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1.1 Resumen

En México la meleagricultura es la tercera actividad avicola comercial de
importancia después de la produccion de pollo de engorda y gallina ponedora; ya
que en el ano 2019 se alcanzé una produccion a nivel nacional de 11,815
toneladas. (Santos y Segura, 2020). La linea de pavos mas comun utilizada en
México es Nicholas 700, considerada un ave pesada especializada en carne
(Concepcion, 2021), teniendo como caracteristica principal color blanco, aunque
se pueden encontrar en tonos bronceados y negros con doble pechuga (Valarezo
et al, 2016).

El tratamiento de pico, conocido comunmente como despique, es el corte de un
cuarto del pico, pudiendo ser aplicado en la valva superior e inferior o solo superior
(Sarasara, 2019). Los tratamientos de pico utilizados comunmente en
producciones pequenas y medianas son el tratamiento mecanico; el cual se realiza
con tijeras afiladas, y tratamiento con cuchilla mecanica caliente; en el cual se
utiliza una despicadora que calienta una navaja mecanizada y se corta el pico al
bajar esta (AVMA, 2017).

El presente proyecto utilizaron 80 pavos linea Nicholas 700 a los cuales se les
dividio en grupos de 20 animales y se les aplicaron los siguientes tratamientos:
A) suplemento y cuchilla mecanica, B) suplemento y cuchilla caliente, C) cuchilla
mecanica y D) cuchilla caliente. El suplemento con acido ascérbico (vitamina c) y
acido acetoxibenzoico, fue suministrado en el agua siguiendo indicaciones del
fabricante durante 4 dias previos al tratamiento de pico retirandose 18 horas antes
del tratamiento, se tomaron muestras de sangre basales, el dia del tratamiento (0)
y 1, 7 y 68 dias post tratamiento, ademas de muestras de picos para analisis
histopatolégico y la medicion de longitud de las valvas de los pavos a las 14
semanas de vida. De igual manera, se evaluaron los dafios a nivel tisular mediante
mediciones de biomarcadores de estrés oxidante (GSH y MDA).

En general, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
mecanico y con cuchilla caliente, a nivel histolégico entre 5, 7 y 14 semanas de
vida, encontramos diferencias entre el proceso de cicatrizacion segun el
tratamiento y entre la longitud final de la valva superior a las 14 semanas; ademas
de encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
marcadores de estrés oxidante entre tratamientos de pico y con y sin suplemento
vitaminico y a lo largo del dia previo (basal), dia del tratamiento (dia cero), 1,7 y
68 dias después del tratamiento.



1.2 Introduccioén

El pavo doméstico (Meleagridis gallopavo) tiene sus origenes en Norteamérica, en
lo que hoy es México, EUA y Canada; donde era considerado un alimento para los
pueblos americanos originarios. El pavo domesticado fue introducido en Espafa
en 1498, procedente de México, en donde se les llamd “gallos de las indias”
(Concepcion, 2021).

Hoy en dia hay una tendencia en la produccién de pavos con gran peso; sin
embargo, esto esta acompanado de problemas de patas y acumulacion de grasa
(Concepcion, 2021). Ademas, para la produccion industrial de pavos requiere de
cruzamientos o “hibridos comerciales” especializados en la produccion de carne,
con tasas de crecimiento aceleradas, precocidad, ancho y profundidad del tronco
(Concepcion, 2021). Estas lineas especializadas son el producto de cruces de
dos 0 mas lineas con el objetivo de alcanzar caracteristicas productivas superiores
al promedio de las lineas originales (Concepcion, 2021). Estas lineas tienden a
tener plumaje de color blanco y se les denomina “pavos de doble pechuga” y son
clasificados como pesados, medianos y ligeros (Concepcion, 2021).

En México, la meleagricultura (actividad zootécnica relacionada con la crianza de
pavos) es la tercera actividad avicola comercial de importancia después de la
produccion de pollo de engorda y gallinas ponedoras. En el afo 2019, se
produjeron a nivel nacional 11,815 toneladas de pavo, lo que representd un
aumento del 10% con respecto al afio anterior. Sin embargo, esta produccion solo
alcanza para el 10% del consumo nacional, siendo completada con importaciones
de Estados Unidos (Santos y Segura, 2020).

En el afio 2020, la produccion nacional de pavo llegé a 17,083 mil toneladas,
siendo los principales estados productores Yucatan (28.8%), Puebla (15.6%),
Estado de México (12.6%) y Veracruz (7.9%) (COMECARNE, 2021).

En México el consumo per capita de pavo y derivados es de 0.8 Kg, mientras que
si se incluyen exportaciones se llega a 1.43 kg anual (CEDRSSA, 2019), teniendo
como excepcidn el estado de Yucatan, donde el consumo alcanza 5 kg per capita
(Santos y Segura, 2020).

A nivel mundial Avigen Turkeys se encarga de la distribucion de la linea genética
Nicholas, considerada como una linea pesada especializada en la produccion de
carne (Concepcion, 2021). Esta es la linea mas comun utilizada en México,
ocupando un 42.2% de la poblacién nacional en sistemas intensivos. Tiene
plumaje color blanco, pero se encuentra en variante bronceada y negra de doble
pechuga (Valarezo et al, 2016).



Caracteristicas del pavo

El pavo presenta cabeza con piel desnuda de color rojo palido con variaciones
azules recubierta con verrugas y caniculas de diversos tamafios de color rojo de
intensidad variable, sobre la frente presentan un apendice o moco que varia de
longitud segun el estado de exitancion del pavo y que tiene mayor desarollo en
machos. En la parte superior del pecho presentan un penacho o plumén de hasta
15 cm de largo en el macho, mientras que el plumaje va de tonos negros a
marrones en aves de traspatio a colores mas claros o blancos en lineas
comerciales (Cantaro, 2010).

En estado silvestre los pavos presentan conductas gregarias y forman grupos con
jerarquias bien establecidas, donde los machos forman grupos en torno a machos
dominantes, los cuales son mas agresivos con machos que no pertenecen a la
parvada. Ademas, la agresividad es variable segun el tamafo del grupo, ya que en
grupos pequenos donde es mas facil el reconocimiento de congéneres se
presentan con mas frecuencia comportamientos agresivos que en grupos de
mayor tamafo. Se puede distinguir a los machos dominantes ya que estos
presentan mayor tamafo en el apéndice y mayor grosor y color en la zona de la
cabeza y cuello, que sirve como atrayente sexual (Gonzales, 2020).

Por el contrario, en pavos de sistemas de produccién la falta de estimulos
maternos o “imprinting” produce aturdimiento o retraso en los comportamientos,
debido a la falta de referencia o imitacién, siendo animales que presentan una
adaptacion mas lenta a estimulos y al medio en general, ademas presentan mayor
sensibilidad a sonidos y luz. Debido a esto, necesitan de fuentes de luz cercanas a
los comederos y lugares cercados con fuentes de calor, en algunos casos
presentan retraso o inhibicién en el consumo de alimentos, por tanto tanto se
requiere del uso de comederos de colores llamativos o que reflejen luz para llamar
su atencion (Cantaro, 2010).

No obstante, los pavos en sistemas de produccion generan jerarquias y se
relacionan de forma similar a los pavos en estado silvestre, todo esto condicionado
por las condiciones de alojamiento del galpén, densidad animal, numero de
comederos, horas luz, ruidos externos, personal, entre otras. Tomando esto en
cuenta encontramos una alta incidencia de aves heridas y/o muertes por agresion,
ya que no presentan con espacio para evitar a los agresores dominantes, ademas,
la falta de estimulos provoca conductas de socializacion como el picoteo amistoso
y el picoteo agresivo no se puedan diferenciar, llevando al picoteo de plumas y
piel, generando lesiones leves a canibalismo entre miembros de la parvada, estos
comportamientos agresivos también estan relacionados con estresores externos
propios de las instalaciones como son temperatura, humedad, restriccién de



alimento, densidad animal, deficit de nutrientes en la dieta, restriccion de agua y
alimento entre otros (Gonzales, 2020).

1.2.1 Anatomia del pico

El craneo de las aves se presenta una fusidon de los huesos de la cara para dar
lugar a la formacion del pico, donde el pico superior es formado por los huesos
premaxilar, maxilar y nasal, mientras que la valva inferior se encuentra formada
por cinco huesecillos fusionados para formar la mandibula. Ademas, presentan un
solo condilo occipital y el hueso cuadrado, que conecta la mandibula con el craneo
(Ramirez et. al., 2019).

El pico toma el lugar y funcién de los dientes, permitiendo una union fuerte entre
las valvas. En el caso de la valva superior, al estar unida con el craneo no tiene un
amplio rango de movimiento, mientras que la valva inferior presenta movilidad libre
en relacion con el craneo. Debido a sus movimientos opuestos, las valvas son
capaces de producir un agarre similar al de pinzas y su forma se debe a la
adaptacioén de los habitos de alimentacion de las mismas (Horst, 2016).

En las aves de corral, el pico es parecido a una piramide con la base dirigida a los
ojos, mientras que los huesos faciales forman placas finas y delicadas, las cuales
forman la base Osea para la mandibula rostral y rodean la cavidad nasal.
Rostralmente se encuentra la mandibula rostral formada por los huesos
premaxilares y maxilares, estan inervados por el nervio optico. El hueso maxilar se
une con el premaxilar antes de llegar a la porcion terminal de la valva superior y en
la porcion ventral cuenta con hueso palatino, que forma el paladar duro (Horst,
2016).

b i Maxilar
remaxilar
Maxilar B

Premaxilar

Palarina

Figura 1: Huesos que conforman la valva superior. A) vista lateral, B) Vista ventral.
Adaptado de Horts 2016

Los componentes externos del pico son: la ranfoteca, una porcién endurecida de
queratina que recubre la parte superficial de las mandibulas rostrales que terminan
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en el tomium. El rictus es la porcién carnosa que se encuentra en la porcion
caudal del pico. La tercera region del rostro del ave es la cavidad nasal, que sirve
para tomar como referencia al momento de realizar el corte de pico, pero esta
ultima no forma parte del pico (Kuenzel, 2007).

Figura 2: Estructuras superficiales que conforman el pico

1.2.2 Histologia del pico

Histologicamente el pico posee elementos similares a la piel, un epitelio plano
estratificado queratinizado . El pico de las aves esta conformado por: epidermis,
dermis, tejido conectivo y en el estrato mas profundo encontramos hueso. La
epidermis esta constituida por un epitelio plano estratificado queratinizado que
cuenta con diferentes poblaciones celulares, dentro de las mas importantes
tenemos: queratinocitos, melanocitos y células de Langerhans, mientras que las
células de Merkel, en las aves, no se localizan en la epidermis, sino en la dermis
(Gonzales, 2014).

Los queratinocitos son la poblacion celular mas abundante de la epidermis,
formando parte de los estratos basal, intermedio y corneo. Las unicas células que
tienen actividad mitdtica y reemplazan las células superficiales pérdidas son las
que se encuentran en el estrato basal. Las células que van ocupando estratos mas
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superficiales sufren procesos de diferenciacidon: queratinizacion y lipogénisis. Esta
capacidad de los queratinocitos de las aves para sintetizar y acumular lipidos,
ademas de queratina, les ha dado el nombre de seboqueratinocitos (Gonzales,
2014).

V Estrato intermedio Darrnis ‘
Estrato basal Estrato corneo Epidermis

Figura 3: Histologia del pico.

Durante el proceso de queratinizacion los queratinocitos sintetizan y concentran
filamentos de queratina, esto comienza con la apoptosis celular a partir del estrato
intermedio y finalizando en el estrato corneo; donde las células poseen
mayorcantidad de queratina. Durante la parte final la queratinizacién, la
cornificacién, se depositan en la cara interna de la membrana celular proteinas
con elevadas concentraciones de queratina asociada a otras proteinas, esta parte
del proceso involucra la apoptosis del queratinocito, ademas de la pérdida de
organelos y el nucleo. Durante este estado la célula se denomina queratinocito y
forma parte del estrato cérneo, compuesto de células muertas queratinizadas
(Gonzales, 2014).

El proceso de cornificacion tiene diferentes tipos de empaquetamiento de las
proteinas, lo cual causa que pueda ser blando, como en la epidermis; o duro,
como en caso de garras, pico y plumas y escamas, en donde junto al proceso de
cornificaciéon se da la acumulacion de depédsitos de calcio o una concentracion
mayor de proteinas en la membrana celular (Gonzales, 2014).

Otra area histolégica del pico es la dermis de la valva superior en la que se
encuentran capas de células, tejido O6seo, ademas de mecanoreceptores

12



(corpusculos de Herbsty Grandry), vasos sanguineos, vainas perineuronales y
terminales neuronales libres (nocioceptores de dolor y receptores de temperatura).
Por ultimo, en la capa mas profunda de esta regidbn se encuentra el hueso
premaxilar (Kuenzel, 2007), mismo que estd fusionado en su porcién anterior
desde el desarrollo embriologico, y estando unido con el hueso nasal por la linea
media; ademas el premaxilar forma gran parte del margen rostral en aves y se
extiende posteriormente rodeando las narinas y separando ambos huesos nasales
hasta el nivel del lagrimal. (Chiappe, 1992)

Receptores del pico

Los corpusculos de Herbsty Grandry: se encuentran en la zona de la dermis
de la piel del pico, estan inervados por neuronas aferentes del trigémino y
dan al ave y pueden alcanzar densidades de hasta 150 por milimetro
cuadrado, se encargan de mandar sefales tactiles, esto quiere decir que
son mecanorreceptores, perciben fuerza mecanica ejercida (Schneider et al
2014).

Las células de Merkel: en aves se encargan de la sensaciones tactiles no
se encuentran en la epidermis, sino que se encuentran en la hipodermis,
teniendo acomodo lineal con terminaciones nerviosas rodeadas por células
lamelares (Soliman y Madkour, 2017).

Los corpusculos de Ruffini: en aves tienen funcién de termorrecepcién y de
estiramiento, se pueden encontrar en la piel, base de la pluma, capsula
sinovial y pico; son descritos como una modificacion del final un nervio
donde el axén estda rodeado de una capsula de colageno (Soliman y
Madkour, 2017).

Quail Beak
— (
¢ 1 3
PRI, e -
q Caudal Middle Cranial - Tip
0.95% 0% 14.28% 3.8°% Herbst
1.9% 0% 51.42% 2.892% Ruffini

0% 0% 12.38% 12.38% Merkel

Figura 4: Localizacién de receptores en pico Adaptado de Soliman y Madkour

2017
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1.2.3 Tratamiento de pico

El tratamiento de pico, también conocido como despique, es el corte de
aproximadamente un cuarto del pico, que puede ser aplicado en la valva superior,
inferior o ambas (Sarasara, 2019). Generalmente, se toman como referencia las
fosas nasales (Pescador, 2018). Cabe aclarar que el nombre correcto, segun la
Nomina Anatomica Avium en su segunda edicion del afio 1993, de la zona que
corresponde a donde se realiza el tratamiento de pico se llama rostrum maxilare,
ademas, el tratamiento también afecta a la zona del tonium maxilare (Baumel,
1993) ; no obstante, el nombre con el que se le conoce comunmente a esta zona
en clinica y/o sistemas de produccion es valva o pico.

El corte de pico es una practica generalmente realizada en producciones avicolas
de Estados Unidos y América Latina y se realiza con el fin de disminuir el
desperdicio de alimento, prevenir el canibalismo en parvadas, evitar pérdida de
plumas por picaje o pica y disminuir la incidencia de prolapsos cloacales por
picaje. Estos comportamientos negativos o no deseados que pueden causar altas
tasas de lesiones, angustia y muerte en las parvadas que cuentan con densidades
elevadas de aves por metro cuadrado (Sarasara, 2019). Lo cual tiene
implicaciones negativas para el bienestar de las aves y la eficiencia productiva de
las unidades pecuarias.

Técnicas de tratamiento de pico

En el presente trabajo se describiran solamente las técnicas de tratamiento de
cuchilla mecanica y caliente al ser las mas empleadas en pequenas a medianas
producciones avicolas comerciales. El tratamiento de pico mediante laser infrarojo
es considerado el estandar de oro pero solo se puede realizar en aves recién
nacidas y requiere un equipo especial que se encuentra en las granjas
incubadoras. Debido a esto el acceso a este tipo de tecnologia puede verse
limitado para productores que no cuentan con un sistema totalmente integrado o
tecnificado de produccion.

Técnica de tratamiento de pico mecanica: se caracteriza por el uso de una navaja
o tijeras de poda para cortar las valvas. Esta técnica limita el dafio producido a la
zona donde se realiza el corte, pero esto no garantiza ser el método mas preciso.
Los pavos que son despicados usando tijeras tienen relativamente poco dafio en
el tejido detras de la linea de corte y el sangrado tiende a detenerse a las 24 horas
post despique. Es posible observar recuperacién de los tejidos lesionados post
tratamientos, ya que pasados 21 dias post despique en pollitos se describe un
incremento en la longitud del pico con aumento en el tejido éseo del pico, mientras
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que en la dermis se observa un aumento en la vascularizacion pero no hay
desarrollo de nuevas fibras nerviosas (AVMA, 2017).

Técnica de tratamiento de pico con cuchilla caliente: se caracteriza por utilizar un
equipo especifico conocido como despicadora, el cual consta de una cuchilla
calentada y mecanizada para su ejecucion. Este método causa dafo en los tejidos
aledafios a la linea de corte, el dafio realizado en la zona depende de la
temperatura de la cuchilla al momento del corte y el tiempo que se mantenga en
contacto la valva con la cuchilla. Existe una recuperacion en la zona de tejidos
lesionado ya que a los 21 dias post despique en pollitos se observa irrigacion
normal, ausencia de fibras nerviosas adyacentes a la linea de corte, pero a
diferencia del método anterior, no hay crecimiento del pico (AVMA, 2017).

Efectos secundarios al tratamiento de pico
En cuanto a los efectos secundarios al despique se reportan los siguientes:

e Dolor: existe evidencia que indica la presencia de neuromas (es el resultado
de una regeneracion fallida de nervios que han sido seccionados parcial o
totalmente, formando un ndédulo, este puede ser o no doloroso,
dependiendo si hay presencia de fibras sensitivas (Fernandez et al, 2004) al
realizar el despique con cuchilla caliente, la cauterizacion en aves de
postura adultas ha mostrado dafos 2 a 3 mm de distancia la linea de corte,
debido a la temperatura de la navaja. Diez dias post despique se observo
que las terminaciones nerviosas de las gallinas comenzaban a crecer con
nudos en la porcion final del nervio, mientras que a los 15 dias los
neuromas eran claramente visibles. Se observa que las fibras nerviosas
contindan con su desarrollo pero sin capacidad de inervar estructuras de la
dermis debido al tejido cicatricial; causando que las fibras nerviosas
crezcan sobre si mismas y generando fibras nerviosas entrelazadas en los
tejidos adyacentes. Los neuromas observados en aves son similares a los
que se pueden encontrar en humanos con miembros amputados que
experimentan dolor fantasma crénico (AVMA, 2017).

e Cambios del comportamiento: las aves que han sido despicadas con tijeras
tienden a pasar mas tiempo realizando comportamientos pasivos, como son
descansar, estar de pie, ademas de comportamientos de defensa como
mantener la cabeza bajo las alas, comportamiento relacionado con dolor.
En muchos casos estos comportamientos desaparecen a las 3 semanas
post despique, pero algunos pueden persistir por meses. Se ha encontrado
una relacion con comportamientos normales en ocasiones donde se deja

15



una porcién de la valva sin cortar, esto es debido a que las aves tienen
mayor sensibilidad en la porcién restante de la valva. Mientras que aves
despicadas a edad temprana tienden a tener comportamientos iguales a los
de aves que no fueron despicadas (AVMA, 2017). Otros cambios
conductuales son el acicalarse y por consecuencia la calidad del plumaje.
Estudios comparativos en parvadas encontraron que las diferencias en
calidad del plumaje entre animales despicados y con pico completo se
deben a la reduccién en picaje y no a mayor tiempo de acicalamiento.
Ademas, se ha reportado que si el despique se realiza a las 16 semanas de
vida en comparacion con aves despicadas a 5 semanas, el tiempo que
pasan acicalandose se ve disminuido y no regresa a los tiempos registrados
en aves con pico completo (Kuenzel, 2007).

Cambio en el consumo de alimento y agua: se ha reportado que el
despique a edad temprana reduce el consumo de alimento y ganancia de
peso durante las primeras 2 a 3 semanas posteriores al despique, llegando
a parametros normales a la edad de madurez sexual. Una causa sugerida
de esta variacion es que el ave requiere mas precision para realizarlos, ya
que esta actividad se compone de 5 partes: atraccidn y reconocimiento del
alimento, orientacion de la cabeza del ave hacia el alimento, rapida apertura
del pico cerca del alimento, movimientos de mandibula para pasar el
alimento del extremo anterior al fondo del pico y deglucion. Mientras que
para el consumo de agua se recomienda utilizar bebederos que no
requieran del uso de fuerza por parte del ave para su consumo, siendo
mejor la implementacion de bebederos tipo plasson o de copa las primeras
24-48 horas post despique (Kuenzel, 2007).

En general, los efectos adversos del tratamiento de pico se mantienen del dia 1 a
10 post despique. Se ha observado que los efectos negativos se ven mitigados en
casos donde el despique se lleva a cabo a edad temprana de vida en comparacion
con animales despicados a edad avanzada (AVMA, 2017).

1.2.4 Estrés oxidante

Los procesos metabdlicos en los seres vivos son una relacidon de reacciones
quimicas sincronizadas entre si y reguladas por la célula, con la finalidad de
mantener la homeostasis; la actividad metabdlica celular requiere de oxidacion de
compuestos, como la glucosa y &acidos grasos, a nivel mitocondrial liberan
electrones, transportados a moléculas de oxigeno por medio de la cadena
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respiratoria, generando con esto la produccion de Adenosin Trifosfato (ATP) por
medio de la fosforilacion oxidativa, pero, cuando las moléculas de oxigeno no se
reducen de forma completa forman moléculas conocidas como Radicales libres de
oxigeno (RL), que actuan como agentes oxidantes (Martinez, 2010).

El estrés oxidante puede ser definido como el desequilibrio de los sistemas
antioxidantes de un individuo se ven sobrepasados por las concentraciones de RL
y/o hay una respuesta antioxidante disminuida, esto estad relacionado con
enfermedad, envejecimiento y dano celular (Mayor, 2010).

El proceso de estrés oxidante puede ser dividido en tres etapas tomando en
cuenta los dafios estructurales y funcionales causados a las células por la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO):

e Adaptacion, periodo en que la célula reacciona a la sobreproduccién de
ERO y se lleva a cabo la activacién de los sistemas antioxidantes para
protegerse del dafo de forma parcial o total (Guzman y Pacheco, 2021).

e Agudo: a causa de una respuesta leve del estrés oxidante se presentan
cambios menores en la funcidén y estructura celular, este proceso es
mediado por las ERO anién superdxido (O%) y el peroxido de hidrégeno
(H,0,.) (Guzman y Pacheco, 2021).

e Cronico: se debe a la presencia de modificaciones provocadas por las
biomoléculas celulares, que ocasionan la liberacibn de una segunda
generacion de productos de oxidacién, moléculas que aumentan el dafo a
células y tejidos, llevando a apoptosis y dafios irreversibles, este proceso es
mediado por el radical hidroxilo (OH) (Guzman y Pacheco, 2021).

Bienestar animal y su relaciéon con el estrés oxidante

Seyle define por primera vez la expresion de estrés en el aino 1926 como una
respuesta al estimulo o agente que produce reacciones de estrés, también
denominado estresor, hasta ese momento el concepto de estrés era utilizado en
ingenieria para los efectos de una fuerza contra una resistencia; a partir del siglo
XX se le relaciona al estrés con un elemento causal de malestar y que esta
relacionado con enfermedades (Barrio, et. al., 2006). Mientras que segun el
Cadigo Terrestre el bienestar animal es el estado fisico y mental de un animal en
relacion con las condiciones en las que vive y muere (OMSA, 2022).

Al ser el bienestar animal un tema multidisciplinario en el que se engloban temas
cientificos, éticos, econdmicos, culturales, sociales, religiosos y politicos (OMSA,
2022), siendo ese el caso y tomando en cuenta que el tratamiento de pico es una
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practica que implica manejo estresante para el ave y que requiere de un tiempo de
recuperacion (Rodriguez, 2022), se requiere de métodos para cuantificar los dafios
ocasionados por este tratamiento y las implicaciones durante el proceso de
recuperacion.

1.2.5 Radicales libres

Se le llama RL a moléculas que presentan un electron desapareado o impar en el
orbital externo, causando una configuracién inestable (Mayor 2010). Mientras que
se denominan ERO a moléculas que contienen oxigeno, pero tienen diferente
reactividad quimica (Carbajal, 2019). Son metabolitos de oxigeno que tienen
capacidad oxidante que varia entre ellos. Los ERO incluyen especies oxidantes y
no oxidantes y son producidos en diferentes sistemas celulares localizados en la
membrana celular, el citoplasma, el reticulo endoplasmatico y la mitocondria
(Carbajal, 2019).

Dentro de las fuentes mas importantes para la creacién de RL tenemos a la
mitocondria, los peroxisomas, leucocitos polimorfonucleares (activados por la
accion de interleucinas durante procesos inflamatorios) y la enzima xantina
deshidrogenasa, presente en endotelios (Mayor, 2010).

Tabla 1: Especies reactivas de oxigeno (ERO). Adaptado de Mayor 2010 y
Carbajal 2019

ERO

Radicales Superoxido (O%)
Hidroxilo (OH)

Radical Alcoxilo (RO*)
Radical Peroxilo (ROQO")

No Radicales Peroxido de Hidrégeno(H,0,)
Oxigeno Singulete o molecular(10,)
Acido Hipocloroso (HOCL)

Ozono (O5)

Peréxido Organico (ROOH)

Acido Hipobromoso (HOBr)

Estudios recientes han encontrado que los ERO no solo tienen funcién de
oxidacion, sino también de mensajeros celulares. Ademas, varios factores de
crecimiento celular se han relacionado con la produccion de ROS para fines de
transmision de sefales, dentro de los cuales destacan: el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de

18



crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento neuronal (NGF),
factor transformador de crecimiento B (TGF-) (Gomez, 2007).

La activacion de las rutas de sefalizacion de las ROS requiere de la activacion de
receptores de proteinas sensibles a radicales libres. Una vez recibidas, comienza
la transcripcion de genes en blanco. Se conocen tres mecanismos por los cuales
los radicales libres regulan funciones proteicas: por la oxidacion de cisteina en la
unién de un factor de transcripcion de DNA, la oxidacién de cisteina en el centro
catalitico de una proteina y la inactivacion de inhibidores que retienen al factor de
transposicion (Gomez, 2007).

1.2.6 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias quimicas que impiden o retrasan la oxidacion de
moléculas, principalmente acidos grasos tanto en alimentos como en organismos.
Otra funcién de los antioxidantes es ayudar al uso de oxigeno por las
mitocondrias, reduciendo los efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno
(Zamora, 2007).

Los sistemas antioxidantes pueden ser clasificados de dos maneras:

Sistema enzimatico: también conocido como enddgeno, es el sistema que
corresponde a enzimas tales como superoxidasa dismutasa (SOD), catalasa,
glutation peroxidasa (GPx), tiorredoxina reductasa y glutation reductasa (GRx)
(Zamora, 2007).

Sistema no enzimatico: también conocido como exdgeno, es un sistema paralelo
al enzimatico, determinado por compuestos llamados depuradores de radicales
libres, que logran retrasar la produccién de los mismos, dentro de estos
encontramos el glutation (GSH), acido lipoico, bilirrubina, ubiquinonas,
bioflavonoides, vitamina E, vitamina C, vitamina A y carotenoides, y minerales
como selenio, cobre, zinc y magnesio (Zamora, 2007).

1.2.7 Biomarcadores de estrés oxidante

Son enzimas especificas, factores o productos derivados del dafo oxidante,
pueden ser medidos y valorados para tomarse en cuenta como indicadores de
estrés fisioldgico en procesos patolégicos o de respuesta a tratamientos con
farmacos (Gonzales, 2019). Algunos de los biomarcadores de estrés oxidante
mas usados son:
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e Malondialdehido (MDA): es un cetoaldehido biomarcador de la peroxidacion

lipidica producido por la descomposicidén de lipidos insaturados, derivados
del metabolismo del acido araquidénico presente en la membrana celular.
Dano tisular puede causar el aumento en MDA y al reaccionar con residuos
de la lisina pueden ocasionar mecanismos inmunoldgicos relacionados con
enfermedades cardiovasculares (Gonzales, 2019).

Glutatiéon (GSH): es parte de los sistemas antioxidantes no enzimaticos o
endogenos, se forma al interior de la célula y se exporta a través de la
membrana hacia el espacio extravascular, tienen una vida media de
segundos a minutos y la concentracibon de GSH en plasma estan
correlacionadas con la GSH presente en tejidos, por lo que la concentracion
de GSH reducido y glutation oxidado (GSSG), el ratio GSH/GSSG se
consideran indicadores de estrés oxidante en el organismo (Gonzales,
2019).

Tabla 2: Biomarcadores de estrés oxidante y pruebas de deteccidén. Adaptada de:

Rossi et. al., 2016

Tipo de medicion

Marcador

Prueba de deteccidn

Medicién directa

ERO

ERN

Electron Spin Resonance
(ESR)

Espectofotmetria
Flourocencia
(2,7Dicloroflourecencia)
Cotometria de
flujo-espectofotometria.

lon Electrode Method

Medicién Indirecta

Malonildialdehido (MDA)

Sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico
(TBARS)

4-Hidroxinonenal (HNE)

F,isoprostanos
(8-0si-PGF,)

Hidroperoxidacion
Lipidica-Hexanoil-Lys
aducto (HEL)

Lipoproteina de baja
densidad oxidada.

Colorimetrico, fluorometric,
ELISA, HPLC

Colorimetrico, fluorimetrico.

GC-MS, HPLC

Colorimétrico, fliorométrico,
ELISA.

ELISA, HPLC.

HPLC, ELISA.
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Carbonilo
3-Nitrotirosina
Tiolproteina

8-Hidroxi-2deoxiguanosina
(8-OHdG)

Ruptura del ADN

Colorimétrico, ELISA
GC-MS. HPLC, ELISA
Colorimétrico, ELISA

HPLC, LC, MC, ELISA

Ensayo Cometa, citometria
de flujo

Antioxidantes

(Antioxidantes enzimaticos)
Superoéxido, dismutasa,
glutation peroxidasa,
catalasa, glutation
reductasa, GHS xantina
oxidasa.

(Antioxidantes no
enzimaticos)
Glutation

Acido ascérbico (AA), a
tocoferol, B caroteno,
licopeno

Zn, Se, Mn, Cu, Fe

Colorimétrico, ELISA

Colorimétrico,
fluorométrico, HPLC

Fotometria de llama

Capacidad Antioxidante

Total Antioxidant Status
(TAS)

Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity
(TEAC)

Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP)

Asymmetric
Dimethylarginine (ADMA)

Colorimétrico

Colorimétrico

Colorimétrico

Colorimétrico
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1.2.8 Vitamina C

El acido ascérbico (AA) o vitamina C es el principal antioxidante no enzimatico
hidrosoluble que se puede encontrar en el plasma sanguineo, principalmente en la
forma de anon ascorbilo (AA°), en menor cantidad como radical ascorbilo (AA™) y
como anién dehidroascorbato (DHA-), las dos ultimas moléculas son generadas
por dos oxidaciones consecutivas reversibles del anién ascorbato (Villagran,
2019).

La vitamina C aparece con la capacidad de sintesis de acido ascérbico en
vertebrados terrestres al final de la era paleozoica, debido al aumento del oxigeno
atmosférico, causando intoxicacion de organismos que no tuvieron la capacidad
de desarrollar un sistema antioxidante (Castillo, 2019).

Metabolismo de Vitamina C

La vitamina C es sintetizada en el higado a partir de moléculas de glucosa por
medio de la enzima L-gluconolactona oxidasa, llegando a sangre por difusion
facilitada de manera oxidada y formando acido dehidroascoérbico (ADA) (Miranda,
2011).

Higado Sangre en forma de ntra a célula por medio
glucosa+L- acido de transportadores de
gluconolactona dehidroascdrbico sodio dependientes de
oxidasa (ADA) vitamina C

h

Al llegar a la matriz

. El ADA es movilizado
intracelular pasa a ser por Wansportadores de
acido ascorbico (AA) glucasa (GLUT)

por accion del glutation.

Figura 5: Metabolismo del acido ascérbico.

Al llegar a la célula es introducida por los transportadores de sodio dependientes
de vitamina C (SVCTs por sus siglas en inglés); el acido dehidroascoérbico (ADA)
es transportado por transportadores de glucosa (GLUT), debido a su semejanza
estructural, una vez que esta alcanza la matriz intracelular pasa a su forma
reducida acido ascorbico (AA") por medio del glutation, ya que si no se da este
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proceso se formarian compuestos de acido diketogluconico y pasarian al
metabolismo del oxalato (Castillo, 2019).

La capacidad de absorcion y reciclaje de ADA por las células se debe a que se
busca mantener la reserva total de ascorbato del organismo para realizar acciones
antioxidantes. La vida media del acido ascérbico (AA) es de 16 a 20 dias. La
concentracion de vitamina esta relacionada con la absorcion intestinal y la
reabsorcién a nivel de los tubulos renales (Miranda, 2011).

En altas concentraciones plasmaticas de vitamina C y de metales de transicion,
por ingesta o hemorragia, se puede facilitar la produccion de radicales libres, en el
uso de compuestos vitaminicos con hierro (Fe) la vitamina C tiene tendencia a
presentar un efecto prooxidante ( Miranda, 2011).

Funcion de la vitamina C

Neutraliza moléculas de oxigeno molecular, captura radicales hidroxilo (OH) y
ayuda a la regeneracion de la forma oxidada de vitamina E (Mayor, 2010).

Reduce otras ROS como el anién superoxido (O%), compuestos como el radical
a-tocoferoxil, sustancia derivada de la interaccion de RL con a-tocoferol y
lipoproteina de baja densidad (LDL), causando su regresion a a-tocoferol por
medio de la accion del ascorbato, regresando sus capacidades antioxidantes.
Experimentalmente, se ha encontrado que dosis elevadas de vitamina C provocan
apoptosis de células tumorales gastricas mediada por proteina quinasa activada
por mitdgenos (p**MAP-kinasa) (Castillo, 2019).

Participa como cofactor de las oxidasas, interviniendo en la formacion de colageno
ya que incrementa la transposicion, traduccion y estabilidad de ARNm del
procolageno, manteniendo al hierro metalico en estado reducido, esto causa la
estimulacién de las oxidadas; ademas, participa en la sintesis de carnitina y
norepinefrina (Miranda, 2011).

En pruebas con aves la suplementacion con vitamina C en agua ha demostrado
reduccién sobre la mortalidad, reduccion en situaciones de estrés por calor y se le
considera una buena practica de manejo (Vela, 2020).
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1.2.9 Acido acetoxibenzoico

El acido acetoxibenzoico, también conocido como acido acetilsalicilico, pertenece
al grupo de medicamentos conocido como antiinflamatorios no esteroideos
(AINES); cuyo efecto es la inhibicion de las prostaglandinas, mediadores de fiebre,
dolor e inflamacién, ademas de inhibir las ciclooxigenasas de forma no selectiva
(Bonetto, 2020).

1.2.10 Ciclooxigenasa y estrés oxidante

Se han reportado efectos de la ciclooxigenasa y estrés oxidante durante periodos
de hipoxia causados por ejercicio 0 exposicion a cambios de altitud con o sin
actividad fisica. Mediante el estudio de tejido muscular tanto de origen animal
como humano se han encontrado indicios de lipoperoxidacion, peroxidacion de
proteinas y dano oxidativo al ADN (Fernandez, 2009).

1.2.11 Importancia de la histopatologia para el diagnéstico veterinario

El estudio de la histologia es la ciencia que se encarga del estudio de los tejidos,
pero su estudio conlleva conocimiento de otras ramas de la medicina como la
citologia, bioquimica, genética y patologia. Su estudio se remonta al ciclo V a.C.
con las primeras descripciones de la formacion de los liquidos corporales vy
humores. El desarrollo del microscopio hizo posibles avances importantes y en la
actualidad es una ciencia necesaria para conocer el funcionamiento de los
organismos, lo que la hace una parte importante de las diferentes carreras del
area de ciencias de la salud (Duarte, 2015).

Mientras que la introduccién del estudio microscopico de los dafios causados en
organos por procesos patoldgicos fue introducido por Virchow, Koch, Rokitansky y
observaciones de enfermedades como la fiebre purpurea por Semelewis y la peste
por Defoe en el siglo XIX sentaron las bases para encontrar correlacion entre las
lesiones y la presentacion clinica de las enfermedades presentadas por los
pacientes (Giraldo, 2011).

Dichos estudios dieron origen a la patologia quirurgica, que se define como el
estudio de 6rganos o partes de 6rganos de un individuo vivo, tomados durante una
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intervencidn quirdrgica para su observacion al microscopio y realizar un
diagndstico histopatologico (Giraldo, 2011).

Por tanto, la histopatologia se puede definir como el estudio de la respuesta de las
células y tejidos en respuesta a una lesibn a nivel microscopico (Zachary,
2017). Aunado a esto, hoy en dia el uso de tinciones como la de
hematoxilina-eosina se han convertido en un pilar del diagnéstico
anatomopatoldégico ( Giraldo, 2011).

1.2.12 Tincién H.E

Los diferentes procesos de tincion de cortes histologicos ayudan a estudiar y
conocer caracteristicas fisicas y celulares de los diversos tejidos que conforman
un organismo. Se efectuan mezclando sustancias conocidas como colorantes, los
cuales se pueden clasificar como acidos, basicos o neutros. En tejidos, los
componentes que retienen o que tienen afinidad por colorantes basicos se les
denomina basdfilos, mientras que los que se llama aciddfilos a los que presentan
afinidad por colorantes acidos (Morén, 1997).

Los colorantes basicos mas importantes son la hematoxilina, el azul de metileno y
el azul de toluidina, estos reaccionan con nucleoproteinas y acidos
glucosaminoglicanos. Mientras que, en los colorantes acidos tenemos a la eosina,
el orange G y la fucsina, tienen afinidad por componentes basicos como las
proteinas citoplasmaticas (Morén, 1997).

1.2.13 Fisiologia de la recuperacién de una herida

El proceso de recuperacién de una herida normalmente pasa por cuatro fases:
hemostasis, inflamacion, proliferacion celular y remodelacion del tejido
(maduracién y contraccion). Estas fases ocurren en secuencia pero pueden
llevarse a cabo en diferentes intervalos de tiempo, e inclusive, pueden existir
zonas en diferentes fases de recuperacion en una misma herida (Zachary, 2017).

Hemostasis.

Hemostasis: cumple dos funciones principales; mantener la sangre en estado
liquido fluyendo en los vasos sanguineos y suprimir la salida del espacio
intravascular de sangre en un vaso lesionado. Esto se da mediante la formacion
de una red de fibrina que proporciona la base para que se lleve a cabo el proceso
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de recuperacion, cuando ya no es necesaria la red de fibrina el sistema la elimina
mediante un proceso conocido como fibrindlisis (Grimaldo, 2017).

La hemostasis puede ser dividida en dos etapas: hemostasis primaria y
hemostasis secundaria (Grimaldo, 2017).

Hemostasis primaria

La hemostasis primaria comienza cuando se dafa un vaso sanguineo y comienza
a formarse el tapon plaquetario, esto ocurre como una solucion en caso de que el
dafo ocasionado al vaso sanguineo exponga el colageno subendotelial, causando
la activacion plaquetaria (Flores et. al.. 2014).

Durante el proceso de hemostasis primaria se llevan a cabo una serie de pasos
para llevar a cabo la formacién del tapén plaquetario, los cuales son: adhesion,
activacion y secrecion y agregacion. El proceso de adhesion comienza cuando las
plaquetas se unen al subendotelio expuesto a sangre, esto permite la union de las
plaguetas con colageno subendotelial, mediante el complejo glicoproteico de
membrana IX (GPiB/IX) y el factor de Von Willebrand (FvW). Tras el proceso de
activacioén, las plaquetas modifican su estructura y adquieren forma esférica con
pseudopodos, a la vez que se lleva a cabo la activacion, las plaquetas comienzan
con la secrecion de sustancias activas, las cuales llevan a cabo funciones de
formacion del tapdn plaquetario y reparacion tisular, como son la epinefrina,
trombina, colageno, el tromboxano A2, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor V y fibrindgeno. Ademas, estas sustancias producen quimiotaxis
plaquetaria y el crecimiento del coagulo, a lo cual se le conoce como agregacion
plaquetaria (Flores et. al., 2014).

En este estadio el coagulo esta conformado por plaquetas degranuladas y poca
cantidad de fibrina, aunque la membrana de las plaquetas activas tiene la
capacidad de acelerar la generacidon de fibrina proveyendo de fosfolipidos utiles
para la conformacion de un coagulo final, siendo el fosfolipido principal el factor de
agregacion plaquetario 3 (Flores et. al., 2014).

Hemostasis secundaria

La hemostasis secundaria es parte del sistema de coagulacion y se puede dividir
en tres etapas: iniciacion, comienza con la exposicion del plasma al factor tisular
(FT, tromboplasmina o Factor lll), encontrado en las membranas celulares, que
combinado con el factor Vlla activan al factor X y Xl, que a su vez pueden activar
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al factor V, causando la generacion de factores Xa y Va, que produce pequefias
cantidades de trombina, importante para la etapa siguiente; la amplificacién,
siendo un activador plaquetario a través de la via de receptores activados por
proteasas (PAR), causando la formacion de una membrana procoagulante, de
plaquetas activas que liberan factor V, Xa, Xl y VIIlI, ademas de fosfolipidos para la
fase final, la fase de propagacion, donde el factor Xa inicia la formacién del factor
protrombinasa, que esta constituido por el factor Va, Xa y calcio, la cual convierte
la protrombina en trombina, subsecuentemente la formacion de fibrina y la
formacion del coagulo (Flores et. a.,/ 2014).

Fibrinolisis

La fibrindlisis se da cuando el vaso sanguineo ha sido reparado y es requerida la
remocién del coagulo de fibrina para normalizar el flujo sanguineo y permitir la
irrigacion de los tejidos aledafios a la herida inicial y se encarga de evitar la
propagacion del coagulo mas alla del lugar de la lesion. Este sistema es regulado
por activadores e inhibidores (Napoles y Napoles, 2012).

La molécula principal encargada de este proceso es el simogeno plasminogeno,
el cual se convierte en una enzima llamada plasmina, que tiene la capacidad de
eliminar la fibrina, el fibrindbgeno y otros factores de la coagulacion (Napoles y
Napoles, 2012).

El activador principal es el activador tisular (tAP) y el activador del plasminogeno,
la uroquinasa (u-PA), mientras que los inhibidores del sistema son el factor
activador de plasminégeno (IAP) e inhibidores de la plasmina, la a2 antiplasmina y
a2 macrogoluna (Napoles y Napoles, 2012).

Inflamacion

El proceso de inflamacién es una cascada de cambios tisulares y celulares en un
organismo vivo, estos cambios causan acumulacién de fluidos, electrolitos vy
proteinas plasmaticas, junto con leucocitos, en tejidos extravasculares,
observados clinicamente con signos como enrojecimiento, calor, inflamacion, dolor
y pérdida de la funcion en el tejido afectado (Zachary, 2017).

La inflamacién es un proceso que los organismos realizan con el fin de diluir, aislar
y eliminar la causa de heridas tisulares, asi como la reparacion del tejido.
Usualmente este proceso se lleva a cabo de forma ordenada mediante sustancias
quimiotaxicas, vasoactivas, proinflamatorias, antiinflamatorias, y moléculas
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citotdxicas. Este proceso tiene una duraciéon que puede ir de unas pocas horas a
pocos dias, en los cuales se lleva a cabo la exudacion de electrolitos, fluidos,
plasma, proteinas y leucocitos, principalmente neutréfilos, para terminar en la
reparacion y recuperacion de la zona afectada; este proceso se puede dividir en
tres fases secuenciales: de fluidos, celular y de reparacion (Zachary, 2017).

Fase de fluidos

Durante la fase de fluidos se llevan a cabo reacciones en los vasos sanguineos
(arterias, capilares y vénulas) de manera secuencial siendo los pasos los
siguientes: incremento de la irrigacion sanguinea (hiperemia) a la zona de la
herida, incremento de la permeabilidad de los capilares y las vénulas a plasma y
leucocitos por la liberacidbn de sustancias proinflamatorias, y por ultimo, la
migracion de leucocitos al espacio perivascular (Zachary, 2017).

Fase celular

La fase celular tiene como funcién principal reclutar leucocitos en el liquido
exudado en la zona de la herida para que estos puedan fagocitar agentes y/o
sustancias y llevar a cabo si degeneracion o eliminacion. Los neutrdfilos,
eosinodfilos, monocitos, basofilos, mastocitos, linfocitos, células NK y células
dendriticas, todas estas forman parte del sistema de defensa de las mucosas, piel
y otras superficies corporales, y se encargan de la destruccién de agentes
patdgenos y liberacion de enzimas proteoliticas, mediadores quimicos y formas de
oxigeno reactivo (Zachary, 2017).

Fase de reparacion

Durante la fase de reparacién se pueden producir varios desenlaces: la resolucion
0 regreso a la estructura y funcion normal, recuperacion por fibrosis, formacion de
abscesos y desarrollo de inflamacién cronica. La gravedad del dano, la habilidad
de las células para regenerarse y las caracteristicas tanto fisicas como biolégicas
de la herida dan pauta para el desarrollo de cualquiera de los desenlaces posibles
(Zachary, 2017).

La formacion de tejido de granulacion es conocida como fase de proliferacién, este
proceso comienza entre las 48 a 72 horas post lesion, esta fase tiene como
duracion de 3 a 4 semanas, dependiendo del dafo tisular. Tiene como
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caracteristicas el desarrollo de vascularizacion nueva (angiogénesis), proliferacion
de fibroblastos la produccién de una matriz extracelular denominada tejido de
granulacién, que es la base para la recuperacion del traumatismo, en esta matriz
se encuentran macrofagos activos que liberan mediadores quimicos tales como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
transformante B1 (TGF-B1) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Estas
sustancias promueven la migracion de los fibroblastos y que sinteticen
glicosaminosacaridos, proteoglicanos y colageno para la nueva matriz extracelular
(MEC), los fibroblastos alcanzan concentraciones mayores durante los dias 7 a 14
y comienzan a secretar factores de crecimiento, el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), ademas del
factor de crecimiento insulinico tipo 1, que facilita la sintesis de la matriz
extracelular (MEC) (Negrini, 2016).

Los factores estimulantes para el crecimiento de células endoteliales son el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) producido por los macrofagos y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) producido por los queratinocitos y
macrofagos, causando la migracion de las células endoteliales para la formacion
de vasos sanguineos que llevan oxigeno y nutrientes al tejido de granulacion
activo (Negrini, 2016).

Por ultimo, el proceso de reepitelizacion se lleva a cabo durante la proliferacion,
este proceso es importante debido a que es el que se encarga de la
reconstruccién de la barrera cutanea y la reconstruccién de la herida, para esto se
lleva a cabo la migracion de queratinocitos sobre la matriz extracelular, mediada
por el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-31) y el factor de crecimiento
epidérmico de unién a la heparina (HB-EGF), producido por los queratinocitos y
los macrofagos (Negrini, 2016).
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2.0 Justificacion

El tratamiento de pico es un procedimiento rutinario en la produccién avicola. El
tratamiento de pico infrarrojo, es un procedimiento considerado como estandar de
oro, pero su costo es elevado y de dificil acceso para productores de baja a
mediana escala. Es por ello que se recurre a métodos tradicionales de corte de
pico como la cuchilla caliente y el tratamiento mecanico. Sin embargo, estos
métodos a pesar de su bajo costo y practicidad tienen consecuencias para la salud
y bienestar animal. Actualmente hay una falta de informacion sobre el efecto de
dichos métodos en las producciones de pavos. Existen en el mercado
suplementos alimenticios que incluyen vitaminas, minerales, y antiinflamatorios.
Su uso esta principalmente recomendado para aminorar procesos estresantes (e.].
estrés calorico) pero su efecto para contrarrestar el impacto del tratamiento de
pico se desconoce). Por lo que este proyecto busca resolver esa falta de
informacion para poder brindar recomendaciones sobre la edad y métodos de
tratamiento de pico, asi como tratamientos paliativos que se puedan brindar

basados en evidencia cientifica.

3.0 Hipotesis

El uso de diferentes métodos de tratamientos de picos desencadenara diferentes
fisiopatologia del estrés dependiente del método.

4.0 Objetivos
4.1 Objetivo general

Se evaluar los cambios histopatolégicos y bioquimicos en pico y sangre en pavos
bajo diferentes tratamientos de pico.

4.2 Objetivos particulares

1. Realizar en pavos comerciales dos tratamientos de pico; tratamiento mecanico y
tratamiento con cuchilla caliente.

2.Evaluar el efecto antioxidante del suplemento vitaminico VSEs3C® contra estrés
en relacion con el tratamiento de pico.
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3. Evaluar lesiones histopatologicas en muestras de picos obtenidos de pavos de
5,7y 14 semanas de edad.

4. Evaluar los cambios en los biomarcadores del estado redox o estrés oxidante
en plasma de pavos un dia previo al tratamiento (Basal), el dia del tratamiento
(Dia 0) yalDia1, Dia7y Dia 68.

5.0 Metodologia
Animales y localizacion

El estudio se llevd a cabo en el Mddulo de Aves del Centro de Ensefianza
Agropecuaria (CEA) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC) de
la UNAM, ubicada en Teoloyucan Km 2.5, San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli,
Estado de México, con la aprobacién del proyecto CICUAE-FESC C21_08.

Para el estudio se manejaron 80 pavos mixtos (hembras y machos) linea Nicholas
700 de 4 semanas de edad, que fueron criados en una granja particular durante
las primeras semanas de vida, para ser llevados al médulo de aves hasta las 14
semanas de edad, al final del proceso de engorda las aves del proyecto se
destinaron para fines comerciales ya que no se realizaron procedimientos que
afectasen la calidad de la canal o la inocuidad de la misma.

Grupos experimentales y tratamiento de pico

Los pavos fueron divididos en 4 grupos de 20 pavos por grupo, elegidos al azar de
una parvada de 800 animales y se instalaron en corraletas prefabricadas con
marcos de acero de construccion y malla para gallinero de acero inoxidable.

El alimento suministrado fue concentrado comercial para pavos de engorda
provisto en comederos de tolva, servido una vez al dia durante las primeras
semanas 9 de engorda y dos veces durante las ultimas 5 semanas.

Durante las primeras 4 semanas se les suministré alimento con 26% de proteina y
250g de frituras de maiz con palomitas por comedero como fuente de acidos
grasos. Posteriormente, se administré un alimento con 18 % de proteina con 2.5
kg de fritura con palomita y 2.5 kg de cacahuate y otras semillas oleaginosas.

El agua fue suministrada en bebederos de campana que se limpiaban y
desinfectaban diariamente en la mafana.

Las aves se colocaron de manera aleatoria en grupos de 20 animales por corral,
con el siguiente orden: A) Tratamiento mecanico con suplemento, B) Tratamiento
cuchilla caliente con suplemento, C) Tratamiento mecanico, D) Tratamiento
cuchilla caliente.(figura 5).
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Figura 6: Acomodo de los corrales y su tratamiento:A) Tratamiento mecanico con
suplemento, B) Tratamiento cuchilla caliente con suplemento, C) Tratamiento
mecanico, D) Tratamiento cuchilla caliente.

Se administré suplemento vitaminico (VSEs3C ® contra estrés Laboratorio Atisa
que contiene acido ascorbico, acido acetoxibenzoico, cloruro de sodio, cloruro de
potasio y excipiente) en los grupos A y B, 4 dias pre tratamiento y se retiré 18
horas antes del tratamiento segun las indicaciones del fabricante.

En los grupos B y D se usé una despicadora comercial Lyon super (figuras 9y
10), mientras que en los grupos Ay C se usé una tijera para poda de acero segun
practicas comerciales (figuras 6y 7).

! I I : ..‘ A - ‘.‘I II-'
Figura 7: Tijeras de poda utilizadas para el tratamiento de pico mecanico, A) tijeras
cerradas, B) tijeras abiertas.
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Figura 8: Proceso del tratamiento de pico mecanico. A) Corte transversal del pico.
B) Pico inmediatamente después de tratamiento y con sangrado.

Figura 9: Pavo post tratamiento mecanico de pico.
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Figura 10: Despicadora Lyon Super utilizada para el tratamiento de pico con
cuchilla caliente. A) Vista lateral, B) Perilla para control de temperatura, C) Cuchilla
al rojo vivo.
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Figura 11: Proceso del tratamiento de pico con cuchilla caliente. A) Apertura del
pico y proteccidn de la lengua, B) Posicionamiento de la valva superior sobre la
barra de soporte, C) Corte de pico con cuchilla caliente, D) Cauterizacion del corte
con parte caliente de la cuchilla.
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Figura 11: Proceso del tratamiento de pico con cuchilla caliente. A) Apertura del
pico y proteccién de la lengua, B) Posicionamiento de la valva superior sobre la
barra de soporte, C) Corte de pico con cuchilla caliente, D) Cauterizacion del corte
con parte caliente de la cuchilla.

Figura 12: Pavo post tratamiento de pico con cuchilla caliente.
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Toma de muestras
Los picos se obtuvieron de pavos a la semana 5, 7 y 14 de vida.

Fueron conservados en formol con acido nitrico al 5% para posteriormente ser
procesados y tefidos con la técnica de H.E en el Laboratorio de Apoyo a
Histologia y Biologia.

La sangre fue tomada de la vena braquial, en cantidad aproximada de 2 ml y
conservada en tubos con EDTA a temperatura de 4 °C.

Se tomaron 5 muestras de sangre de 5 animales por grupo a lo largo del
experimento. La primera muestra sanguinea se realizé un dia previo al tratamiento
(Basal), el dia del tratamiento (Dia 0) y tres tomas post tratamiento, una al dia
siguiente (Dia 1), otra siete dias después del tratamiento (Dia 7) y finalmente una
muestra durante la matanza (Dia 68).

Estas muestras fueron llevadas a la UIM, al laboratorio 9 de Toxicologia y
Genética de la FESC-UNAM, para las pruebas de, Cuantificaciéon de proteinas
totales, GSHy TBARs.

Alometria de picos

Se midieron 5 picos por corral por tratamiento, los cuales fueron medidos desde
de la comisura del pico hasta la punta del mismo con una cinta métrica, como se
esquematiza en las siguientes figuras.

Figura 13: Esquematizacién de medicién de longitud de pico en pavos ala
semana 14 de vida. A) Tratamiento mecanico, B) Tratamiento con cuchilla
caliente.
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Procesamiento histopatolégico de picos

Los picos obtenidos durante las necropsias fueron seccionados por linea media y
colocados en una solucion descalcificadora la cual se realiza a 4°C compuesta por
acido clorhidrico al 7.5% en formalina al 5.5% amortiguada con fosfatos en
relacion 1:50; para después ser pasada por 24 horas en una solucion
amortiguadora compuesta por carbonato de litio al 9% y formalina amortiguada en
fosfatos al 2.5% en volumen 1:1, para posteriormente ser lavadas con abundante

agua.

Posteriormente fueron llevados al Laboratorio de Histologia y Biologia de la
FES-UNAM, para ser colocados en casets histolégicos junto con una identificaciéon
a lapiz y el procesamiento sigui6 el siguiente protocolo:

Sumergir en alcohol al | al 70% calentado 3 minutos y medio al microondas
con un reposo de 8 minutos.

Sumergir en alcohol Il al 70% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol | al 80% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol Il al 80% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol | al 90% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol Il al 90% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol | al 96% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol Il al 96% calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol absoluto calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en alcohol absoluto calentado durante 3 minutos y medio al
microondas con un reposo de 5 minutos.

Sumergir en Xileno-cloroformo durante 24 horas.

Inclusién en bloques de parafina histolégica durante 24 horas

Enfriar los cubos de parafina

Corte a 4 ym con el Microtomo.

Una vez cortados son pasados a bano en flotacion con agua a temperatura
de menos de 40 °C.
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e Pasados a un portaobjetos y puestos en platina a 40°C para su adhesion y
marcado de laminillas con marcador de cera. Para la tincién H.E. se siguio
el siguiente orden:

Rehidratar en Xileno en dos ocasiones por 10 minutos.

Rehidratar en alcohol absoluto por 10 minutos.

Rehidratar en alcohol al 96% por 10 minutos.

Rehidratar en alcohol al 90% por 10 minutos.

Rehidratar en alcohol al 80% por 5 minutos.

Rehidratar en alcohol al 70% por 5 minutos.

Bafio con agua destilada.

Paso por Hematoxilina de Garrido por 10 minutos.

Lavado con agua destilada.

Bafio rapido en alcohol acido.

Lavado con agua corriente.

Tincion con Eosina 15 minutos.

Rehidratar en RoH 96, 96, 100 y 100.

Aclarar en xileno por 5 minutos dos veces.

El montaje de las laminillas se hizo con resina sobre la cual se colocd un
cubreobjetos y se dej6 secar durante 72 horas.Debido a que se intentd
estandarizar la técnica de procesamiento de picos se observaron artefactos que
afectaron la interpretacion de los resultados. Es por ello que los resultados
presentados son solamente descriptivos.

Medicion de marcadores de estrés oxidante

La evaluacion de las muestras se requirid procesar la sangre extraida para la
preparacion del pull, para esto se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

e Las muestras fueron centrifugadas a 3000 revoluciones por minuto (rpm)
por 15 minutos, para posteriormente seleccionar y eliminar las muestras
que presentan hemoalisis.

e Se toman 500 ul de cada muestra y se colocan en un tubo eppendorf de 2
ml, posteriormente se agitan por 10 segundos con un vortex.

e Se separan 100 pl de plasmay se agregan 100 ul de buffer de lisis para la
prueba de proteinas, 200 ul de plasma y se agregan 200 pl de buffer de
lisis para prueba de Glutation (GSH) y 200 pl de plasma con 200 ul de
buffer de lisis para la prueba de TBARSs.

e Las muestras se agitan y congelan a -20°C hasta su procesamiento.
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El analisis de proteinas se realizdé para poder hacer la correcta medicion de la
concentracion de GHS y MDA segun el protocolo previamente estandarizado por
Lopez, 2021.

El protocolo utilizado para la prueba de proteinas fue:

Se descongelaron lentamente las muestras previamente separadas.

Una vez descongeladas se centrifugaron a 13000 rpm por 15 minutos a 4
°C.

Se colocaron las muestras en hielo para mantener la temperatura y tomar
10 ul de muestra, se pasaron a un tubo de eppendorf de 2 ml con 90 ul de
PBS.

Se agitaron y volvieron a colocar en hielo.

Se preparo el reactivo de Bradford (1ml de reactivo de Bradford 4 ml de
agua desionizada).

En una placa de 96 pozos se colocaron 35 ul de PBS segun el orden de las
muestras por triplicado y posteriormente 5 pl de muestra, ademas del
blanco, cuidando que no se formasen burbujas y finalmente se agregaron
160 pl del reactivo de Bradford.

Se dejo6 incubar por 12 minutos y se midié en el espectrofotometro a una
longitud de 595 nm.

Prueba de Glutation (GSH) se realizé bajo el siguiente protocolo:

Se descongelaron lentamente las muestras obtenidas con anterioridad.

Una vez descongeladas se centrifugaron a 13000 rpm por 15 minutos a
4°C.

Se colocaron las muestras en hielo para mantener la temperatura y tomar
300 ul de muestra, pasarlas a un tubo de eppendorf de 2ml.

Se colocd 15 ul de acido sulfosalicilico y se dejoé en hielo por 20 minutos,
después de esto, se volvié a centrifugar.

Se separd 250 pl en tubos de eppendorf.

En una placa de 96 pozos se colocé 50 uyl de muestra por triplicado y el
blanco, teniendo las muestras colocadas en orden,se agregaron 150 pl de
buffer de reaccion (EDTA, DTNB o PBS).

Se incubaron a 37 °C por 20 minutos y posteriormente se midieron en el
espectrofotometro a una longitud de 425 nm.

Para establecer la relacion

Prueba de TBARs se realiz6 el siguiente protocolo:

Se descongelaron lentamente las muestras obtenidas con anterioridad.
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e Una vez descongeladas se centrifugaron a 13000 rpm por 15 minutos a 4
°C.

e Se colocaron las muestras en hielo para mantener la temperatura y tomar
300 pl de muestra y después pasarlas a un tubo de eppendorf de 2ml.
Se agregaron 300 ul de acido percldrico y se dejo en hielo por 20 minutos.
Se centrifugaron nuevamente y se tomaron 450 ul de la muestra que fueron
colocados en un tubo eppendorf y se le agregaron 450 ul de TDA.
Se incubaron a 90 °C por 30 minutos.
Se colocaron en una placa de 96 pozos por triplicado 200 pl de muestra y
se midié en un lapso no mayor a 1 hora en el espectrofotdbmetro a una
longitud de onda de 540 nm.

Para los resultados de concentracion de GSH se realizaron los siguientes calculos:

e La concentracién real de proteina en mg/ml dividido entre la concentracion
real de ymol de GSH y se establece la relacion pmol GSH/mg de proteina.

Para los resultados de concentracion de MDA se realizaron los siguientes
calculos:

e La concentracion real de proteina en mg/ml dividido entre la concentracion
real de nmol de MDA y se establece la relacion nmol de MDA/ mg de
proteina.
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6.0 Analisis estadistico
Analisis de pico

El analisis estadistico de la longitud del pico se realizé por el método de ANOVA,
tomando en cuenta la longitud final del pico a las 11 semanas de edad, siendo la
variable dependiente la longitud final de la valva superior e inferior, mientras que la
variable independiente fue el tratamiento de pico (cuchilla caliente,
mecanico/cuchilla fria) y el suministro de vitamina en el agua. Se realizdé una
comparacién de medias y la diferencia significativa se identificé a través de la
prueba de Tukey con un alfa de 0.05 para observar el efecto de los tratamientos.
El andlisis estadistico se realizé mediante el programa Origin Lab version 2022.

Siendo la hipotesis la siguiente:
HO: No hay diferencia significativa en los tratamientos.

Ha: Hay diferencia significativa en los tratamientos.

Analisis de estrés oxidante

Para el anadlisis estadistico de las muestras de plasma sanguineo se realizé el
método de ANOVA tomando como variable dependiente los niveles de GSH y
TBARS, mientras que la variable independiente fue el tratamiento de pico, el
suministro de vitamina contra estrés y el tiempo de la toma de muestra. Se realizé
una comparacion de las medias por medio de la prueba de Tukey con un alfa de
0.05 para observar el efecto de los tratamientos. Para el analisis estadistico se
utilizé el programa Origin Lab version 2022.

Siendo la hipotesis la siguiente:
HO: No hay diferencia significativa entre los tratamientos

Ha: Hay diferencia significativa entre los tratamientos.
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Analisis histopatolégico.

El analisis se realizé con las laminillas obtenidas de los picos de la semana post
despique, cuarta semana de engorda y semana once de engorda. Estos fueron
observados con el microscopio Optico en el laboratorio de Apoyo a Histologia y
Biologia. Se realizé una descripcidn de las lesiones encontradas y el proceso de

recuperacién del pico.

Tabla 3: Edad de pavos en semanas y numero de muestras recolectadas para

realizar laminillas.

Fecha en semanas de edad

Numero de muestras.

Semana 5 1 tratamiento mecanico

1 tratamiento cuchilla caliente
Semana 7 3 tratamiento mecanico

3 tratamiento cuchilla caliente
Semana 14 2 tratamiento mecanico

2 tratamiento cuchilla caliente
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7.0 Resultados
Morfologia del pico
Alometria del pico

Los resultados de alometria de los pico se observan en la Tabla 1. Al realizar el
analisis estadistico se observé en los picos superiores una diferencia significativa
en la longitud entre los tratamientos A vs B,C,D (P=0.008), siendo A (tratamiento
mecanico con vitamina) el de mayor longitud comparado con el resto de los
tratamientos (Grafica 1). Se observd que los picos de las aves a las que se les
aplicé tratamiento de pico con cuchilla caliente (B y D) tuvieron una tendencia
(P=0.057) a mayor longitud de las valvas inferiores en comparacion con los pavos
con tratamiento de pico mecanico (tratamiento A y C) (Grafica 2), pero sin tener
diferencia estadisticamente significativa. No parece haber una relacion entre el
tamano de pico y la administracion del suplemento vitaminico.

Tabla 4. Promedio en cm de la longitud de la valva superior e inferior de pavos de
pavos a las 14 semanas de vida.

Promedio Tratamiento de pico

de longitud P calculada
de valva A B C D

(cm)

Valva 6.3+/-0.22" | 5.7+/-0.2® | 5.725+/-0.3 | 5.7+/-0.18®% | P=0.008
superior 88

Valva 6+/-0.71 6.42+/-0.28 | 5.7+/-0.57 |[6.06+/-0.28 | P=0.057
inferior

Los superindices Ay B indican similitud o diferencia entre las longitudes de las valvas superior e inferior.

44



o

=S
i
i

[aa)
r

1
—

o
o
1

w w
> @
i i
—_—
T
i

Longitud de los picos superiores en cm

o
S

Tratamiento

A) Tratamiento mecanico con suplemento, B) Tratamiento cuchilla caliente con suplemento, C) Tratamiento
mecanico, D) Tratamiento cuchilla caliente.

Grafica 1. Longitud de valva superior de los pavos a las 14 semanas de vida.

o
o
| y

L
S
M T
—

=21
[\ ]
|

on o
E=Y o
i
P

1

Longitud pico inferior en ecm
(5] [+3]
(=] o
| 1
—
[a—

o/
ra
|

o
o
4

Tratamiento

A) Tratamiento mecanico con suplemento, B) Tratamiento cuchilla caliente con suplemento, C) Tratamiento
mecanico, D) Tratamiento cuchilla caliente.

Grafica 2. Longitud de valva inferior de los pavos a la semana 14 semanas de
vida.

45



Histopatologia del pico

Tabla 5. Descripciones microscopicas e imagenes de tratamientos de pico a las 5,

7,y 14 semanas.

Pico tratamiento mecanico: 5 semanas de edad

Se observa en la porcion apical
podemos encontrar desorganizacion
de los estratos basal, intermedio y
cérneo, con presencia de zonas
difusas de inflamacion severa vy
edematizacion, en estas zonas se
encontrd detritos celulares, eritrocitos y
hemoglobina disuelta; ademas, se
pueden apreciar vasos sanguineos con
distribucion difusa congestionados, con
respuesta linfocitica y
predominantemente heterofilica.

H.E. 2x

H.E. 10x

H.E. 10x
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Pico tratamiento con cuchilla caliente: 5 semanas de edad

Se observa en la porcion apical
desorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, con zonas
difusas de necrosis; ademas, acumulos
multifocales de eritrocitos lisaddos con
procesos inflamatorios
moderadamente heterdfilicos y con
poca presencia de macrofagos en las
zonas de lesion; también encontramos
zonas difusas de necrosis de tejido
calcificado.

El grado de quemadura observado es
de tercer grado. (i.e., es una lesion que
afecta dermis, tejido subcutaneo y
hueso Alfaro, 2003).
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Picco tratamiento mecanico: 7 semanas de edad

Se observa en la porcion apical
desorganizacion en los estratos basal,
intermedio y corneo, a esto se asocian
multiples focos de queratina
incompleta o bien fraccionada, también
se pueden apreciar multiples focos de
necrosis con leve hemorragia y
edematizaciéon difusa de grado
moderado.

H.E. 2x
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Se observa en la porcion apical el
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, donde
encontramos queratina de grosor
aparentemente normal, y, podemos
encontrar tejido conectivo normal a lo
largo del pico pero con leve
edematizacién difusa. asociada a
inflamacion local por calcificaciéon del
cartilago del pico, lo cual es apreciable
por la presencia multiples focos difusos
de acumulos de calcio a lo largo del
tejido.

Se puede observar en la porcidon apical
reorganizacion uniforme en los estratos
basal, intermedio y cérneo de zonas
superficiales a profundas, podemos
apreciar tejido conectivo sano, con
lagunas cartilaginosas estables y bien
constituidas; ademas. leve inflamacién
asociada a calcificacion, donde se
pueden apreciar multiples focos
difusos de calcio.
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Pico tratamiento con cuchilla caliente: 7 semanas de edad.

Se puede observar en la porcion apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, con continuidad
establecida de los mismos, pero, se
puede apreciar un marcado
engrosamiento del tejido corneo,
ademas, podemos encontrar tejido de
degranulacién bien formado y se
observa tejido conectivo bien formado
con formacién de acumulos de calcio y
promocion de cartilago.

Se puede observar en la porcion apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y cdrneo, con la continuidad
de los mismos restablecida, pero con
una marcada cantidad de tejido
cornificado.

H.E. 10x
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Se puede observar en la porcién apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, con continuidad
completamente restablecida, también
podemos observar tejido conectivo
compacto con vasos sanguineos de
buen calibre y pequefios acumulos de
calcio que coinciden con el proceso de
calcificacion del tejido cartilaginoso.

Pico tratamiento mecanico: 14 semanas de edad

Se puede observar en la porcion apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, teniendo densidad
normal el estrato cornificado, ademas
se puede encontrar cartilago bien
organizado y funcional con osificacion.
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Se puede observar en la porcion apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, teniendo densidad
normal en el tejido cornificado y tejido
cartilaginoso  bien  organizado vy
funcional con insipiente osificacion,
ademas podemos encontrar focos de
grasa normal entre los mismos.
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Pico tratamiento con cuchilla caliente: 14 semanas de edad

Se puede observar en la porcién apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, teniendo densidad
levemente mayor de estrato
cornificado, ademas de la formacion de
pedunculos normales en la dermis; el
tejido conectivo, cartilaginoso y tejido
0se0 con mejor organizacion 'y
compactado.

H.E. 2x

Se puede observar en la porcion apical
reorganizacion de los estratos basal,
intermedio y corneo, con una densidad
levemente mayor en el tejido
cornificado, teniendo formacion de
pedunculos normales la epidermis; el
tejido conectivo, cartilaginoso y oOseo
se encuentra con mejor organizacion y
compacto.
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Estrés oxidante en plasma sanguineo

Se observo un incremento significativo en la medicion de GSH sanguineo en todos
los tratamientos entre la muestra basal y el Dia 0, excepto en el tratamiento B en
el que no se observd un incremento significativo. Entre el Dia 0 y el Dia 1 se
observo un decremento significativo en los tratamientos C y D, mientras que el Ay
B permanecieron con mediciones similares. En el dia Dia 7 se reporté un aumento
significativo en el tratamiento D, contrario al decremento significativo en el
tratamiento A entre el Dia 7 Y 1. No obstante, los resultados del Dia 7 son
similares a los de las muestras basales en todos los tratamientos. Los resultados
de la prueba de GSH demostraron que los niveles de GSH son menores en
concentracion al Dia 68 del tratamiento en comparacion con los resultados de las
otras tomas de muestra sanguinea (0.006835+/-0.00463 S
0.022389+/-0.00117,0.025372+/-0.00208, 0.021398+/-0.00209, 0.022723+/-0.00116; D
868 vs Basal, Dia 0, Dia 1, y Dia 7 respectivamente). Cabe mencionar que el
tratamiento B mantuvo valores similares en las mediciones de GSH a lo largo del
experimento, excepto en el Dia 68 en el cual disminuyo significativamente
(<0.001).

Al Dia 0 se observaron diferencias significativas entre los tratamientos A y C,
donde C indic6 mayores valores de GSH en comparacion con A
(0.021653+/-0.00105 vs 0.023126+/-0.00017; A vs C, respectivamente). No obstante,
los tratamientos B y D presentan valores similares de GSH (0.023551+/-0.00065 vs
0.023126+/-0.00017; B vs D, respectivamente). Es decir, se observa un efecto de
tratamiento con y sin suplemento entre los grupos A y C, mientras que By D
muestran un efecto similar del tratamiento de pico pero no asociado al
suplemento. Se observé un efecto similar entre los grupos Ay C al Dia 1, pero los
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tratamientos B y D demostraron diferencia en los valores de GSH donde el
tratamiento D disminuye su valor de GSH comparado B y su valores de
referencias de fechas previas. Finalmente, al Dia 68 no se observaron diferencias
entre los grupos Ay B, mientras que si hubo diferencias entre los grupos C y D.

Tabla 6. Promedio de relacion pymol de GSH/mg de proteina en plasma en
muestras Basal, Dia 0, Dia 1, Dia 7, Dia 68 de pavos bajo tratamientos de pico

caliente y mecanico.

Tiempo
Tratamient Promedio | P por
) Basal Dia 0 Dia 1 Dia7 Dia68 | por tratamient
tratamient | o
o]
A 0.02165 [0.02371 | 0.02413 |0.02268 | 0.00378 | 0.02000 | <0.001
3+/-0.00 |[2+/-0.00 | 8+/-0.00 | 6+/-0.00 | 5+/-0.00 | 1+/-0.00
105 AX 049 AY 069~ 094 * 054 Ac2 731
B 0.02355 [0.02433 | 0.02166 |0.02316 | 0.00250 |0.01904 | <0.001
1+/-0.00 |4+/-0.00 | 7+/-0.00 |4+/-0.00 | 7+/-0.00 [ 5+/-0.00
065 BX 166 A* 055 BX 193 X 061AY 86
C 0.02312 |[0.02806 | 0.02088 |0.02298 [ 0.01341 |0.02166 | <0.001
6+/-0.00 | 1+/-0.00 | +/-0.000 [ 5+/-0.00 | 7+4/-0.00 | 7+/-0.00
017 AX 122 BY 34 BX 088 * 244 8% 529
D 0.02122 |[0.02538 | 0.01877 |[0.02212 | 0.00686 | 0.01853 | <0.001
6+/-0.00 [ 5+/-0.00 | 8+/-0.00 [ 1+/-0.00 | 7+/-0.00 | 3+/-0.00
005 AW 116 A8 X 029 ¢~ 058% 123 ¢~ 656
Promedio | 0.02238 | 0.02537 | 0.02139 | 0.02272 | 0.00683
por fecha | 9+/-0.00 |[2+/-0.00 | 8+/-0.00 [ 3+/-0.00 | 5+/-0.00
117 208 209 116 463
P por 0.00088 | 0.0017 0.00000 |[0.66 0.00000
fecha 8 0120 253

Los superindices A,B, C indican diferencia o similitud entre los resultados de los grupos por fecha de toma de muestra.

(vertical)

Los superindices W, X, Y, Z indican diferencia significativa o similitud entre los resultados de los grupos. (horizontal)
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Se observo un incremento significativo en la concentracion de MDA en los
tratamientos A, C y D entre la muestra Basal y del Dia 0, a excepcién del B, donde
se observa decremento en la concentracién. Del Dia 0 al 1 el tratamiento A tuvo
un incremento significativo, mientras que los tratamientos B, C y D tuvieron
decremento significativo. Entre el Dia 1 y 7 se observé que el tratamiento Ay C
tuvieron un decremento significativo, regresando a niveles similares a la muestra
basal, mientras que los tratamientos B y D tuvieron un aumento significativo,
siendo el grupo D el de mayor concentracion de MDA comparativamente. Entre los
dias 7 y 68 se observa un a disminucion significativa en los tratamientos B, C y D,
regresando a niveles basales C y D, el tratamiento A se mantiene en niveles
similares al Dia 7, que de igual manera son valores similares al basal, mientras
que el tratamiento D tuvo la concentracidn menor entre tratamientos en esta fecha
y menor al valor basal del tratamiento.

Al Dia 0 se observaron valores similares entre los tratamientos A y C, mientras
que el tratamiento D tuvo la mayor concentracién. ElI Dia 1 se observaron
similitudes entre los tratamientos B, C y D, siendo A el tratamiento donde se
encontré mayor concentracion durante esta fecha. Al Dia 7 los tratamientos A, B 'y
C tienen valores similares entre si, siendo el tratamiento D el de mayor
concentracion. Para el Dia 68 los tratamientos A, C y D tuvieron niveles similares,
mientras que B tuvo valor significativamente menor a los anteriores.
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Tabla 7: Promedio de la relacion nmol de MDA/mg de proteina en plasma en
muestra Basal, Dia 0, Dia 1, Dia 7, Dia 68 de pavos bajo tratamientos de pico

caliente y mecanico.

Tiempo
Tratamient Promedio | P por
o Basal Dia 0 Dia 1 Dia7 Dia 68 | por tratamient
tratamient | o
o]
A 0.07195 |[0.36290 | 1.53366 [ 0.05990 | 0.05636 | 0.4170+/ | <0.001
+/-0.025 | 9+/-0.07 | 8+/-0.09 | 3+/-0.01 [ +/-0.021 |-0.58735
38 AX 6074 58 Az 029 AX 86 A%
B 0.14071 |[0.09972 | 0.04695 | 0.08006 | 0.02224 |0.0779+/ | <0.001
7+/-0.01 | 1+/-0.02 | +/-0.017 | 5+/-0.03 | +/-0.013 | -0.04698
782 BC X 913 B X 78 BYZ 163AY 6BZ
C 0.22472 |[0.45096 | 0.04181 |[0.09106 | 0.08564 |0.1764+/ | <0.001
3+/-0.10 | 3+/-0.09 | 2+/-0.02 | +/-0.030 | +/-0.009 | -0.16632
89 B X 259 AY 76 BZ 88 AXZ 3AX
D 0.05441 |[0.93036 | 0.09931 1.16184 | 0.06180 | 0.4615+/ | <0.001
8+/-0.03 | 6+/-0.04 | 8+/-0.01 [ +/-0.089 [ +/-0.009 |-0.49744
085 ©* 494 ¢Y 266 B* 39682 894X
Promedio | 0.11617 [ 0.46099 | 0.43044 |0.34822 | 0.05651
por fecha | +/-0.080 [ +/-0.315 | +/-0.659 | +/-0.487 | +/-0.026
31 58 83 36 77
P por 0.00507 | 0.00000 | 0.00000 [0.00000 [o0.0018
fecha 0000495 | 0000000 | 0000000
0351 00107

Los superindices A,B, C indican diferencia o similitud entre los resultados de los grupos por fecha de toma de muestra.

Los superindices X, Y, Z indican diferencia significativa o similitud entre los resultados de los grupos
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8.0 Discusion

La hipétesis del estudio se cumplié ya que se observd que el uso de diferentes
métodos de tratamientos de picos tuvo diferentes respuestas fisiopatologicas
dependiente del método de corte de pico. El tratamiento de pico es controversial
debido a las lesiones que ocasiona a corto y largo plazo que incluyen desde
cambios de comportamientos (Glatz, 2021) (Damme y Urselmans, 2013) (Kuenzel
2007), cambios fisiologicos (Damme y Urselmans, 2013) (Glatz 2003) vy
productivos (Damme y Urselmans, 2013) (Gentle y McKeegan, 2007) (Bourke
2002) (Lunam y Glatz, 1993). En aves de produccion se pueden encontrar los
primeros reportes de su uso desde el afnio 1930 en la estacidn experimental de
Ohio (Bolarinwa, 2017) y, se sigue empleando en la actualidad en pavos. No
obstante, las referencias y recomendaciones para su uso en pavos son menores
comparados con lo reportado para gallinas comerciales. Una posible causa por
esta diferencia de informacién reportada puede ser el numero de animales
producidos que tienen que ser sometidos a dichos tratamientos. En México, para
el afo 2020 se reportd que la cantidad de aves de postura y engorda es de
591,595,926 aves (SIAP, 2022), mientras que la poblacién nacional de pavos es
de 3,756,962 (SIAP, 2022). No obstante, a pesar de las diferencias entre especies,
los efectos tisulares, conductuales y productivos pueden ser comparables entre las
gallinas de postura y los pavos de engorda que pasan por este tratamiento. Los
hallazgos de este proyecto seran discutidos segun el tipo de analisis histolégico o
bioquimico realizado.

Cambios tisulares

Los cambios tisulares en los picos fueron significativos entre tratamientos solo
macroscopicamente no tanto asi microscopicamente. El principal cambio
macroscopico fue el tamano de la valva superior debido al tratamiento, donde el
tratamiento B (cuchilla caliente y suplemento) y D (cuchilla caliente) presentaron
menor tamafio comparado con el tratamiento A (tratamiento mecanico y
suplemento) y C (tratamiento mecanico). Esto es similar a lo reportado por Gentle
et. al., 1997, en gallinas de postura; mientras que mientras que Struthers, 2022
reporta edematizacion y hemorragias en por detras de la linea de corte, ademas
de crecimiento de epitelio sano para el dia 15 post tratamiento, esto en pavos
tratados con infrarrojo como método de despique, lo cual, es similar a lo
observado con el tratamiento con cuchilla caliente, siendo una recuperacion rapida
con pocos dafos a largo plazo.
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La causa bioldgica detras de la diferencia del tamafio de picos es porque al utilizar
el tratamiento de cuchilla caliente se ocasiona una quemadura que atraviesa los
estratos cérneo, epidermis, dermis y hueso del pico. Una quemadura se define
como una lesién en un tejido vivo provocados por agentes fisicos (electricidad,
superficies calientes y/o radiantes), quimicos y biolégicos; que provocan
alteraciones funcionales reversibles, hasta, destruccion tisular irreversible (Castillo,
2003). Aunado a esto, las quemaduras pueden ser clasificadas en primer, segundo
y tercer grado segun la profundidad de la misma. Los dafios observados en las
laminillas de las valvas superiores podemos clasificar a la lesiébn ocasionada por el
tratamiento con cuchilla caliente como una quemadura de tercer grado, ya que, se
observa dano por la cuchilla caliente hasta el hueso de la valva, lo que concuerda
con la clasificacion dada por Alfaro, 2003, donde argumenta que una quemadura
de tercer grado es aquella donde el daino tisular abarca desde las capas exteriores
de la piel, pasando por dermis, musculo, hueso e inclusive puede danar
estructuras aledanas a la zona de contacto.

Mientras que el dafo ocasionado por el tratamiento mecanico abarca estos
mismos estratos, pero, no ocurre dafo a estructuras aledanas, o mejor dicho, el
dafio ocasionado por la cuchilla solo se limita a la linea de corte inicial; esto es
observable en las laminillas de las valvas con tratamiento mecanico; esto
concuerda con lo que menciona la AVMA, 2017, donde se hace mencion a que el
tratamiento mecanico no produce dafnos tisulares secundarios por el mismo, a
diferencia del tratamiento con cuchilla caliente, el cual genera dafos por la
temperatura a una profundidad variable segun esta.

Comparando las medidas de los picos a la semana 14 de vida entre tratamiento
con cuchilla caliente y suplemento vitaminico, tratamiento mecanico y suplemento
vitaminico, cuchilla caliente y tratamiento mecanico hubo diferencia significativa
entre tratamientos de cuchilla caliente y suplemento, cuchilla caliente y tratamiento
mecanico, aunque el tratamiento mecanico también tiene longitud ligeramente
mayor que los tratamientos con cuchilla caliente, pero no fue estadisticamente
significativa; estas diferencias de tamafo concuerdan con lo mencionado por la
AVMA, 2017 y Gentle et. al., 1997, donde se menciona esta diferencia de tamaros
en los tratamientos.

Al observar las laminillas de la semana de vida 5, 7 y 14 con tratamiento mecanico
se puede apreciar que la epidermis se regenera a su estado normal con el paso
del tiempo, con la excepcion de que a la semana 7 se seguia presentando
edematizacion en el tejido, cosa que no se observd en picos tratados con cuchilla
caliente, pero, el orden normal de las capas y comienza a crecer nuevamente
hasta llegar a su forma original la capa cérnea, esto concuerda con lo mencionado
por la AVMA, 2017 en aves de postura, donde se menciona que a los 21 dias el
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pico ya se encuentra con una regeneracion completa y a los 42 dias regresa a su
crecimiento normal.

Para los picos con tratamiento con cuchilla caliente se observaron en las laminillas
de la semana de vida 5, 7 y 14 que no se observa hemorragia a la semana post
tratamiento, pero a lo largo del proceso de regeneracién la epidermis, mas
especificamente el estrato cérneo se observa ligeramente engrosada, lo cual
concuerda con el estudio realizado por Gentle et. al., 1997, donde observaron los
cambios histologicos en pollitas. En la cuestion de la regeneracion de pico, se
pudo apreciar que las valvas con tratamiento de cuchilla caliente tuvieron una
regeneracion relativamente mas rapida en comparacion con las valvas a las que
se les practico tratamiento con cuchilla mecanica, pero, a la semana 14 de vida no
se encuentran lesiones y el pico parece haber sanado del todo.

Cambios de estrés oxidante

De igual manera, para el estudio del estrés oxidante, se cumplié el objetivo ya que
se observd que diferentes tratamientos de pico desencadenaron diferentes
respuestas dependiendo del método, aunado a esto, se observaron los efectos
antioxidantes al usar un suplemento vitaminico en células sanguineas. Se ha
estudiado con anterioridad el estrés oxidante en el pollo de engorda (Smitzis,
2012) y en gallinas de postura (Milone, 2009), asi mismo, se ha utilizado para
medir factores de estrés agudo como lo es el estrés por temperatura en varias
especies tales como cerdos, aves de postura y engorde (Huerta, 2005). Pero, en
cuestion de despique y en pavos no se habian estudiado con anterioridad estos
marcadores de estrés agudo.

Aunado a esto hay reportes del uso de antioxidantes, en este caso el suplemento
con vitamina C, ha sido reportado para disminuir los efectos de estrés por calor en
codornices en postura (Vela, 2020), mientras que en pavos se ha utilizado como
un estimulante del sistema inmune, disminuye el porcentaje de mortalidad bajo
condiciones de hipoxia (Paredes, 2020); y, en pollitas se ha reportado que ayuda a
disminuir el estrés causado por el proceso de despique (Pisa Agropecuaria,
2021), pero, no se ha estudiado el efecto de la suplementacion en pavos
sometidos a este tratamiento.

Los cambios en concentraciones de indicadores de estrés oxidante en plasma
fueron significativos entre tratamientos y entre grupos suplementados;

El aumento observado del dia 0 al dia del tratamiento en la concentracion de GSH
en los grupos C y D corresponde al dafio tisular a causa del tratamiento. Mientras
que, los grupos A y B no presentaron aumentos estadisticamente significativos
entre el dia 0 y el dia 1 post tratamiento, esto es probablemente causado por la
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accién de la vitamina C, Zamora, 2007, hace mencion a que ésta retrasa la
produccion de radicales libres en el organismo, es decir, en los grupos
suplementados pudo haber ocurrido una menor produccion de radicales libres, con
lo cual los niveles de GSH no tuvieron un aumento significativo. Para los grupos C
y D, del dia 0 al dia 1 se observé una disminucion estadisticamente significativa
debido a una mayor accion de los EROS, como lo menciona Smitzis, 2012, en un
estudio realizado en aves de engorda, donde encontré que los niveles de GSH
disminuyen cuando hay mayor concentracion de EROS en el organismo.

El decremento en el nivel de GSH del dia 1 al dia 7 en los grupos A, C y D, indica
que la GSH esta teniendo efecto sobre la produccién de EROS, como lo menciona
Gonzales, 2019, donde explique que los niveles de GSH disminuyen en funcion de
la actividad que realizan inhibiendo a los EROS, teniendo entonces una
correlacion de disminucion de GSH si hay un aumento en la produccién de EROS.

En el caso del aumento de niveles plasmaticos de MDA en las muestras durante el
tratamiento corresponden al dafio tisular ocasionado por los mismos, Bermudez et
al. 2008, mencionan que el MDA es un indicador no solo de lipoperoxidacién en
membranas celulares y de tejidos, sino también lo cataloga como un indicador
directo de dafo tisular. Esto quiere decir que el aumento encontrado del dia de
muestra basal con el dia 0 esta relacionado con el dafio ocasionado por el
tratamiento; exceptuando al grupo B, donde no se observd aumento
estadisticamente significativo en este lapso de tiempo.

Mientras que, el proceso de cauterizacion provoca dafo directo sobre los lipidos
de la piel y de las membranas celulares (Miquet, 2017), aunado a los EROS
producidos por el tratamiento generan que el grupo con niveles mas elevados de
MDA sea el grupo D, al que solo se le realizé tratamiento con cuchilla caliente sin
suplemento.

Por otro lado, el grupo B presenté niveles menores de MDA en comparacién con el
grupo D, ya que, Mayor, 2010, menciona que hay una disminucién en la
produccion de EROS al suplementar con vitamina C, con lo cual hay menor dafo
por lipoperoxidacién en las membranas celulares y tejidos. Por tanto, los niveles
de MDA en los grupos A y B no presentan diferencias estadisticamente
significativas entre la muestra basal y el dia 0.

Para los resultados del dia 7 tratamiento D encontramos que la barra de
concentracion de MDA tiene un aumento anémalo en comparacién con el resto de
tratamientos, esto lo atribuimos a hemdlisis en la muestra debido a que el rango
de absorbancia que se usa para la medicion de MDA, 540 nm, es el mismo que
Aguilar, 2019, en su estudio para medir hemdlisis inducida en eritrocitos, aunque
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hay otros estudios que indican que la hemdlisis se puede detectar desde los 450
nm ( Rosa et al. 2020).

En cuanto a los efectos del acido acetoxibenzoico, no se han realizado estudios
sobre el efecto de los AINEs en biomarcadores de estrés oxidante. Pero, tomando
en cuenta el mecanismo de accion sobre las ciclooxigenasas y que estas son
mediadores de inflamacion, ya que estimulan la produccién de prostaglandinas en
respuesta a agresién o lesiones tisulares, que a su vez estimulan la liberacion de
otros mediadores de inflamacion como la histamina y bradiquinina en la zona de la
lesion (Chilquillo, 2017), debido a esto y a que estudios como el de Fernandez
2009 hace mencion de los efectos de la ciclooxigenasas sobre lipoperoxidacion de
membranas y dafo tisular relacionado a estrés oxidante, podemos intuir que el
acido acetoxibenzoico contribuye a disminuirlo; no obstante, tomando en cuenta
que la concentracién en plasma maxima del del acido acetoxibenzoico es de 2
minutos a 2 horas y la vida media es de 2 a 3 horas antes de su excrecién renal
(Molina, 2013) y que la ultima vez que se les suplementé a los pavos con esto fue
mas de 12 horas antes del tratamiento de pico podemos concluir que no habia
concentracion suficiente en plasma para llevar a cabo la funcién inhibitoria de las
ciclooxigenasas, y por tanto, no influyd en las mediciones de biomarcadores de
estrés oxidante.
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9.0 Conclusiones

Tomando en cuenta las variaciones en los niveles de GSH de los diferentes
tratamientos, la medida de las valvas superiores y los dafios observados a lo largo
del tiempo en cortes histolégicos de las valvas podemos concluir que el método de
despique que menos estrés oxidante causa en pavos es el tratamiento de cuchilla
caliente con suplemento vitaminico, ya que la concentracion de GSH se mantuvo
con niveles estables a lo largo del tiempo de tratamiento y dias después, llegando
a disminuir, de igual manera la lipoperoxidacion detectada con la prueba de
TBARSs en niveles de MDA fue menor; de igual forma, esto nos da indicios de que
el suplementar con vitamina C resulta util para reducir los efectos tisulares del
estrés oxidante, aun y cuando el efecto del AINE no esté presente por el tiempo de
metabolizacion del mismo. De igual, forma el tamafo de la valva superior fue
estadisticamente menor con este tratamiento con o sin vitamina, lo que tiene
beneficios en cuestiones de reduccion de mortalidad por canibalismo; y los dafios
a nivel tisular fueron menores a lo largo del tiempo con el tratamiento con cuchilla
caliente en comparacién con el tratamiento mecanico, donde se observé mejor
acomodo de las capas de la epidermis y mejor organizacion en tejido conectivo y
cartilaginoso a la 14 semanas de vida de los pavos.

Estos hallazgos nos ayudara a en un futuro tomar mejores decisiones a nivel de
producciones pequefias y medianas sobre el método de tratamiento de pico a
aplicar en pavos y el suplementar a los mismos previamente con vitaminas y
antioxidantes con el fin de minimizar el dafo tisular ocasionado por RL sobre los
tejidos afectados y mantener asi el bienestar en los mismos.

En cuestion del efecto de los AINES sobre el estrés oxidante se requiere de mayor
estudio tomando en cuenta los tiempos que tardan en ser metabolizados y
excretados por las aves.
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