado
activo reducido por una serie de procesos celulares eficientes alimentados por la energia del
NADPH. Este reciclaje es la clave del poder de la red antioxidante, que de otro modo se deterioraria
rapidamente. La red antioxidante se puede clasificar en dos grupos principales, los antioxidantes
de bajo peso molecular o sistema antioxidante no enzimético, como la vitamina C, E y Glutation
(GSH) y de alto peso molecular (enziméaticos) como superdéxido dismutasa (SOD), tiorredoxina
(Trx), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px) (Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

2.3.4.1 Vitamina C.
El también llamado &cido ascérbico o ascorbato es una cetolactona con dos grupos hidroxilo
ionizables, tiene dos pKa, pK: es de 4.2 y pKz de 11.6. (Du et al., 2012). El unico producto

de oxidacion de electrones del ascorbato es el radical monodehidroascorbato (MDHA) y este es
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probablemente el determinante clave de su papel biol6gico. Debido a la estabilizacion de
resonancia, el MDHA no reacciona facilmente con el oxigeno u otras moléculas para generar mas
radicales reactivos y, por lo tanto, es muy eficaz como eliminador de radicales. EI ascorbato
reacciona con radicales generados biolégicamente como el superdxido, radicales tocoferoxilo y
radicales alcoxilo / peroxilo con constantes de velocidad >10°M s Por lo tanto, a una
concentracion suficientemente alta, el ascorbato podria complementar la SOD en la eliminacion de
superdxido in vivo y tiene el potencial de regenerar tocoferol a partir de radicales tocoferoxilo in
vivo (Smirnoff, 2018). Para los pollos, la primera linea de defensa contra las especies reactivas de
oxigeno es el acido ascérbico. Estrictamente los pollos de engorda no requieren acido ascorbico de
fuentes dietéticas debido a su capacidad innata para sintetizarlo primordialmente en los rifiones
(Leeson y Summers, 2001) a través del ciclo de la 6-glucoronatexilulosa-xilulosa en presencia de
L-gulonolactona oxidasa (Gan et al., 2018); por lo tanto, su suplementacion en la dieta no se
practica. Sin embargo, ciertas condiciones ambientales o patoldgicas pueden aumentar sus
requisitos mas alla de la capacidad de sintetizarla (Pardue y Thaxton, 1986). Enkvetchakul et al.
(1993) demostraron que los niveles de acido ascorbico en los pulmones y el higado eran bajos en

pollos de engorda con SA alojados en un entorno con poca ventilacion durante 7 semanas.

2.3.4.2 Vitamina E.

Las formas naturales de vitamina E son ocho moléculas lipofilicas, que incluyen a-, B-, y- y d-
tocoferol (oT, BT, yT, 6T) y a-, B-, y- y d-tocotrienol (o«TE, BTE, yTE, 6TE). Todas las formas de
vitamina E tienen un anillo de cromanol y una cadena lateral 16-carbonilo, en la cual los tocoferoles
estan saturados y los tocotrienoles tienen tres enlaces dobles. Las diferentes isoformas de
tocoferoles y tocotrienoles difieren en la posicién 5 o 7 del anillo de cromanol con un grupo H o
CHs. Los tocoferoles naturales tienen la configuracion RRR en las posiciones 2, 4' y 8', y los
tocotrienoles tienen la configuracion R en la posicién 2 (Jiang, 2014).

Todas las formas de vitamina E son potentes antioxidantes, ya que eliminan los radicales peroxilo
lipidicos al donar hidrogeno del grupo fendlico en el anillo de cromanol (Jiang et al., 2001). Por
otro lado, se ha sugerido que los tocotrienoles son mejores que oT en la eliminacion de radicales

peroxilo debido a una distribucién méas uniforme de los tocotrienoles en la bicapa de fosfolipidos
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y una interaccion més efectiva con los radicales peroxilo lipidicos que los tocoferoles en entornos
de membrana (Packer et al., 2001; Wong y Radhakrishnan, 2012).

A diferencia de las capacidades similares de donacion de hidrogeno, las formas naturales de
vitamina E que poseen una posicion 5 no sustituida, como yT, pueden atrapar electrofilos, incluidas
las especies reactivas de nitrogeno, que aumentan durante la inflamacion. Por otra parte, esta
actividad no la posee la vitamina E con un grupo metilo en la posicion 5, como la oT (Jiang et al.,
2001). Como resultado, se muestra que yT es superior a oT en la desintoxicacion de NO2 Yy
peroxinitrito a través de la formacion de 5-nitro-yT (Cooney et al., 1993; Cooney et al., 1995;
Christen et al., 1997; Jiang et al., 2001). Ademéas de los tocoferoles y tocotrienoles, se ha
demostrado que el 13'-hidroxicromanol y el 13’-carboxicromanol de 8T y 6TE tienen potentes
actividades antioxidantes al prevenir la peroxidacién lipidica in vitro. En comparacion con oT,
estos compuestos exhiben una actividad de eliminacién de radicales ligeramente mas
fuerte (Terashima et al., 2002). Fellenberg y Speisky (2006) publicaron una revision detallada de
los antioxidantes en la nutricion de las aves de corral y concluyeron que la suplementacion dietética
con vitamina E en niveles que exceden los requerimientos nutricionales mejoré el sistema de

defensa antioxidante de las aves y disminuyo el estrés oxidativo.

2.3.4.3 Glutation (GSH).

El glutation (L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un tripéptido hidrosoluble formado por los
aminoéacidos acido glutamico, cisteina y glicina (Meister, 1988; Towsend et al., 2003). Dicha
molécula es un antioxidante celular esencial, que estd presente en todos los érganos y tejidos,
especialmente en el higado, donde se encuentran las mayores concentraciones (Kaplowitz et al.,
1985; Meister, 1988; Towsend, 2003). La molécula se encuentra libre y unida a proteinas. La
concentracion total de glutation (GSHt) es la suma de la fraccion de glutation libre y la fraccién de
glutation unida a proteinas. A su vez, la fraccion libre esta integrada por la forma tiol reducida
Ilamada glutation reducido (GSH) y la forma oxidada o disulfuro llamada glutation oxidado
(GSSG). La forma reducida GSH es la forma activa de la molécula, es la mas abundante y se le
encuentra en el interior de las células en concentraciones milimolares en el rango de 0,1 a 10 Mm

(Meister, 1988; Towsend et al., 2003), en tanto que extracelularmente se encuentran niveles
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micromolares de GSH (Pastore et al., 2003). El grupo activo de la molécula esta representado por
el grupo tiol (-SH) del residuo de cisteina.

La funcion antioxidante de la GSH ocurre de la siguiente manera: El peroxido de hidrogeno
formado durante el metabolismo aerdbico es metabolizado formando GSSG. La reaccion ocurre
por la accion de la enzima glutation peroxidasa, tanto en el citosol como en la mitocondria y
también por la enzima catalasa que estd ausente en la mitocondria. EI GSSG formado luego es
reducido para formar nuevamente GSH por accion de la enzima GSH reductasa usando NADPH,
formando asi un ciclo de éxido-reduccion. Los peroxidos organicos (ROOH) pueden ser reducidos
por dos enzimas, la enzima glutation peroxidasa o la enzima GSHS-transferasa. En condiciones de
estrés oxidativo severo, la habilidad de la célula para reducir GSSG a GSH se encuentra superada,
tendiendo entonces a la acumulacion de GSSG. Para evitar un cambio en el equilibrio redox
intracelular, GSSG es activamente transportado fuera de la célula o bien reacciona con los

sulfidrilos de las proteinas para formar disulfuros mixtos (PSSH) (Lu, 2009).

2.3.4.4 Superoxido dismutasa (SOD).

La SOD es la primera enzima de desintoxicacion y el antioxidante mas poderoso en la célula
(Ighodaro y Akinloye, 2018).

Las SOD son metaloproteinas que dismutan el radical superoxido (O2™) en perdxido de hidrégeno
(H202) y oxigeno molecular (O2)) (Mruk et al., 2002).
Segun el cofactor metélico que albergan, los SOD se pueden clasificar en cuatro grupos: SOD de
hierro (FeSOD), SOD de manganeso (MnSOD), SOD de cobre-zinc (CuZnSOD) y SOD de niquel
(NiSOD). MnSOD es el SOD que se encuentra tipicamente en las mitocondrias y también se puede
encontrar en los peroxisomas, y CuZnSOD es generalmente el SOD més abundante y se puede
encontrar en el citosol y en el espacio extracelular. Estas enzimas son, por lo tanto, bastante ubicuas
en los organismos aerdébicos (Abreu y Cabelli, 2010).

El mecanismo general por el cual funcionan los SOD se ha denominado mecanismo de “ping-
pong”, ya que implica la reduccion secuencial y la oxidacion del centro metalico, con la oxidacion

y reduccion concomitantes de radicales superoxido a velocidades controladas por difusion que
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generalmente incluye un rango de pH (aproximadamente 5-9.5) donde la tasa no cambia (Abreu y
Cabelli, 2010). La enzima es indispensable para la salud celular, ya que protege las células del
organismo de los radicales excesivos de oxigeno, los radicales libres y otros agentes nocivos que
promueven la muerte celular. Los niveles de SOD disminuyen con la edad, mientras que aumenta

la formacion de radicales libres (Ighodoro y Akinloye, 2018).

2.3.4.5 Tiorredoxina (Trx).

Entre los sistemas bioldgicos, ciertos aminoacidos proteicos han demostrado ser sensibles al
oxigeno molecular o sus derivados. La histidina, la metionina, la cisteina (Cys), el triptéfano y
la tirosina son particularmente vulnerables a la modificacion oxidativa. La oxidacion de Cys en
proteinas resulto ser de particular importancia ya que el grupo tiol puede pasar por modificaciones
oxidativas reversibles que afectan la estructura y funcién de la proteina. El sistema Trx evoluciono
como un componente redox clave en los tres reinos bioldgicos: funciona en las reacciones de
intercambio disulfuro de ditiol con una variedad de proteinas, controlando asi las principales vias
en diferentes condiciones fisiologicas (Balsera y Buchanan, 2019). Los enlaces disulfuro
de proteinas se reducen al nivel de sulfhidrilo principalmente por el sistema de tiorredoxina, que
esta compuesto por un sustrato reducido, una tiorredoxina reductasa (TR) y tiorredoxina (Trx),
una proteina disulfuro de bajo peso molecular. Tras la transferencia de equivalentes reductores del
sustrato reducido a Trx catalizado por TRs, Trx distribuye el reductor a objetivos seleccionados a
través de un intercambio ditiol-disulfuro que da como resultado la modificacion estructural y
funcional de una proteina objetivo.

Los objetivos del sistema Trx son diversos, pero destaca como sistema antioxidante regenerando
las enzimas antioxidantes tales como 2-Cys peroxirredoxinas y en la reparacion del dafio oxidativo
de reciclaje de enzimas tales como la metionina sulfoxido reductasa. El sistema Trx esta
ampliamente distribuido y probablemente diversificado durante la evolucién, lo que resulta en una
variacion en la naturaleza y de sus componentes entre los organismos y permite la adaptacion a

diversas condiciones ambientales y necesidades funcionales (Balsera y Buchanan, 2019).
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2.3.4.6 Catalasa (CAT).

CAT es una proteina tetramérica de 240 Kkilodaltons (kDa) con cuatro subunidades
similares. CAT es una enzima antioxidante comun presente en casi todos los tejidos vivos que
utilizan oxigeno. La enzima utiliza hierro o manganeso como un cofactor y cataliza la degradacion
o reduccion de H20- en agua y oxigeno molecular, en consecuencia, de completar el proceso de
desintoxicacion imitado por SOD (Marklund, 1984; Chelikani et al., 2004). Es abundante en las
células, donde continuamente busca moléculas de peréxido de hidrogeno. CAT es altamente
eficiente; puede descomponer millones de moléculas de peroxido de hidrogeno en un segundo. La
enzima se encuentra principalmente en los peroxisomas.

La actividad de CAT se lleva a cabo en dos pasos. Una molécula de perdxido de hidrégeno oxida
el hemo a una especie de oxiferrilo. Se genera un radical cation porfirina cuando se elimina un
equivalente de oxidacion del hierro y uno del anillo de porfirina. Una segunda molécula de
peroxido de hidrdégeno actla como un agente reductor para regenerar la enzima en estado de
reposo, produciendo una molécula de oxigeno y agua (Chelikani et al., 2004).

2.3.4.7 Glutation peroxidasa (GSH-PXx).

GSH-Px, es una importante enzima intracelular que desglosa los peroxidos de hidrégeno a
agua; y perdxidos lipidicos a sus correspondientes alcoholes principalmente en las mitocondrias y
a veces, en el citosol. Su actividad depende de un cofactor, el Selenio. Por esta razén, GSH-Px a
menudo se conoce como selenocisteina peroxidasa. La enzima juega un papel crucial en la
inhibicidn del proceso de lipoperoxidacion y, por lo tanto, protege a las células del estrés oxidativo
(Ighodoro y Akinloye, 2018). La familia GSH-Px incluye al menos ocho miembros, y cuatro de
ellos (GSH-Px1, GSH-Px2, GSH-Px3 y GSH-Px4) se encuentran en las aves, sin embrago, la GSH-
Px1 y GSH-Px4 han recibido la mayor atencién (Surai et al., 2018).

Como se menciond anteriormente, GSH-Px es responsable de la desintoxicacion de
hidroperdxidos y perdxido de hidrogeno en las siguientes reacciones:

Estas reacciones emplean el mecanismo de ping-pong, por ejemplo, SeCys en el centro activo de
la enzima se oxida con una formacién de &cido selenénico, que se reduce de nuevo por una reaccién

con dos moléculas de GSH. El &tomo de Se en el sitio catalitico de la enzima experimenta un ciclo
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redox que implica al anion selenolato en su forma activa, lo que reduce H20> y perdxidos organicos
(Mugesh y Singh, 2000). Recientemente, se ha desarrollado un modelo matematico y un esquema
catalitico unificado con la incorporacion del mecanismo de regulacién del pH de GSH-Px, que
confirmd que GSH-Px sigue el mecanismo de ping-pong descrito (Pannala et al., 2014). GSH-Px
se caracteriza por una alta especificidad para GSH como donante de un equivalente reductor
(sustrato) y cataliza la reduccion de una variedad de hidroperdxidos. Es interesante notar que la
tiorredoxina se puede usar, ademas de GSH, como sustrato reductor, y GSH-Px4 puede usar otras
proteinas tioles como equivalentes reductores (Brigelius-Flohé y Maiorino, 2013). Sin embargo, la
actividad de GSH-Px1 esta relacionada s6lo con perdxidos libres y no es capaz de reducir los
hidroperdxidos de acidos grasos esterificados. Por lo tanto, los hidroperdxidos en las membranas
deben ser liberados por otros sistemas enzimaticos (p. e, fosfolipasas) u otro miembro de la familia
GSH-PX, por ejemplo, GSH-Px4 puede tratarlos.

La actividad de GSH-Px depende del estado de Se de los tejidos. De hecho, se ha demostrado
que la suplementacion dietética con Se es efectiva para aumentar el GSH-Px en una variedad de
especies animales, incluyendo los pollos, (Flohé y Brigelius-Flohé, 2016). Cuando se dispone de
Se, el aumento de la actividad de GSH-Px podria proporcionar un mecanismo compensatorio para
lidiar con las condiciones de estrés.

La respuesta mas temprana en la actividad especifica de GSH-Px dependiente de Se ocurre en el
plasma de pollo ocho horas y en el higado 24 horas después de la administracion (Bunk y
Combs, 1980). Es importante destacar que se encontrdé GSH-Px en el proteoma del huevo de gallina
(Mann y Mann, 2008). Se demostrd que la actividad de GSH-Px tiene especificidad de especie y
tejido. Por ejemplo, se comprob6 que GSH-Px en el musculo del miembro posterior del raton era
casi 10 veces mayor que el del mdsculo del pollo (Omaye y Tappel, 1974). Tappel et
al. (1982) realizaron un estudio exhaustivo de GSH-Px en diversos tejidos de diferentes
animales donde las actividades totales de GSH-Px encontradas en el estudio del higado, corazén y
pulmén de pollo fueron 33, 27 y 10 nmol de NADPH oxidada / min / mg de proteina,

respectivamente.
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2.3.5 Estrés oxidativo y elevada altitud.

El estrés oxidativo durante la hipoxia puede sonar paradodjico; sin embargo, la exposicion a
hipoxia hipobarica o a gran altitud conduce a una reduccion de la saturacion de oxigeno arterial
debido a una caida de la presion parcial de oxigeno (POz), desencadenando varios efectos

fisiologicos y/o patoldgicos (Figura 4) (Siques et al., 2018).
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Figura. 4. Efectos fisiopatologicos de la crianza del pollo de engorda a elevada altitud

Adapatado de Kalia et al. [2017]

Cuando se produce una disponibilidad extremadamente baja de oxigeno, como durante la isquemia
0 la exposicidn a una presion de oxigeno muy baja, como una elevada altitud, las células hipdxicas
tienden a generar ATP a través de la glucolisis anaerobia (Miyata et al., 2010), esta reaccion ocurre
mediante la interaccion de dos ADP, que son catalizados por la adenilato quinasa. Este proceso
también genera AMP, que no se puede reciclar, se cataboliza y se forma hipoxantina. En presencia

de proteasas relacionadas con calcio, la xantina deshidrogenasa se puede convertir a xantina
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oxidasa, que utiliza oxigeno molecular en lugar de NAD * como aceptor de electrones, con la
consiguiente produccién de xantina, mas anioén superdxido o H»O». El sistema de xantina
deshidrogenasa / oxidasa es un potente generador de ROS durante las condiciones de hipoxia. No
obstante, en un estudio reciente Bautista-Ortega et al. (2014) descubrieron que las aves sometidas
a hipoxia hipobérica simulada de 3000 msnm de altitud, presentaban una reduccion en la actividad
de xantina oxidasa (XO) en tejido pulmonar, los autores explican que XO juega un doble papel ya
que ademas de producir anién superdxido, también participa en la produccion de acido drico (AU),
que actua como antioxidante natural, por lo tanto, en un intento por equilibrar el estado de estrés
oxidativo producido por las condiciones de hipoxia hipobarica condujo al sistema antioxidante a
agotar la actividad de XO al producir mas AU. La exposicion intermitente a gran altitud tiene
caracteristicas similares a la isquemia (Radak et al., 1994). Por otro lado, el patron cambiante de
ROS vy éxido nitrico es diferente durante la isquemia y la exposicion a gran altitud (Schneider et
al., 2001). A diferencia de la isquemia, los niveles de ROS aumentan durante la hipoxia y asumen
valores pre-hipoxicos al regresar a la normoxia. Por otra parte, la exposicién prolongada a la
elevada altitud resulta en una disminucion de la actividad y contenido de las proteinas de la SOD
mitocondrial en el mdsculo esquelético de ratas (Radak et al., 1994). EI decremento del nivel de
proteina Mn-SOD significé que la exposicion intermitente a gran altitud también afect6 la
transcripcion de las enzimas.

Ademas, se ha reportado una disminucion de la GSHPx hepdtica a elevada altura, lo que sugiere
que el higado podria ser especialmente sensible al estrés oxidativo inducido por la altitud
(Nakanishi et al., 1995). También, la exposicion a gran altitud disminuye el nivel de glutation
reducido (GSH) y aumenta la concentracién de glutation oxidado (llavazhagan et al., 2001; Joanny
et al., 2001). Por lo tanto, parece que la capacidad de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos disminuye a gran altitud.

2.3.6 Mecanismo de defensa celular contra la hipoxia.
La defensa contra la hipoxia depende del factor inducible por hipoxia (HIF) (Semenza, 2003;
Marx, 2004) que activa una gran gama de genes que estimulan la eritrocitosis, angiogénesis,

metabolismo de la glucosa o proliferacion/supervivencia celular para finalmente proteger los
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tejidos hipoxicos. HIF-1a se transcribe constitutivamente y se traduce en cultivos celulares. In
vivo, la hipoxia o la isquemia induce la expresion de ARNm de HIF-a (Wiener et al., 1996; Yu et
al., 1998; Bergeron et al., 1999; Lee et al., 2000; Bosh-Marcé et al., 2007). Su degradacion,
dependiente de la tasa de oxigeno, determina su nivel. En presencia de oxigeno, HIF-a se somete
a hidroxilacion enzimatica por prolilo hidroxilasas (PHDs) (Epstein et al., 2001; Schofield y
Ratcliffe, 2004). HIF hidroxilado es entonces reconocido por la proteina supresora de tumores
Hippel-Lindau (pVHL) (Ivan et al., 2001; Hon et al., 2002) que actia como una ubiquina ligasa
E3y es degradado rapidamente por el proteosoma (Maxwell et al., 1999; Ohh et al., 2000). Durante
la hipoxia, el HIF-1a no hidroxilado escapa a la interaccién con pVHL y entonces se estabiliza.
Después de unirse a HIF-1B principalmente en el nacleo (Eguchi et al., 1997), transactiva los genes
involucrados en la adaptacion al estrés hipdxico-isquémico. Se han identificado tres isoformas de
la subunidad HIF-o (HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a). HIF-1la y HIF-2a son estructural vy
funcionalmente similares. En contraste HIF-3a carece de las estructuras para la transactivacion
presentes en el COOH-terminal de HIF-1la y HIF-2a y puede jugar un rol alternativo como
regulador negativo de la expresion genica inducible por hipoxia (Makino et al., 2002). Estudios
recientes en ratones, utilizando la interrupcion génica de HIF-1a o0 HIF-2a, han divulgado que éste
ultimo acttia como un regulador fisioldgico de la eritropoyetina (Takeda et al., 2008), ademas estas
dos subunidades juegan un papel crucial en la defensa contra el estrés oxidativo (Kojima et al.,
2007; Aragonés et al., 2008). Peng et al. (2013) realizaron un experimento en el que sometieron a
bajas temperaturas a pollos de engorda que fueron divididos en dos grupos: al primero se le asign6
una dieta alta en energia metabolizable (EM) y al otro grupo (control) una concentracion normal
de EM. En este experimento reportan que a los 28 dias de edad la expresion relativa de ARNm de
HIF-1a en el corazon fue elevada en comparacion con el control y los niveles de ARNm de CuZn-
SOD, ARNm de Mn-SOD y ARNm de GSH-Px1 disminuyeron significativamente lo que indica
que las aves estaban sometidas a estrés oxidativo por hipoxia. En otro estudio, Zhang et al. (2013)
desafiaron a un grupo de pollos mediante exceso de inclusién de sal para desencadenar sindrome
ascitico que se sabe esta involucrado con el estrés oxidativo y la hipoxia, en esta investigacion

cuantificaron la expresion de ARNm de HIF-loa en corazones y pulmones de las aves, y
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determinaron que su abundante expresion en el grupo expuesto al exceso de sal respecto al control
era evidencia de que dicho factor esta asociado al SA en pollos de engorda. Por otra parte, Zhang
et al. (2007) reportan que los embriones de pollo de la meseta Qinghai-Tibetana pueden aumentar

la expresion de HIF-1a para adaptarse al entorno hipéxico.

2.3.7 Estrés oxidativo y SA.

El SA es causado por un aumento del flujo sanguineo o una mayor resistencia de éste en el
pulmon (Julian y Wilson, 1986). Durante la hipoxia, varios mecanismos aumentan la produccion
de RL, incluidos el peréxido de lipidos, el peroxido de hidrdgeno y el superéxido. Esto se ve
respaldado por el hecho de que las sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS), como
indicadores de la lipoperoxidacién celular, aumentaron en mas del 100% en el corazon y el higado
de los pollos de engorda afectados por el SA en comparacion con las aves control (Diaz-Cruz et
al., 1996). En un estudio reciente, Bautista-Ortega et al. (2014) reportaron que XO y NOX son
fuentes importantes de H>O> en las proximidades del endotelio de la arteria pulmonar en aves que
experimentaban hipoxemia debido a la altura de 3000 msnm. También encontraron que las aves
con signos clinicos de SA (liquido en cavidad abdominal y una relacion ventriculo derecho:ambos
ventriculos >0.27) mostraron una mayor formacion de peroxinitrito en el endotelio vascular y sus
alrededores que en pollos clinicamente sanos.

El dafio tisular secundario en la hipoxia atrae a los glébulos blancos, que a su vez liberan mas
RL, causando mas estragos (Halliwell y Gutteridge, 1990; Bottje et al., 1995). Enkvetchakul et
al. (1993) observaron infiltracion celular inflamatoria en varios tejidos de pollos con SA. Una
hipdtesis alternativa sobre la causa de la mortalidad en el SA es el dafio del musculo cardiaco
debido a la acumulacién anormal de peroxido de hidrégeno mitocondrial (Maxwell et al.,
1996). Esta hipotesis respalda los hallazgos segun los cuales los cambios en la permeabilidad de la
membrana sarcolemal, debido a la lipoperoxidacion, condujeron a la acumulacion de calcio en las
mitocondrias (Shen y Jennings, 1972), en los pollos con SA, habia evidencia ultraestructural de
una sobrecarga de calcio en las mitocondrias de sus cardiomiocitos (Maxwell et al., 1993). Por lo

tanto, la lipoperoxidacion puede desarrollarse durante el SA porque el estado antioxidante de las
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aves se ve comprometido (Enkvetchakul et al., 1993). Estos cambios pueden contribuir a la entrada
de calcio y modificaciones en la permeabilidad de las membranas mitocondriales y, en
consecuencia, a la deposicion de peroxido de hidrogeno en la matriz mitocondrial de los
cardiomiocitos. La producciéon basal de peroxido de hidrogeno, como indicador de fuga de
electrones, fue mayor en las mitocondrias de la pechuga y los musculos cardiacos de las aves que
padecen SA que en los controles, y las diferencias en la fuga de electrones en las mitocondrias de
los musculos se magnificaron por la inhibicion del transporte de electrones en el Complejo | y
I11. La actividad del Complejo | fue menor en las mitocondrias del masculo cardiaco de las aves
con SA en comparacién con los controles, pero no hubo diferencias en la actividad del Complejo
I1. Por lo tanto, las mitocondrias aisladas del musculo cardiaco de aves con SA exhibieron defectos
especificos del sitio en el transporte de electrones dentro del Complejo I 'y 111 que podrian contribuir
a un acoplamiento de la cadena respiratoria inferior. Estos hallazgos prueban el uso celular
ineficiente del oxigeno que puede contribuir al desarrollo del SA en pollos de engorda (Tang et al.,
2002).

La acidosis también afectara la integridad de la membrana celular y reducira la eliminacién de
radicales libres, lo que exacerbara el efecto negativo de éstos. Se han informado valores mas altos
de lipoperoxidacion en plasma de pollos de engorda con SA. Enkvetchakul et al. (1993) y Bottje
et al. (1995) demostraron un estado antioxidante deteriorado, asi como niveles mas bajos de
tocoferol y glutation pulmonar y hepatico en pollos de engorda con SA. Ademaés, se
encontrd generacion de radical hidroxilo en pollos de engorda con SA inducida experimentalmente
usando exposicion a baja temperatura o administracion de hormona T3. Se sugirio que las especies
reactivas de oxigeno, como los iones OH', pueden estar involucradas en la patogénesis del SA en
pollos de engorda (Arab et al., 2006). La teoria de los radicales libres sobre la patogénesis del SA
esta respaldada por los hallazgos de que los antioxidantes dietéticos son tiles en la prevencion del
SA, pero solo en dosis altas. Por ejemplo, la alimentacion de una dieta que contiene 87 mg/kg
de vitamina E fue ineficaz (Bottje et al., 1997) pero con alto contenido de vitamina E (250 mg/kQ)
y selenio (0.3 mg/kg, en forma de selenometionina) disminuyo la incidencia del SA en pollos (10%
vs. 0.9%) después de una exposicion a corto plazo a estrés por calor (Roch et al., 2000). En otros

estudios, la adicion de vitamina C a 500 mg kg-1 redujo la mortalidad por SA inducida por
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temperaturas ambientales frias y la alimentacion con una hormona tiroidea (Ladmakhi et al., 1997;
Xiang et al., 2002).

42



3. JUSTIFICACION.

Teniendo en cuenta estas investigaciones se evaluo si la alimentacion programada era capaz de
controlar el sindrome ascitico, afectar las hormonas tiroideas y si era capaz de evitar un cuadro de
estrés oxidativo al preservar el sistema antioxidante en pollos de engorda criados a elevada altura
(2250 msnm).

4. HIPOTESIS.
La alimentacion programada controla las manifestaciones del sindrome ascitico, afecta el estado
tiroideo y modifica la respuesta de los indicadores de estrés oxidativo en pollos de engorda criados

a elevada altura (2250 msnm).

5. OBJETIVOS GENERALES.
Determinar si la alimentacion programada evita un cuadro de estrés oxidativo en pollos criados
a elevada altura.

Determinar el efecto de la alimentacidn programada sobre los parametros productivos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Evaluar el efecto de la alimentacion programada sobre las manifestaciones del sindrome
ascitico.

» Evaluar el efecto de la alimentacion programada sobre las hormonas tiroideas.

» Determinar el efecto de la alimentacién programada sobre los siguientes indicadores de
estrés oxidativo en corazén y pulmoén de las aves: Lipoperoxidacion, capacidad
antioxidante total, actividad de glutation peroxidasa y concentracion de acido ascorbico

total.
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7. MATERIALES Y METODOS.
7.1 Ubicaciones

El experimento se realiz6 en la granja “La Consentida” en el municipio de Tepetlaoxtoc, Edo.
Mex, a 2250 metros de altura sobre el nivel del mar, con autorizacién de la empresa “Avigrupo
México, SA de CV” y del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Experimentacion (CICUAE) de la FMVZ-UNAM. Las pruebas de hormonas tiroideas se realizaron
en el laboratorio certificado de analisis clinicos “Quetxal SA de CV” y las mediciones de los
indicadores de estrés oxidativo en el laboratorio del Departamento de Nutricion Animal y
Bioguimica (DNAB) de la FMVZ-UNAM.

7.2 Animales, instalaciones y protocolo de alimentacidn programada.

1600 pollos machos estirpe Ross 308 de 7 dias de edad fueron repartidos aleatoriamente en 4
tratamientos o alimentaciones programadas: AP100 (100% de consumo de alimento), AP90 (90%
de consumo de alimento), AP80 (80% de consumo de alimento) y AP70 (70% de consumo de
alimento). Las alimentaciones programadas fueron calculadas respecto a los consumos
recomendados en el manual de objetivos de rendimiento de Aviagen® (Aviagen® USA, 2014). Cada
tratamiento contd con 5 corrales de 80 pollos cada uno. La unidad experimental fue el corral, el
cual media 2 m x 2.5 m para obtener una densidad inicial de 16 aves/m?. En los primeros 7 dias de
vida, los pollitos fueron alojados en un s6lo grupo y alimentados a libre acceso. Los corrales
experimentales fueron instalados dentro de una caseta de produccién donde los pollos se criaron
sobre piso de concreto cubierto con cascarilla de arroz. El ambiente se control6 mediante un sistema
de extractores y ventilacion tipo ttinel (Chore Tronics® USA). Con una curva de temperatura inicial
de 32°C al dia 1 de edad y paulatinamente un descenso de 2°C por semana hasta la semana 6. La
temperatura, el COz y la humedad se monitorearon las 24 hrs del dia con el sistema Farm on Line
de Skov®, (Skov®, Dinamarca) todos los dias que dur6 el experimento. Se suministré luz continua,
23 horas de luz / 1 hora de oscuridad durante los primeros 15 dias. A partir del dia 16 se

suministraron 16 horas de luz / 8 horas de oscuridad. El agua se ofrecio a libre acceso mediante un
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sistema automatizado de bebida a razén de 11 aves por niple y el alimento se suministro
manualmente en comedero de bote a razén de 26.6 aves por comedero. El experimento durd 35

dias a partir del dia 7 de edad.

7.3 Dietas

A las aves se les otorg0 una dieta comercial elaborada a base de maiz y pasta de soya formuladas
para que cumplieran con los requerimientos de las tablas para aves de Rostagno et al. (2017). Los
alimentos fueron; pre iniciador del dia 1 al dia 10 de edad con una energia metabolizable (EM) de
3052 Kcal/kg y proteina cruda de 22.5%. Iniciador del dia 11 al 21 con una EM de 3102 Kcal/kg
y proteina cruda de 20.54%. Engorda de los 22 a los 35 dias con una EM de 3161 Kcal/kg y proteina
cruda de 18.5%. Finalizador de los 36 a los 42 dias con una EM de 3260 Kcal/kg y proteina cruda
de 17.5%. Los dos primeros alimentos fueron en presentacion de migaja y los dos ultimos en forma
de pellet.

7.4 Parametros productivos.

El consumo de alimento se midié diariamente y el peso corporal de las aves se registrd
semanalmente. La mortalidad se clasificd todos los dias para conocer la causa y registrar la
incidencia de SA. Las aves muertas fueron pesadas. Se obtuvieron dos conversiones alimenticias,
una ajustada por mortalidad en la que se contabiliza tanto la carne producida en animales vivos
como en animales muertos y la conversion alimenticia comercial que se obtuvo como el cociente
de los kilogramos de alimento necesario para obtener 1 kilogramo de carne viva, finalmente, se

midié el factor de eficiencia europeo (FEE) y los kg producidos.

7.5 Diagnéstico de SA.

Durante el experimento las aves muertas fueron diagnosticadas con SA segun la acumulacién de
liquido en la cavidad abdominal y pericardio asi como la hipertrofia del lado derecho del corazén
[Peso del ventriculo derecho /Peso de ambos ventriculos, (VD:AV)] un valor > 0.29 fue

considerado como animal con SA (lzadinia et al., 2010; Ahmadipour et al., 2019). Ademas, a los
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42 dias de edad se tomaron 3 aves por tratamiento para el andlisis de hipertrofia del ventriculo
derecho, un valor >0.27 fue considerado como animal con SA (Julian, 1993; Zhou et al., 2008).

7.6 Hematocrito y hormonas tiroideas (T3 'y T4).

A los 42 dias se tomaron muestras de sangre de 3 aves por corral, mediante venopuncion de la
vena radial del ala. Una parte se depositd en tubos capilares con heparina, los cuales se
centrifugaron en una micro centrifuga SOL-BAT (México) por 7 min a 14000 rpm para determinar
el hematocrito (HC) y otra parte se deposit6 en tubos vacutainer y se centrifugé a 3000 rpm por 10
min en una centrifuga Becton Dickinson (USA) para obtener el plasma y determinar la
concentracion de hormonas T3 y T4 por inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA)
(Eshratkhah et al., 2011) utilizando kits comerciales Beckman Coulter (Beckman Coulter, Brea
CA, USA) y un analizador Beckman Coulter DXi 800 (Beckman Coulter, Brea CA, USA).

7.7 Saturacion de hemoglobina con oxigeno (saturacion HbOy).

Se tomaron 5 aves de 42 dias de edad por corral para un total de 25 aves por tratamiento para
medir el porcentaje de saturacion de hemoglobina con O, en sangre arterial (saturacion HbO,)
usando un oximetro veterinario portatil Nonin 8600 V (Nonin Medical Inc, Plymouth, MN) con un
sensor de transflectancia 2000 T (Nonin Medical Inc, Plymouth, MN). Las aves se colocaron
ligeramente en decubito lateral y el sensor del oximetro se posicion6 en el ala derecha, para

iluminar el tejido entre el radio y la ulna (Wideman et al., 2000b).
7.8 Indicadores de estrés oxidativo.

Alos 7, 21y 42 dias de edad se sacrificaron, humanitariamente mediante dislocacion cervical, 5
aves por tratamiento para extraer el corazon y los pulmones, los cuales fueron conservados a -40°C
para posteriormente determinar en ellos los indicadores de estrés oxidativo: Lipoperoxidacion,
medida mediante la prueba de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), actividad de
glutation peroxidasa (GSH-Px), capacidad antioxidante (FRAP) y vitamina C.
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7.8.1 Lipoperoxidacion.

Esta se midi6 mediante la prueba de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
(Ohkawa et al., 1979). EI malondialdehido (MDA) es un producto secundario de la oxidacion de
los &cidos grasos de 3 0 mas dobles ligaduras, que reacciona con el acido tiobarbitdrico en un medio
acido y a una temperatura alta. EI producto de la reaccion tiene un color rosa-naranja que absorbe
luz entre 532-535 nm. Es importante precisar que existen otros aldehidos, producidos en la
oxidacion de acidos grasos, que al igual que el MDA reaccionan con &cido tiobarbitdrico, por lo
que en conjunto se les llama TBARS (Hoyland y Tylor, 1991).

En tubos de centrifuga, alicuotas de 100 ul se transfirieron por duplicado de cada homogenado
de corazén y pulmén, y se mezcld con 1 ml de acido tiobarbitarico al 0.8% en solucion acuosa y 2
ml de acido acético al 20% (pH ajustado a 2.5). Los tubos se mantuvieron en ebullicion por 60
minutos y se enfriaron en hielo durante 5 minutos, posteriormente se les agreg6é 5 ml de n-butanol
y se agitaron vigorosamente para luego centrifugarse 15 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes
se leyeron en un espectofotometro a 532 nm para obtener sus absorbancias. La concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico en las muestras se calcularon usando curvas patron de
MDA (entre 10 y 80 uM). EI MDA se obtuvo de la hidrdlisis de 1,1,3,3-tetraethoxipropano en HCI
0.1N durante 12 horas a temperatura ambiente (Gutteridge, 1975); una molécula de 1,1,3,3-
tetraethoxipropano produce 1 molécula de MDA, por lo que la molaridad se mantiene (Marnett et
al., 1979). Los resultados se reportan en nmol de malondialdehido por mg de proteina presente en

la muestra (nmol MDA/mg de proteina).
7.8.2 Actividad de la enzima glutation peroxidasa

La actividad de GSH-Px, presente en una muestra bioldgica, se determina mediante el
acoplamiento de reacciones en el que se monitoriza, por unidad de tiempo y en condiciones
definidas, la concentracion de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido) a 340

nm:

1. H202 + 2GSH — GSSG + 2H;0 (GSH-Px)
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2. GSSG + NADPH — 2GSH + NADP (GRc)

En la primera reaccion la enzima GSH-Px presente en la muestra cataliza la transformacion de
GSH (glutation reducido) a GSSG (glutation oxidado) utilizando H202 como segundo sustrato. En
la segunda reaccion el GSSG es restaurado a GSH por accion de la enzima glutation reductasa
(GRc) con el consumo de NADPH. De este modo la desaparicion de NADPH es proporcional a la
concentracion de GSSG formado y dependiente de GSH-Px de la muestra. Hay que tener en cuenta
que la actividad enzimaética se mide en funcion de la actividad de sustrato consumido o producto
generado por unidad de tiempo en condiciones especificas. Una forma de expresar la actividad es
la unidad (U) el cual es definido como umol/min, sin embargo, esta medida no es aceptada por el

Sl que establece el Katal (kat) y que se define como mol/seg.

Se procedio a centrifugar los homogenados a 10,000 gravitaciones durante 30 minutos. A partir
de los cuales se obtuvo el sobrenadante el cual se analiz6. Directamente en las celdas se colocaron
800 ul de la Mezcla de Reaccion (MR) la cual contenia Buffer de fosfatos, NADPH, Glutatién
Reducido y Glutatién Reductasa. Adicional a la MR se colocaron 100 ul de muestra, las cuales se
trabajaron por duplicado, para el caso de la celda control (C) se utilizaron 100 ul de la solucion
buffer. Se incubdé por 5 minutos a temperatura ambiente para que los reactivos alcanzaran un
equilibrio. Una vez alcanzado el equilibrio se agregaron 100 ul de H>O> y se ley6 a 340 nm (Lectura
Inicial). Después de 5 minutos se efectud una nueva lectura (Lectura Final). El resultado final se

calcul6 de la siguiente manera:

AC = (A" -A ™)/Tiempo (min) AP = (AMPD -A"PD)/Tiempo (min)
Donde:

A" = absorbancia inicial del control

A " = absorbancia final del control

A MPD = promedio de la absorbancia inicial de la prueba y su duplicado

A "PD = promedio de la absorbancia final de la prueba y su duplicado
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AC = absorbancia del control por minuto

AP = absorbancia de la prueba por minuto

A continuacion, sustituir los valores en la siguiente formula:
umol de NADPH/min/L = (AN X 1000 X VT)/(6.22 X VM) *
Donde:

AN = absorbancia neta por minuto

AP-AC VT = volumen total de la cubeta=1 (ml)

VM = volumen de la muestra 0.1 (ml)

6.22 = coeficiente de absortividad mM (mmol/L). Derivado del coeficiente de absortividad molar
6220 6 6.22 X 103

1000 = factor numérico necesario para que los resultados sean en umol/L

Es importante ajustar las unidades, para el caso de homogenados debe emplearse la siguiente

formula:

umol/min/mg 6 U/mg = (Resultado*/1000)/CP
Donde:

CP = concentracion de proteina en la muestra (mg/ml)
7.8.3 Capacidad antioxidante total (FRAP)

La capacidad antioxidante se midi6 mediante la prueba de poder antioxidante por reduccion
férrica (FRAP) (Benzie y Strain, 1996; Katalinic et al., 2005; Halliwell y Gutteridge, 2007). El
fundamento de esta prueba es que los antioxidantes presentes en la muestra impiden la oxidacién

de un sustrato mediante una reaccion redox en donde el oxidante se reduce a expensas del
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antioxidante. Es importante mencionar que esta técnica omite a los antioxidantes que actlan
mediante quelacion o desactivacion enzimatica. Los antioxidantes de la muestra reducen al Fe (I11)
en un medio acido transformandolo en Fe (II), el mismo que en presencia de 2,4,6-tripiridil-s-

triazina (TPTZ) forma un complejo de color azul cuya absorbancia se puede medir a 593 nm.

Alicuotas de 100 ul se tomaron por duplicado de cada muestra de homogenado de corazon y
pulmones que a su vez se llevé a una dilucién 1 en 5; a cada una se les agregd 1.5 ml de una mezcla
formada por una solucion amortiguadora de acetato 300 mM a pH 3.6, una solucion acuosa de
cloruro férrico hexahidratado (Fe (111)) 20 mM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10 mM (disuelto en HCI
40 mM), en una relacion 10:1:1 respectivamente. Las muestras se incubaron en agitaciéon a 37 °C
por 15 min y se obtuvieron las abosorbancias en un espectrofotdmetro a 593nm. Las muestras, los
tubos de ensayo y las soluciones con 2,4,6-tripiridil-s-triazina se protegieron de la luz todo el
tiempo. Para calcular los resultados se realizaron curvas patron con diferentes concentraciones (de
0.2 a 1.6 mM) de &cido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox); derivado
hidrosoluble de la vitamina E. De tal manera que la formacion de Fe (11) debida a los antioxidantes
reductores de la muestra se comparé con la formacion debida al trolox en la curva patrén. Por lo
que los resultados se reportan como nmol equivalentes a trolox por mg de proteina presente en la

muestra (nmol Eqgtrolox/mg de proteina).
7.8.4 Determinacion de acido ascorbico.

Se usé el reactivo Folin-Ciocalteu concentracion 2.0 M diluido con agua bidestilada, acido

tricloroacético al 10% y solucién de &cido ascorbico.

Para 0.4 ml de homogenizado de tejido se adicion6 1.6 ml de acido tricloroacético al 10%. Luego
de agitar vigorosamente los tubos, se mantuvieron éstos en hielo durante 5 min, después de ser
centrifugados durante 5 min a 3000 rpm. Para la estimacion de &cido ascorbico, fue utilizado 1 ml
del extracto anterior y después 0.1 ml de reactivo de folin diluido fue afiadido al extracto, los tubos
fueron vigorosamente agitados. Después de 10 min se midié la absorbancia del color azul
desarrollado en un espectrofotometro. Se prepard una curva patron tomando 0.5-0.7 ml de la

solucion estandar de acido ascorbico en agua (5-70ug) y se estimd como ya se ha mencionado.
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Para verificar la posible interferencia de otros compuestos, se afiadieron 50ug de cada compuesto
a la mezcla de ensayo antes de la estimacion (Jagota y Dani, 1982).

7.8.5 Determinacion de proteina.

La concentracion de proteina de las muestras se determiné mediante el ensayo de azul de
Coomassie con albimina de suero bovino como estandar (Bradford, 1976).

7.9 Andlisis estadisticos.

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANDEVA). Para probar la
normalidad de los datos se uso la prueba Anderson-Darling (Pettitt, 1977) y para probar la
homogeneidad de varianzas se uso la prueba de Levene (Gastwirth et al., 2009). Cuando se
detectaron diferencias en el ANDEVA se usO la prueba de Tukey para comparar las medias
(Herrera-Haro y Garcia-Artiga, 2011). Adicionalmente se realizaron contrastes polindmicos
ortogonales para conocer la naturaleza de las respuestas ya sea lineal o cuadrética, se calculo el
coeficiente de determinacion (R?) y la ecuacion de prediccion correspondiente (Herrera-Haro y
Garcia-Artiga, 2011). Los datos de mortalidad general, mortalidad por SA e incidencia de SA no
presentaron normalidad por lo que se utiliz6 una prueba de Kruskall-Wallis. Al detectarse
diferencias se uso la prueba de Nemenyi para discriminacion de medias (Hollander et al, 2014).
Los resultados de hormonas T3, T4, HC, medidas cardiacas e indicadores de estrés oxidativo fueron
transformados por raiz cuadrada arcoseno para alcanzar la normalidad (Herrera-Haro y Garcia-
Artiga, 2011). Las declaraciones de significancia estadistica se basaron en P<0.05. Se utilizo el
paquete estadistico R version 3.1.3 (R Core Team, 2015).
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8. RESULTADOS.
8.1 Incidencia de SA y mortalidad

La mortalidad por causas distintas a SA estuvo en un margen aceptable (<5%) por lo que se
excluyo del analisis. En los grupos con AP80 y AP70 se redujo considerablemente la mortalidad
total, la mortalidad por SA y la incidencia de SA (P<0.05) en comparacion con los grupos con
AP100 y AP90 (Cuadro 2). La mortalidad por SA fue observada a partir del dia 21 de edad en el
grupo con AP100 y en el grupo con AP90 (Fig. 5). Del mismo modo el aumento de la mortalidad
general comenzd a observarse a los 21 dias (Fig. 6).

Cuadro 2. Distribucion de mortalidad total, mortalidad por SA e incidencia total de SA acumulada a 42 dias en los diferentes
niveles de alimentacién programada.

Alimentacién programada Mortalidad Mortalidad por Incidencia total
Total* SA* SA*
% % %
AP100 20.75% 17.75° 85.542
AP90 13.00° 10.25° 78.842
AP80 4,250 1.00° 23.52°
AP70 3.25° 0.75° 23.07°
P- valor 0.0013 0.0015 0.0017
EE 13.22 13.22 13.22

*Prueba de Kruskal —~Wallis y prueba de Nemenyi post-hoc.
EE= Error estandar.
ab Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.05
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Fig 5. Efecto de la alimentacion programada sobre la mortalidad por SA a diferentes
edades (entre 14 y 42 dias).
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Fig 6. Efecto de la alimentacion programada sobre la mortalidad total a diferentes edades
(entre 14 y 42 dias).

8.2 Parametros productivos.

Como se muestra en el Cuadro 3, las aves en AP90, AP80 y AP70 tuvieron una reduccion de
peso corporal del dia 14 al dia 42 de manera lineal (P<0.0001) con respecto al tratamiento AP100.
El promedio diario de consumo de alimento (Cuadro 4) fue disminuyendo significativamente entre
los cuatro tratamientos (Lineal, P<0.0001) durante los 42 dias del experimento a excepcion del
intervalo de edad de 7 a 14 y de 29 a 35 dias donde el tratamiento AP100 y AP90 fueron iguales.
En el Cuadro 5 se observa que la conversion alimenticia ajustada por mortalidad (es decir, la que
considera el peso de pollos vivos y muertos) disminuye linealmente (P<0.0001) conforme se aplica
gradualmente la alimentacion programada, el mismo efecto se observo en la conversion alimenticia
comercial (P<0.0001) (Cuadro 6). En la Figura 7 se muestra el factor de eficiencia europeo (FEE),
en donde se puede observar que los tratamientos AP80 y AP70 fueron muy superiores a los
tratamientos AP100 y AP90 (P<0.05). En el tratamiento AP80 se produjeron mas kg de carne viva

en comparacion con los otros tratamientos (P<0.05) (Fig. 8).
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Cuadro 3.Efecto de la AP sobre el PC (g) a diferentes edades.

PC (9)
Alimentacién programada 7d 14d 21d 28d 35d 42d
AP100 144.8 381.42 872.22 1441.02 2133.48 2771.82
AP90 144.8 382.0° 832.8° 1420.8° 2057.8° 2644.0°
AP80 146.6 381.22 806.6° 1349.4¢ 1974.2° 2575.0°
AP70 144.2 358.4° 743.8¢ 1257.4¢ 1796.8¢ 2350.0¢
P-valor 0.546 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0012
EEM 0.593 2.768 8.542 18.010 30.610 45.699
Contrastes polinébmicos ortogonales
Lineal 1.0 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0003
Cuadratico 0.337 0.003 <0.001 0.037 0.0423 0.456
R? 0.000 0.418 0.745 0.784 0.838 0.950
PC= Peso Corporal.
EEM=Error Estandar de la Media.
abed Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.05
y = 13.35 x +1450.5 (PC a los 42 dias).
Cuadro 4. Efecto de la AP sobre el PDCA (g/d) a diferentes intervalos de edad.
PDCA (g)
Alimentacion programada 7aldd 15a21d 22a28d 29a35d 36a42d 7ad2d
AP100 40.182 91.60% 142.10° 161.55° 206.12° 124.98°
AP90 40.312 84.73° 127.90° 158.08° 198.13° 120.24°
AP80 37.24° 74.38° 113.70° 148.11° 176.11°¢ 107.79°
AP70 34.49° 63.56¢ 99.50¢ 129.60¢ 154.11¢ 94.419
P-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
EEM 0.591 2.561 3.645 3.263 4.725 2.736
Contrastes polindmicos ortogonales
Lineal <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Cuadratico 0.007 0.270 0.320 0.006 0.0012 <0.0001
R? 0.764 0.895 0.745 0.604 0.934 0.962
PDCA= Promedio Diario de Consumo de Alimento.
EEM= Error Estandar de la Media.
abed Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.05
y=1.0416 x + 23.319 (PDCA de 7 a 42 dias).
Cuadro 5. Efecto de la AP sobre la CAM (kg/kg) a diferentes edades.
CAM (kg/kg)
Alimentacion programada 7d 14d 21d 28d 35d 42d
AP100 0.142 0.8442 1.150° 1.3572 1.446° 1.6922
AP90 0.142 0.8452 1.108? 1.274° 1.435° 1.643°
AP80 0.138 0.784° 1.014° 1.195¢ 1.341°¢ 1.471°¢
AP70 0.135 0.771° 0.965° 1.126¢ 1.290¢ 1.446¢
P-valor 0.131 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
EEM 0.001 0.009 0.019 0.021 0.016 0.030
Contrastes polindmicos ortogonales
Lineal 0.150 <0.0001  <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0007
Cuadratico 0.651 0.576 0.868 0.693 0.159 0.363
R? 0.142 0.562 0.729 0.852 0.788 0.916

CAM= Conversion Alimenticia ajustada por Mortalidad.
EEM= Error Estandar de la Media.

abed Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.05

y= 0.0091 x + 0.7895 (CAM a los 42 dias)
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Cuadro 6. Efecto de la AP sobre la CAC (kg/kg) a diferentes edades.

CAC (kg/kg)
Alimentacién programada 7d 14d 21d 28d 35d 42d
AP100 0.142 0.8442 1.166° 1.3912 1.539? 1.8982
AP90 0.142 0.8452 1.127% 1.286° 1.476° 1.856°
AP80 0.138 0.786° 1.027° 1.204¢ 1.351¢ 1.485¢
AP70 0.135 0.771° 0.977° 1.1354 1.298¢ 1.4594
P-valor 0.131 0.0007 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0003
EEM 0.001 0.009 0.019 0.023 0.023 0.056
Contrastes polinébmicos ortogonales
Lineal 0.1507 0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Cuadrético 0.6515 0.5306 0.8074 0.3155 0.8001 0.9097
R? 0.682 0.994 0.758 0.869 0.849 0.862

CAC= Conversién Alimenticia Comercial.

EEM= Error Estandar de la Media.

abed Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.01
y= 0.0169 x + 0.2397 (CAC a los 42 dfas)
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Fig. 7. Efecto de la alimentacién programada sobre el Factor de Eficiencia
Europeo (FEE)

® Diferente literal en las barras indican diferencias estadisticamente
significativas P<0.05
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Fig. 8. Efecto de la alimentacion programada sobre los kilogramos
producidos.

s Diferente literal en las barras indican diferencias estadisticamente
significativas P<0.05
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8.3 Relacion Ventriculo Derecho : Ambos Ventriculos (VD:AV) y medidas cardiacas.

El peso relativo del corazon, el peso del ventriculo derecho y el peso de ambos ventriculos, asi
como la relacién peso del ventriculo derecho: peso de ambos ventriculos (VD:AV), se presentan
en el Cuadro 7. Los pesos del ventriculo derecho en los tratamientos AP100 y AP90 fueron
significativamente mas pesados que los ventriculos derechos de las aves en los tratamientos AP80
y AP70, presentando al mismo tiempo un efecto lineal (P=0.0001). Un efecto similar se puede
observar en el peso de ambos ventriculos. Finalmente, en la relacion VD:AV se obtuvo una
respuesta lineal (P=0.0039) lo cual indica que en cuanto méas se disminuye el consumo mediante

la AP, la relacion VD:AV disminuye.

Cuadro 7. Efecto de la AP sobre la relacién VD:AV y medidas cardiacas

Medidas Cardiacas

Alimentacion programada PVD (g) PAV (g) VD:AV
AP100 3.490° 10.9782 0.31°
AP90 3.1712 9.8142 0.322
AP80 2.680° 9.590° 0.28°
AP70 2.630° 9.110° 0.27°
P-valor 0.0006 0.0036 0.0204
EEM 0.151 0.277 0.010
Contrastes polindmicos ortogonales

Lineal 0.0001 0.0020 0.0039
Cuadratico 0.2941 0.0162 0.5849
R? 0.927 0.9001 0.658

VD:AV= Relacion Ventriculo Derecho: Ambos Ventriculos.

PVD= Peso del Ventriculo Derecho.

PAV= Peso de Ambos Ventriculos.

EEM= Error Estandar de la Media.

a Diferente literal en la misma columna indica diferencia significativa P<0.01
y= 0.0013 x + 0.1899 (VD:AV a 42 dias)

8.4 Hematocrito (HC), hormonas tiroideas (T3 y T4) y saturacion de hemoglobina con oxigeno

(saturacion HbO5).

Los resultados de HC y hormonas T3 y T4 se presentan en el Cuadro 8. EI HC fue
estadisticamente igual en los tratamientos AP100, AP90 y AP80; no obstante, los pollos en el grupo
AP70 fueron estadisticamente diferentes a los pollos en los tratamientos AP100 y AP90 (P=0.0005)
pero igual a las aves del tratamiento AP80. También se observa un efecto lineal (P=0.0005) que

indica que cuanto mas se restringe el consumo, el HC disminuye. No se observaron diferencias en
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las hormonas T3 entre el tratamiento AP100 y AP90 (P>0.05); no obstante, los tratamientos AP80
y AP70 fueron diferentes entre si y mayores a los tratamientos AP100 y AP90 (P<0.05), también
se encontré un efecto lineal significativo (Lineal, P<0.0001) lo cual indica que conforme se
disminuye el consumo de alimento la concentracion de la hormona T3 incrementa. Por otra parte,
la concentracion de la hormona T4 no tuvieron diferencias significativas entre el tratamiento
AP100, AP90 (P>0.05); sin embargo, fueron diferentes a AP80 y AP70 mismos que compartieron
similitudes (P>0.05) entre si. La concentracion de la hormona T4 presentd un efecto lineal que
indica que cuanto mas se restringe el consumo de alimento, la concentracion de dicha hormona
aumenta (Lineal, P <0.0001).

Cuadro 8. Efecto de AP sobre el HC y la concentracion plasmatica de hormonas T3y T4

Alimentacién programada HC(%) T3 (ng/ml) T4 (ng/ml)
AP100 44.40° 1.83¢ 3.01°
AP90 47.50? 1.73¢ 2.98°
AP80 42.50% 3.01° 9.63?
AP70 37.40° 3.822 8.58°
P-valor 0.0005 <0.0001 <0.0001
EEM 1.0373 0.2035 0.7690
Contrastes polindmicos ortogonales

Lineal 0.0005 <0.0001 <0.0001
Cuadrético 0.0069 <0.0001 0.4538
R? 0.657 0.8740 0.8420

HC= Hematocrito.

EEM= Error Estandar de la Media.

abe Diferente literal en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas, P<0.01
y=0.26x + 20.85 (HC a 42 dias),

y=-0.0725x + 8.76 (T3 a 42 dias)

y=-0.2336x + 25.906 (T4 a 42 dias)

La saturacion de hemoglobina con oxigeno (HbO,) se vio afectada por la alimentacion
programada (Fig. 9) ya que los grupos AP80 y AP70 fueron superiores y diferentes
estadisticamente a los grupos AP100 y AP90 (P<0.05).
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Fig. 9. Efecto de la alimentacién programada sobre la safturacion de
hemoglobina con oxigeno (HbO-).

a Diferente literal en las barras indican diferencias estadisticamente
significativas P<0.05

8.5 Indicadores de estrés oxidativo.
8.5.1 Capacidad antioxidante total (FRAP) en tejido pulmonar y cardiaco.

Los efectos de la AP sobre la capacidad antioxidante total del pulmén medida mediante la prueba
de FRAP se presentan en la Figura 10. En esta técnica los valores superiores indican menor estrés
oxidativo. En la Figura 10 se puede observar que a los 7 y 21 dias de edad la AP no tuvo efecto
significativo (P>0.05); sin embargo, a los 42 dias una disminucion estadisticamente significativa

(P<0.05) se presento en el tratamiento AP100, con ello un mayor estrés oxidativo.
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Fig.10. Efecto de la alimentacion programada sobre la capacidad antioxidante total
(FRAP) en el tejido pulmonar. Diferente literal en las bamas indican diferencias
estadisticamente significativas, P<0.05
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La AP no tuvo efecto sobre la capacidad antioxidante del corazon medida mediante la prueba de
FRAP alos 7 y 21 dias de edad (Figura 11); sin embargo, a los 42 dias el tratamiento con AP100
fue igual a los tratamientos con AP90 y AP80 pero estadisticamente diferente al tratamiento AP70
(P<0.05) lo que sugiere que en este drgano el consumo de 70% del alimento respecto al consumo

ad libitum favorecio el estado antioxidante total.
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Fig.11. Efecto de la alimentacién programada sobre la capacidad antioxidante total
(FRAP) en el tejido cardiaco. Diferente literal en las barras indican diferencias
estadisticamente significativas, P<0.05

8.5.2. Lipoperoxidacién en el tejido pulmonar y cardiaco.

La concentracion de nmol de MDA es directamente proporcional al dafio oxidativo, por lo que
las concentraciones mayores indican mayor afectacion al tejido. A los 21 dias de edad, la AP80 y
AP70 parecen tener una tendencia de disminuir la lipoperoxidacién del tejido pulmonar si se le
compara con el tratamiento AP90 y AP100 (P=0.06). Al dia 42 el efecto benéfico de la AP es méas
evidente en los tratamientos con AP80 y AP70 al producirse una menor concentracion de MDA en
comparacion con los tratamientos con AP100 y AP90 (P<0.05) (Fig. 12).
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Fig.12. Efecto de la alimentacion programada sobre la lipoperoxidacion en el tejido
pulmonar. Diferente literal en las barras indican diferencias estadisticamente
significativas, P<0.05

En la Figura 13 se muestran los efectos de la AP sobre la lipoperoxidacién medida mediante la
prueba de TBARS en tejido cardiaco. No se encontraron diferencias estadisticas significativas
(P>0.05) en el dia 7 ni el dia 21 de edad, no obstante, al dia 42 el efecto de la AP se manifiesta en
los tratamientos con AP80 y AP70 al producirse una menor concentracién de MDA en comparacion
con los tratamientos con AP100 y AP90 (P<0.05).

Alimentacién programada

AP100

nmoIMDA/mg proteina

TP

S

723

S

L

21
Edad (dias)

Fig.13. Efecto de la alimentacion programada sobre la lipoperoxidacion en el
tejido cardiaco. Diferente literal en las barras indican diferencias
estadisticamente significativas. P<0.05
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8.5.3 Actividad de GSH-Px en tejido pulmonar y cardiaco.

El efecto de la AP sobre la actividad de la GSH-Px en tejido pulmonar no fue observado ni en el
dia 7 de edad ni en el dia 21 de edad (P>0.05); sin embargo, al dia 42 de edad la actividad de GSH-

Px del tratamiento AP100 y AP90 fueron estadisticamente inferiores a los tratamientos AP80 y

AP70 (P<0.05) (Fig.14).
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Fig.14 . Efecto de la alimentacion programada sobre la actividad de glutation peroxidasa
(GSH-Px) en el tejido pulmonar. Diferentes literales en las barras indican diferencias
estadisticamente significativas. P<0.05

En la Figura 15 se observan los efectos de la AP sobre la actividad de GSH-Px en el tejido
cardiaco. No hubo respuesta a los tratamientos durante los 7 y 21 dias de edad. No obstante, a los

42 dias el tratamiento AP100 y AP90 tuvieron una menor actividad de GSH-Px en comparacién

con los tratamientos AP80 y AP70 (P<0.05).
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Fig.15. Efecto de la alimentaciéon programada sobre la actividad de glutation
peroxidasa (GSH-PX) en el tejido cardiaco. Diferentes literales en las barras
indican diferencias estadisticamente significativas, P<0.05
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8.5.4 Concentracion de acido ascorbico en tejido pulmonar y cardiaco.

El efecto de la AP sobre la concentracién de acido ascorbico en el tejido pulmonar se muestra en
la Figura 16. No hubo efecto de los tratamientos en las dos primeras edades de medicién (P>0.05).
Sin embargo, a los 42 dias de edad, se pudo observar una disminucién en los tratamientos AP100
y AP90 en comparacion con el tratamiento AP80 (P<0.05), por otro lado, el tratamiento AP70 no

presentd cambios respecto a los tratamientos AP100, AP90 y AP80.
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Fig.16. Efecto de la all ion prog sobre la ion de acido
en el tejido pulmonar. Diferente literal en las barras indican diferencias estadisticamente
significativas. P<0.05

En la Figura 18 se presentan los efectos inducidos por la AP sobre la concentracion de acido
ascorbico en el tejido cardiaco. A los 7 dias de edad no se encontraron efectos entre los tratamientos
(P>0.05). No obstante, a los 21 y 42 dias de edad la accion de la AP tuvo efectos sobre los
tratamientos AP80 y AP70 al preservar la concentracion de &cido ascorbico en el tejido cardiaco
de las aves de estos dos tratamientos si se les compara con las aves de los grupos AP100 y AP90
(P<0.05).
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Fig.17. Efecto de la alimentacion programada sobre la concentracion de acido
ascorbico en el tejido cardiaco. Diferente literal en las barras indican diferencias
estadisticamente significativas. P<0.05
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9. DISCUSION.

9.1 Parametros productivos.

Varios investigadores han utilizado con éxito la alimentacion programada para disminuir la tasa
de crecimiento temprano de los pollos de engorda y asi reducir la incidencia de SA (Arce-Menocal
et al., 1992; Balog et al., 2000 y Ozkan et al., 2006). Los resultados de mortalidad por SA en el
presente estudio son consistentes con estudios anteriores. Mohammadalipour et al. (2017)
redujeron la mortalidad en un 85% con una AP del 40% de 7 a 14 dias bajo un modelo de baja
temperatura para inducir SA. Ozkan et al. (2010) disminuyeron la mortalidad en un 39% con una
AP cualitativa de 7 a 21 dias en elevada altitud. Saleh et al. (2005) reportan que la mortalidad en
pollos con una AP en la que se disminuy6 el consumo de alimento de 7 a 14 dias, se redujo en un
3.47% respecto a los pollos que fueron alimentados ad libitum (P=0.004). Khajali et al. (2007)
informaron una reduccion del 67% de la mortalidad por SA con una AP de disminucion de consumo
de alimento durante la segunda semana de vida en pollos criados a 2100 msnm. En el presente
estudio, los tratamientos AP80 y AP70 disminuyeron la mortalidad por SA en un 94.3% y en un
95.8% respectivamente en relacion al tratamiento AP100, probablemente al reducir la tasa
metabolica en edad temprana de las aves y por lo tanto la demanda de oxigeno en este periodo

crucial de la vida de los animales (Arce-Menocal et al., 1992).

El peso a los 42 dias de edad se redujo en el tratamiento AP90 en un 5%, en el tratamiento AP80
en un 7% y en el tratamiento AP70 en un 16% respecto al tratamiento AP100, con efecto lineal
significativo (P<0.0001). Estos datos coinciden con lo reportado por Wijtten et al. (2010) quienes
al probar un protocolo de AP con 85% de consumo del dia 4 al 14 de edad y 95% del dia 14 al 21
de edad no consiguieron que las aves bajo la AP alcanzaran el peso de las aves alimentadas ad
libitum. Igualmente, Ozkan et al. (2010) sefialan que los pollos bajo AP de 7 a 14 dias y de 7 a
21dias de edad en condiciones de elevada altitud y termoneutralidad no alcanzan el peso obtenido
por las aves alimentadas ad libitum. Contrario a estos estudios, Kamely et al. (2015) reportan que
los pesos de las aves con AP mediante inclusion de cascarilla de arroz a diferentes niveles para

diluir el alimento no presentan diferencias significativas en comparacion con aves sin inclusion de
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cascarilla de arroz (P=0.202). En otro estudio, Butzen et al. (2013) mostraron que los pollos que
recibieron el 80% de la ingesta ad libitum entre los 8 y los 16 dias de edad no difieren en el peso
corporal a los 35 dias de edad en comparacion con los pollos alimentados a libre acceso. Las
diferencias encontradas en la presente investigacion y el efecto lineal reportado se deben
probablemente a que la cantidad de nutrientes aportados por la racion bajo la AP satisfacen

unicamente los requerimientos de mantenimiento de las aves y en menor grado los de produccidn.

Zhan et al. (2007), Butzen et al. (2013) y Mohammadalipour et al. (2017) suspendieron la AP a
temprana edad de las aves teniendo como resultado un consumo de alimento restablecido respecto
al grupo control, datos que difieren con los reportados en el presente trabajo ya que el consumo de
alimento jamas llegd a igualarse entre los diferentes tratamientos (P<0.05) debido al
mantenimiento sostenido de la AP durante todo el experimento. La mejora en la CAM en el
presente estudio coincide con lo reportado por Saleh et al. (2005) quienes usaron un protocolo de
AP cuantitativa a temprana edad en la que obtuvieron una CAM de 1.742 en el tratamiento ad
libitum vs 1.670 en el grupo con AP (P=0.0001), éstos datos son importantes ya que pueden estar
intimamente relacionados con la participacion de las hormonas tiroideas, lo cual se discutira mas
adelante. De igual forma la CAC en los pollos de la AP90, AP80 y AP70 coincide con informes
anteriores (Saleh et al., 2005; Ozkan et al., 2010; Mohammadalipour et al., 2017). Urdaneta-
Rincon y Leeson, (2002) informaron que cuanto mas largo es el periodo de la AP, menor es el
indice de conversién acumulada en el dia 42 de edad (Lineal, P<0.01) datos que estan de acuerdo
con los conseguidos en la presente investigacion (Lineal, P<0.0001). Estos resultados se deben
probablemente a la reduccion de los requisitos de mantenimiento, lo cual se relaciona con una
disminucion de la tasa metabdlica (Zubair y Leeson, 1994) asociada con un menor peso corporal

durante el crecimiento temprano (Urdaneta-Rincén y Leeson, 2002).

Por otra parte, cuando se calcula el FEE el cual contempla en una misma ecuacion la viabilidad,
la edad de salida del pollo, el PC y la CA; se puede observar que los tratamientos AP80 y AP70
fueron mas eficientes productivamente que los tratamientos AP100 y AP90; dicha eficiencia
también se puede constatar cuando se calculan los kg de carne producidos, en donde el tratamiento

AP80 resulto ser el méas productivo pues se puede afirmar que representa un equilibrio entre la
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mortalidad y el peso corporal, al contrario de los tratamientos AP100 y AP90 cuya mortalidad
elevada disminuye la productividad a pesar de presentar un PC mas elevado. Datos que coinciden
con los reportados por Martinez et al. (1996) quienes mencionan que la AP disminuye la mortalidad
por SA e incrementa los kg de pollo producido sugiriendo que esto puede ser rentable para la
empresa. Finalmente, una mortalidad baja no significo una elevada produccién de carne pues el
grupo AP70 tuvo un comportamiento semejante a los grupos AP100 y AP90, resultados que estan
de acuerdo con los publicados por Salinas et al. (2004) quienes no encontraron diferencias
estadisticamente significativas cuando aplicaron una AP de 75% de consumo durante 2 semanas

vs un grupo alimentado ad libitum.

9.2 Medidas cardiacas.

El corazon responde al aumento de la carga de trabajo con hipertrofia ventricular derecha. Esta
hipertrofia se expresa por el aumento en el peso del ventriculo derecho (VD) en relacion con el
peso de ambos ventriculos (AV), lo que resulta en una relacién de peso VD:AV mas alta (Sillau et
al., 1980). Una relacion del VD:AV >0.27 se considera un indicador preciso del inicio del SA
(Julian, 1993; Zhou et al., 2008). Los tratamientos con mayor consumo de alimento (AP100 y
AP90) exhibieron una relacién VD:AV significativamente mayor (P=0.024) en comparacion con
los tratamientos con menor consumo de alimento (AP80 y AP70) lo cual indica que las aves en
AP100 y AP90 presentaban SA; sin embargo, las aves del tratamiento AP80 responden a una
relacion de 0.28 lo cual indica que ya habia inicios de SA a los 42 dias. Los resultados obtenidos
en este estudio coinciden con los reportados por Pan et al. (2005) quienes disefiaron dos modelos
de AP; el primero de 60% y 80% de consumo de alimento mas un control ad libitum y un segundo
modelo de 7 a 14 dias y de 7 a 21 dias de AP mas un control de alimentacion a libre acceso,
consiguiendo con estos modelos una disminucion de la relacién VD: AV comparado con los grupos
controles. Igualmente, Khajali et al. (2007) reportan una disminucion de la relacion VD:AV en el
grupo con AP en comparacion con el control. Sin embargo, Ozkan et al. (2010) informan un VD:
AV promedio de 0.34 sin diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los

grupos con AP cuando las aves son criadas a elevada altura, datos similares fueron reportados por
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Ozkan et al. (2006). No obstante, existe evidencia del efecto directo que pueden tener las ROS
sobre la hipertrofia ventricular derecha (Chandel et al., 1998; Waypa et al., 2016), lo cual se

discutira mas adelante en la seccién de estrés oxidativo.

9.3 Hematocrito y saturacion HbO-.

La hipoxemia generada por la elevada altitud sobre el nivel del mar posiblemente le indica al
organismo del ave que produzca eritropoyetina para producir mas globulos rojos y transportar mas
oxigeno a los tejidos, lo que resulta en policitemia, ésta, a su vez, aumenta la viscosidad de la
sangre lo cual incrementa el hematocrito (Julian, 2007), que oscila de 18 a 30% para pollos
normales y de 35 a 60% en pollos con SA (Huchsermeyer, 2011); de acuerdo a estos indices, las
aves del presente estudio podrian considerarse todas con SA. Sin embargo, puede tratarse de un
mecanismo de compensacion para incrementar la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre
en una atmdsfera con baja disponibilidad del mismo. De hecho, las aves y los mamiferos
introducidos a gran altitud desarrollan un grado variable de policitemia asociada con un
desplazamiento de la curva de disociacion de oxigeno hacia la derecha debido a una mayor
concentracion de 2,3-difosfoglicerato (Monge y Ledn-Velarde, 1991), esta respuesta resulta
principalmente de la estimulacion de las celulas precursoras eritroides en la médula 6sea por la
eritropoyetina producida en el rifidén hipdxico (Ostadal y Kolar, 2007). Zhang et
al. (2007) informaron que los pollos criados a elevada altitud tenian recuentos altos de glébulos
rojos y niveles altos de hemoglobina, ambos como respuestas compensatorias a la baja presion
atmosférica de oxigeno. Scheele et al. (2003) indican que un HC elevado puede ser indicativo de
proteccion de las aves contra la hipoxemia, entonces el HC alto puede ser un efecto en lugar de un
factor predisponente para el SA. Parece, por lo tanto, que el elevado HC resultante en el presente
estudio aumento la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre de los pollos del tratamiento
AP80 y AP70 a un nivel suficiente para equilibrar la demanda y el suministro de oxigeno; por lo

que el SA no se desarrolld y las aves crecieron normalmente a pesar de los elevados valores de HC.
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Durante la progresion fisiopatologica que conduce al SA, los pollos susceptibles exhiben una
cianosis leve indicativa de sangre arterial que tiene una baja saturacion (< 80%) de hemoglobina
con oxigeno, esta hipoxemia sirve como un indicador confiable de que los pollos de engorda son
pre-SA y posteriormente desarrollaran SA (Wideman et al., 2000b). En las aves de la presente
investigacion se pudo observar que, pese a la AP, todas las aves presentaron una saturacion HbO,
por debajo del pardmetro mencionado, por lo que se puede considerar que todas eran hipoxémicas
lo cual puede atribuirse a la altura de 2250 msnm. Sin embargo, las aves con mayor consumo
(AP100 y AP90), presentaron un nivel més bajo de saturacion HbO, (P<0.05) que los tratamientos
AP80 y AP70 lo cual puede deberse al aumento de consumo de alimento en los grupos AP100 y
AP90 y por lo tanto el incremento de la digestion del mismo y el metabolismo implicado que tiene
un alto requerimiento de oxigeno. Cuando aumenta la demanda de oxigeno, incrementa la
frecuencia cardiaca y el gasto cardiaco, lo que aumenta el flujo de sangre a través del pulmény la
presion requerida para forzar la sangre a través de las arteriolas y los capilares. El aumento de la
velocidad de flujo y el incremento del tiempo de transito pueden no permitir que los glébulos rojos
recojan una carga completa de oxigeno para que la saturacion de oxigeno de la hemoglobina se

complete, lo que aumenta la hipoxemia (Julian, 2007).
9.4 Hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas, incluidas T3 y T4, se reconocen como hormonas metabdlicas clave, que
estan estrechamente relacionadas con el rendimiento del crecimiento y los cambios en el
metabolismo energético de los pollos de engorda, siendo T3 la forma funcionalmente activa (Zhan
et al., 2007). Darras et al. (1995) reportaron que los pollos a los que se les disminuye el consumo
de alimento en un 40% sufren una disminucion de la hormona T3 y un incremento de la hormona
T4. Li et al. (2011) encontraron una depresion de la concentracion de la hormona T3 y un
incremento de la hormona T4 a los 42 dias de edad entre los grupos sometidos a AP vs alimentacion
ad libitum en diferente duracion y severidad del programa. En otra investigacion, Rezaei y Hajati,
(2010) encontraron una depresion de la concentracion de T3 y un incremento de T4 en aves
expuestas a una AP que consistia en diluir la dieta con 0, 20 y 40% de cascarilla de arroz durante
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21 dias, las diferencias desaparecieron con la eliminacion del programa. La causa principal de la
disminucion de la circulacion de T3 es porque incrementa la degradacion de T3 por D3 IRD, sin
cambios en la conversion de T4a T3 por D1 (Darras et al., 1995). Contrario a los trabajos
anteriores y bajo las condiciones del presente experimento, se encontré un aumento de T3y T4 en
los tratamientos AP80 y AP70 en comparacion con los tratamientos AP100 y AP90 (3.01y 3.82 vs
1.83 y 1.73, respectivamente). Es probable y dandole una perspectiva distinta a los datos, que no
hubo un aumento de las hormonas T3 y T4 en los grupos AP80 y AP70, mas bien existio una
depresion de las hormonas en los tratamientos AP100 y AP90 cuya disminucion en éstas aves con
clara evidencia de SA (VD:AV >0.30) podria deberse al estrés hipoxémico, respuesta dada a través
de la asociacion antagénica de la cortiscosterona y las hormonas tiroideas (Luger et al., 2002), o
bien, ser una caracteristica de la aclimatacion celular intentando disminuir la tasa metabdlica en un
entorno donde la viabilidad del oxigeno es el principal factor limitante debido a la altitud de 2250
msnm Yy a los altos consumos de alimento y que a su vez, mediante la aplicacién de la AP, cuyo
resultado es la restriccion del crecimiento, produce un desarrollo armonioso de las glandulas
tiroides y por lo tanto mejora las funciones de las mismas, lo cual puede traducirse en una adecuada
liberacion de las hormonas T3 y T4 que a su vez aumentan el 2-3 difosfoglicerato en los eritrocitos,
lo que facilita la entrega de oxigeno en los tejidos al desplazar la curva de disociaciéon de la
oxihemoglobina hacia la derecha (Swenson y Bartsch, 2014) con lo cual, probablemente, se genera
un mejor aprovechamiento de la energia y por lo tanto de la eficiencia productiva con lo que
posiblemente se explica la mejora en la CAM en los tratamientos AP80 y AP70 respecto a los
tratamientos AP100 y AP90. No obstante, algunos autores no reportan diferencias estadisticamente
significativas entre la AP y los programas ad libitum. Mohammadalipour et al. (2017) no reportaron
diferencias estadisticamente significativas entre un grupo con 40% de disminucién de consumo vs
un grupo con alimentacion a libre acceso (4.22 vs 4.05 respectivamente, P>0.05). Akbarian et al.
(2014) no encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando establecieron un
protocolo de AP del 80% de consumo vs alimentacion ad libitum durante una semana (P>0.05).
Del mismo modo, Ozkan et al. (2006) tampoco encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones plasmaticas de T3 entre el grupo bajo AP y el grupo control

durante una semana de disminucion del consumo.
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9.5 Estrés oxidativo.

La exposicion a condiciones de hipoxia hipobéarica y por lo tanto a estrés oxidativo, quedo
manifestada por un incremento en la produccion de MDA a los 42 dias de edad en el tejido
pulmonar y cardiaco de los tratamientos con mayor consumo de alimento (AP100 y AP90), en
comparacion con los tratamientos AP80 y AP70 (P<0.05). Estos resultados estan de acuerdo con
los reportados por Pan et al. (2005) quienes desarrollaron una AP de 60% y 80% contra un grupo
control que era alimentado a libre acceso, con lo cual obtuvieron una disminucién de las
concentraciones de MDA en los tejidos a los 42 dias de edad. La alimentacion programada tiende
a reducir el peso corporal de las aves y consecuentemente reduce la tasa metabdlica y el
requerimiento de oxigeno, lo anterior disminuye la generacion de ROS y por lo tanto la
lipoperoxidacion. Por su parte, Nain et al. (2008a) informaron que los pollos de engorda
comerciales de rapido crecimiento, tienen un alto riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca junto
con un mayor estrés oxidativo como resultado de la hipoxia continua; en su investigacion, el estrés
oxidativo causo dafios a los tejidos y agotd el suministro de antioxidantes de los pollos de engorda.
En el presente estudio, los animales expuestos a 2250 msnm y elevado consumo de alimento
(tratamiento AP100) presentaron un agotamiento mayor de la capacidad antioxidante total medida
mediante la prueba de FRAP en el tejido pulmonar a la edad de 42 dias (P<0.05), en comparacién
con los tratamientos AP90, AP80 y AP70, con lo cual se puede suponer que la AP atenua el efecto
de la hipoxia sobre el tejido pulmonar y por lo tanto sobre la produccion de estrés oxidativo. No
obstante, en el tejido cardiaco, la capacidad antioxidante total se encontré disminuida en los
tratamientos AP100, AP90 y AP80 si se les compara con el tratamiento AP70. El corazén es uno
de los 6rganos que mas consume energia, lo que requiere un suministro constante de oxigeno para
mantener sus funciones metabdlicas (Giordano, 2005). En el tejido cardiaco, las mitocondrias
comprenden el 30% del volumen del cardiomiocito (Sheeran y Pepe, 2006), los principales sitios
de ROS estan en el complejo I y Il de la cadena transportadora de electrones ubicada en la
membrana interna de las mitocondrias. Durante el metabolismo normal entre 1 y 2% del oxigeno
se convierte en ROS (Incalza et al., 2018). Por lo tanto, el tejido cardiaco de las aves de los

tratamientos AP100, AP90 y AP80 se encontraban bajo un mayor estrés oxidativo y las
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disminuciones de consumo de alimento no fueron suficientes para equilibrar el sistema
antioxidante, contrario a lo que sucedi6 en el tejido pulmonar. Cabe mencionar que el efecto
producido por el estrés oxidativo sobre el tejido cardiaco puede estar intimamente asociado con el
incremento de la relacion VD:AV en los tratamientos AP100, AP90 y AP80 mismos que se
encontraban por encima del indice convencional (>0.27), el cual puede ser producto de la
hipertension pulmonar, debida a la sobrecarga del ventriculo derecho, ocurrida durante la
exposicion a la elevada altitud (2250 msnm). Sin embargo, algunas investigaciones han establecido
nuevas vias para el desarrollo de la hipertrofia cardiaca que destacan el estrés oxidativo como el
mediador principal. Para apoyar la participacion del estrés oxidativo, se realiz6 un estudio que
evalud tanto las células del musculo liso como las celulas endoteliales en el desarrollo de la
remodelacion de la arteria pulmonar bajo hipoxia crénica. En este estudio se encontré que dicha
remodelacion arterial se produce a través de un factor mitocondrial que requiere a la Proteina
Rieske-hierro-azufre (RISP, por sus siglas en inglés), una proteina del complejo mitocondrial 111
necesaria para la generacion de ROS. El agotamiento de RISP en las células endoteliales y las
células del masculo liso previno la hipertension pulmonar inducida por hipoxia crénica, pero no
evitd la hipertrofia del ventriculo derecho, lo que sugiere que la remodelacion del ventriculo
derecho en hipoxia crénica ocurre a través de un mecanismo independiente del aumento de la
presion de la arteria pulmonar (Waypa et al., 2016). Por lo tanto, la hipertrofia ventricular derecha
podria ser producida directamente por las ROS inducidas por hipoxia.

Surai, (2006) indicé que GSH-Px se asocia con una mayor proteccion contra el estrés oxidativo
originado por diversas manipulaciones ambientales o nutricionales. En efecto, GSH-Px es una
enzima bien regulada y su mayor actividad puede considerarse como un importante mecanismo de
proteccién en condiciones de estrés (Surai et al., 2018). La actividad de GSH-Px en el pulmoén esta
intimamente relacionada con la proteccion de las células de éste tejido contra la exposicion al
oxigeno y a los contaminantes oxidantes del aire (Tappel et al., 1982). Igbal et al. (2002)
encontraron una mayor actividad de la GSH-Px en mitocondrias de células pulmonares de pollos
gue presentaban SA en relacién con un control. No obstante, la actividad de GSH-Px en el tejido

pulmonar de las aves de 42 dias de edad del presente estudio fue menor en los tratamientos AP100
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y AP90 que tuvieron mayor predisposicion de presentar SA debido al elevado consumo de alimento
y a la altura de 2250 msnm. Del mismo modo, la actividad de GSH-Px en el tejido cardiaco fue
menor en las aves de los tratamientos AP100 y AP90 en comparacion con las aves de los grupos
AP80 y AP70. Datos que coinciden con los generados por Pan et al. (2005) quienes reportan que
la actividad de GSH-Px aumenta cuando se realiza una alimentacion programada del 80% y el 60%,
ademas encontraron una correlacion negativa entre la actividad de GSH-Px y la remodelacion
vascular pulmonar que esta asociado con el aumento del estrés oxidativo. Cabe destacar que las
meras condiciones de hipoxia hipobarica impuestas por la altitud de 2250 mshm causaron estragos
en la actividad de GSH-Px. Tappel et al. (1982) en su investigacion exhaustiva sobre la actividad
de GSH-Px en tejidos de diferentes especies animales informaron que dicha actividad es de 27
nmolNADPH/min/mg de proteina en el tejido cardiaco y de 10 nmoINADPH/min/mg de proteina
en el tejido pulmonar de pollos. En la presente investigacion se observé que la actividad de GSH-
Px se encontraba mermada por el simple efecto de la altitud de 2250 msnm ya que la actividad de
GSH-Px en el tejido cardiaco del grupo con menor estrés oxidativo (AP70) fue de 6.49
nmoINADPH/min/mg de proteina y el de mayor estrés oxidativo (AP100) fue de 3.80
nmolNADPH/min/mg de proteina. En el caso del pulmén, la actividad de GSH-Px en el tratamiento
con menor estrés oxidativo (AP70) fue de 5.64 nmoINADPH/min/mg de proteina, mientras que la
actividad de GSH-Px en el grupo con mayor estrés oxidativo (AP100) presentaba 2.31
nmolNADPH/min/mg de proteina. Lo cual sugiere que, a pesar del estrés oxidativo en el que se
encuentran las aves debido a la hipoxemia generada por la hipoxia hipobérica, la alimentacién
programada mejoré la actividad antioxidante enzimatica de las aves donde fue aplicada pues se
sabe que GSH-Px juega un papel crucial en la inhibicion del proceso de lipoperoxidacién y, por lo
tanto, protege a las células del estrés oxidativo (Ighodoro y Akinloye, 2018).

La primera linea de defensa de los pollos contra las ROS es el acido ascérbico. Las aves son
capaces de sintetizarlo, principalmente en los rifiones (Leeson y Summers, 2001), debido a que
poseen la enzima L-gulonolactona oxidasa para poder hacerlo (Gan et al.,, 2018). Su
suplementacion regularmente no se practica; sin embargo, existen algunas situaciones en las que

la capacidad de sintetizarlo se ve superada (p.e estrés) (Whitehead y Keller, 2002). En el
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experimento presentado aqui, se pudo constatar que las aves mayormente expuestas a SA generada
por la altitud de 2250 msnm y los altos consumos de alimento (grupos AP100 y AP90), presentaron
una menor concentracion de acido ascérbico en el tejido pulmonar en comparacion con los grupos
AP80 y AP70 (P<0.05). En el tejido cardiaco se observo el mismo efecto, pero desde el dia 21 de
edad; al dia 42, las reservas de acido ascérbico de las aves de los grupos AP100 y AP90 se
encontraban abatidas si se les compara con las concentraciones de los grupos de menor consumo
de alimento (AP80 y AP70). Enkvetchakul et al. (1993) demostraron que los niveles de acido
ascorbico en los pulmones de pollos de engorda con SA alojados en un entorno con poca
ventilacion durante 7 semanas eran bajos. Como ya se ha tratado anteriormente, las aves de los
grupos AP100 y AP90 presentaban una marcada signologia de SA, por lo que no es sorprendente
que las concentraciones de acido ascorbico fueran bajas en estos animales ya que la actividad del
acido ascorbico como antioxidante en un entorno estresante, es ardua. El &cido ascorbico puede
actuar como antioxidante por dos mecanismos: en primer lugar, puede reaccionar con radicales
libres acuosos como el hidroxilo y radicales peroxilo donando un electrén para apagar su
reactividad. Los radicales libres de ascorbilo, que son menos reactivos, pueden ser reducidos a
acido ascarbico o bien oxidado para formar acido deshidroascérbico (Whitehead y Keller, 2002).
En segundo lugar, el &cido ascdrbico es capaz de donar un electrén al radical tocoferil regenerando
asi al tocoferol (Smirnoff, 2018).

Desafortunadamente, no existe literatura disponible acerca de los efectos de la AP sobre los
niveles de &cido ascorbico en tejidos de aves con SA. Sin embargo, el efecto del acido ascérbico
sobre los radicales libres producidos en aves que presentan 0 son susceptibles a SA esta bien
respaldado por los estudios donde se ha realizado su suplementacion. Nain et al. (2008b)
administraron 400 mg de Vitamina C/ kg de alimento en aves sometidas a bajas temperaturas para
inducirles SA. En su estudio, concluyeron que existe un efecto beneficioso en la suplementacion
con Vitamina C gracias a sus propiedades antioxidantes o debido a sus funciones como cofactor de
otras reacciones enzimaticas pues las aves suplementadas y expuestas a SA tuvieron los mismos
niveles de MDA que el grupo control no expuesto. En otro estudio, Qiu-Feng et al. (2016) midieron
el efecto de administrar 1000 mg de Vitamina C/kg de alimento sobre la remodelacion vascular
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pulmonar y la expresion relativa del HIF-1a en pollos bajo un modelo de estrés por frio para inducir
SA. Los autores reportan que la Vitamina C redujo la expresion de los genes de HIF-1a y también
afecto positivamente la remodelacion vascular pulmonar al aliviar el estrés oxidativo de las aves.
Finalmente, Yang et al. (2014) reportaron que las aves bajo condiciones de estrés por frio y
suplementadas con 1000 mg de vitamina C/kg de alimento incrementan su capacidad antioxidante

total medida en el suero sanguineo en comparacion con las aves que no recibieron suplementacion.

En conclusion, la alimentacion programada al 80% y 70% beneficia a las aves que son criadas a
elevada altitud debido a que reduce la tasa de mortalidad por SA, mejora la conversion alimenticia
y la produccién de kg de carne (esto ultimo en el tratamiento al 80%); fisiol6gicamente, logra un
mantenimiento de la homeostasis de la glandula tiroides en un entorno con baja disponibilidad de
oxigeno lo que se traduce en un mejoramiento de la CAM de los tratamientos AP80 y AP70
respecto a AP100 y AP90. Finalmente, esta investigacion muestra evidencia de que el protocolo de
la AP al 80% y 70% aqui presentado es eficiente para atenuar las condiciones de estrés oxidativo
en el tejido cardiaco y pulmonar de aves criadas a elevada altitud (2250 msnm), lo cual se relaciona
con la disminucion del SA, obteniendo pardametros productivos competitivos ante los programas

de alimentacion ad libitum.
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