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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of Cocarboxylase (PPT) on the
productive parameters, intestinal histomorphometry and liver histopathology in broiler
chickens with 7 days of age, fed with a diet with the inclusion of cocarboxylase (10ppm)
and compare it against diets which use oils of comercial use (AV = Vegetable Qil, AA =
Acidulated Oil) to meet the requirements of Metabolizable Energy (ME). 300 male BB
day-old chickens were distributed under a completely randomized desing with 5
treatments, 6 repetitions per treatment and 10 birds per repetition. The normality and
homoscedasticity of the quantitative variables (Productive Parameters and Intestinal
Histomorphometry) were evaluated. The analysis of variance (ANOVA) was made for
the productive parameters and the differences between means were carried out by
Duncan's test; for the intestinal histomorphometry as well as liver histopathology, the
Kruskall-Wallis test was used, considering a statistical difference of P <0.05. A
significant difference was found in the productive behavior between the groups, where
T3 and T5 were higher (P <0.05) in Total weight gain, with T2 being the treatment that
had the lowest performance (P <0.05). In regard to the data obtained for food
consumption, it was higher in treatments T1 and T5 (P <0.05). For the Feed Conversion
Index, there was no differences between treatments T1, T3, T4 and T2 being the one that
obtained the worst feed conversion: 0.87 (P <0.05). The villi height measurement was
longest in T1 while in T2 it was the shortest (P <0.05). In crypt depth, T1 and T3 were
higher (P <0.05) compared to the other treatments. The ratio in treatment T1 was higher
(P <0.05) with respect to the other treatments. Regarding Hepatic Histopathology,
different types of lesions were found, T2 was the most affected treatment with the highest
ranges for each specific lesion (P <0.05), while T3 and T4 were the least affected (P
<0.05). It is concluded that the diets of pre-start chickens by the inclusion of PPT,
responded positively in the productive parameters and a benefit on liver function,
managing to reduce the Degenerative Processes caused by the addition of oils in the diet
(AV and AA).
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la Cocarboxilasa (PPT) sobre los
parametros productivos, histomorfometria intestinal e histopatologia hepatica a los 7 dias
de vida de los pollos de carne, alimentados con una dieta con la adicion de cocarboxilasa
(10 ppm) y compararla con dietas con inclusion de aceites de uso comercial (AV= Aceite
Vegetal, AA= Aceite Acidulado) para cubrir los requerimientos de Energia Metabolizable
(EM). Se emplearon 300 pollos BB Cobb500 recién nacidos distribuidos bajo un disefio
completamente aleatorizado con 5 tratamientos con 6 repeticiones por tratamiento y 10
aves por repeticion. Se evalud la normalidad y homocedasticidad de las variables
cuantitativas (parametros productivos e histomorfometria intestinal). Para los parametros
productivos, se procedio a realizar el analisis de varianza (ANOVA) vy las diferencias
entre medias por la prueba de Duncan; en la histomorfometria intestinal tanto como la
histopatologia hepéatica se uso la prueba de Kruskall-Wallis. Se encontr6 diferencia
significativa en el comportamiento productivo entre los grupos, donde T3 y T5 fueron
superiores (P<0.05) en ganancia de peso total, siendo T2 el tratamiento que tuvo la méas
baja performance (P<0.05). Respecto a los datos obtenidos para el consumo de alimento
fueron mayores en los tratamientos T1 y T5 (P<0.05). Para el indice de conversion de
alimento no mostrd diferencias entre los tratamientos T1, T3, T4 y siendo T2 el que
obtuvo la conversion alimenticia mas baja: 0.87 (P<0.05). La medicion de altura de
vellosidades fue méas larga en T1 mientras que en T2 fue el mas corto (P<0.05). En
profundidad de cripta, T1 y T3 fueron mayores (P<0.05) en comparacion a los demas
tratamientos. La ratio en el tratamiento T1 fue mayor (P<0.05) con respecto a los demés
tratamientos. En cuanto a la histopatologia hepatica se encontraron diferentes tipos de
lesiones siendo el T2 el mas afectado con los rangos mas altos para cada lesion en
especifico (P<0.05), mientras que el T3 y T4 son los menos afectados (P<0.05). Se
concluye que las dietas de pollos de pre-inicio con la inclusion de PPT, respondieron de
forma positiva en los parametros productivos y un beneficio sobre el funcionamiento
hepético, logrando reducir los procesos degenerativos causados por la adicion de aceites

comerciales en la dieta (AV y AA).
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INTRODUCCION

La produccion de pollos de carne en Perl es una actividad que muestra un crecimiento constante
en los Gltimos afios. Las estadisticas del 2019 muestran un crecimiento de un 4.4% con respecto
al afio anterior, habiendo alcanzado un consumo per capita nacional de 49.45 kg en el afio 2018,
incrementandose en el 2019 a 51.14 kg, siendo considerada como la fuente de proteina animal
mas consumida por los peruanos (MINAGRI, 2019; Rodriguez de la Cruz, 2018). Este elevado
consumo per cépita se debe a su bajo costo en comparacién con otros tipos de carne, mientras que
la media del precio de la carne de pollo se mantuvo en S/.4.05 por cada kg durante el 2019, los
precios de otras carnes tuvieron una media de S/.15.39, 13.88, 15.20 y 13.66 para la carne de
Cerdo, Vacuno, Pavo y Oveja, respectivamente (MINAGRI SISAP v.2.0, 2019).

El pollo de carne o Broiler presenta la mejor eficiencia alimenticia en comparacién con otras
especies como pavos, cerdos y vacunos (Tallentire et al., 2016). Esto se debe a la mejora en
genética, asi como en nutricién, sanidad y manejo de crianza a través de los afios, permitiendo
que el pollito BB con un peso promedio al nacimiento de 45 gr pueda llegar a pesar mas de 200
gr al séptimo dia, lo que representa 4.5 veces mas su peso al nacimiento (Penz, 2018). Cabe
sefialar que los primeros siete dias de crianza son fundamentales para la adquisicién de gramos
adicionales al final de la campafia, debido a que por cada gramo extra que se gane en la primera
semana de vida se producira 6 gramos mas de peso corporal a los 35 dias de edad, siendo un
indicador para estimar el comportamiento productivo del lote al final de la campafia (Villa, 2010;
Cobb, 2018).

Desde el punto de vista nutricional, la energia y su relacion con los otros nutrientes (aminoacidos,
minerales y vitaminas) es de suma importancia ya que esta regula el consumo de alimento y la de
otros nutrientes, asi como ser el motor para la sintesis y/o desarrollo de tejidos y érganos
(muscular, intestinal, inmunitario, etc.) (McDonald y Edwards, 2013). Es debido a ello, que a la
hora de formular raciones pre-iniciadoras, la energia es el primer requisito a cubrir; las fuentes
proveedoras de energia en el alimento deben ser de calidad y tener un aporte constante, ya que un
exceso de energia produce un menor consumo de alimento, lo cual conlleva a una menor ingesta
de amino&cidos y otros nutrientes requeridos. Por el contrario, un déficit de energia activa las
rutas gluconeogeénicas destinando aminodcidos para la sintesis de energia, afectando la sintesis de

tejido muscular y la respuesta inmune humoral, asi como celular (Leeson y Summer, 2008).

En la alimentacion de animales de produccion se incluyen granos (maiz, trigo, cebada, etc.) y
lipidos (aceite de soya, palma, palmiste, etc.) para poder cubrir las necesidades de energia en el
alimento (Church et al., 2013). Si estos insumos no son de buena calidad, pueden producir
problemas a nivel del tracto gastrointestinal y glandulas anexas (higado y pancreas) por presentar

metabolitos toxicos, bacterias, factores antinutricionales, entre otros (Lindblom, 2017). El uso de
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lipidos como aceites 0 grasas con menor aporte de energia al estimado y/o presencia de
compuestos toxicos como peroxidos y aldehidos conlleva a un menor nivel de energia del
alimento o dafiar la mucosa intestinal y/o al parénquima hepético (Baido, 2005; Bayraktar, 2011).
Ademas, la produccion de la enzima lipasa pancreatica y la digestibilidad de lipidos es baja en la

primera semana de edad (Tancharoenrat et al., 2014).

Los aceites afiadidos en la dieta, son de vital importancia en la alimentacion de los pollos Broiler
puesto que son incapaces de sintetizar todos los que existen, tal como los &cidos grasos esenciales
(Acido Linoleico y a-Linolenico), siendo el Linoleico el que tiene mayor importancia desde el
punto de vista nutricional ya que tiene efecto en el crecimiento de vellosidades intestinales. En el
mercado existen distintos tipos de Aceites (Maiz, Girasol, Palma, Soja, etc.), los cuales tienen
diferentes niveles de &cido Linoleico, siendo el Destilado de Maiz (55,8%) y el Aceite de Soya
(53,19%), los que mayor cantidad poseen (Lindblom, 2017). El Aceite Acidulado de Soya es
comunmente utilizado en la industria avicola, el cual es un subproducto derivado de la industria
del aceite de soyay origina rancidez oxidativa, formando perdxidos, lo cual afecta al sabor, aroma,
color y textura. Estos peréxidos afectan negativamente a la digestibilidad de otros nutrientes,
afectando el proceso de transporte y absorcion, ademas de destruir las vitaminas liposolubles A'y
E. Por ultimo, tienen menor contenido de &cido Linoleico, disminuyendo el valor nutritivo en

comparacion del Aceite de Soya Refinado (Bayraktar, 2011; Baido, 2005)

El higado desempefia una funcién muy importante en el metabolismo de los lipidos: absorcion de
los lipidos mediante la produccion de bilis; sintetiza y oxida acidos grasos de modo activo,
triglicéridos y fosfolipidos; cetogénesis; sintesis y metabolismo de proteinas plasmaticas. Durante
la primera semana de vida de los pollos BB las lesiones cominmente observables en la histologia
hepéatica son la Degeneracion Grasa (DG) y la Tumefaccion Hepatica (TH) las cuales son
inducidas por una sobrecarga de Acidos Grasos provenientes de los aceites afiadidos en dieta y el
estrés oxidativo causado por su calidad dando lugar a la peroxidacion lipidica y liberacion de
peroxidos lipidicos que producen ROS. Estos 2 problemas traerdn consigo fallas en la
metabolizacion y un mayor grado de lesion hepatica. Cuando el higado recibe &cidos grasos
provenientes de la dieta estos deben ser metabolizados y trasformados en lipoproteinas para su
transporte extrahepético, pero cuando existe una sobrecarga de acidos grasos el higado es incapaz
de metabolizarlos y generara vacuolas grasas en los hepatocitos (DG). Esto va a depender de la
apoproteina, quien ensambla las lipoproteinas provenientes de los ribosomas del Reticulo
Endoplasmético Rugoso (Murray R, 2013; Robbins y Cotran 2010). Es por ello, que la industria
de alimentos para pollos de carne esta en la busqueda de aditivos que aporten y maximicen el uso
de la energia en el alimento, y en este grupo tenemos a las enzimas como carbohidrasas, lipasas,

asi como productos gluconeogénicos y activadores metabolicos como la cocarboxilasa.



La cocarboxilasa o pirofosfato de tiamina (PPT) es una coenzima originada a partir de la tiamina
0 vitamina B1 la cual sirve como una coenzima para el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH),
a-cetoglutarato deshidrogenasa (o-KGDH) y transcetolasa (Lehninger et al., 2014). Cabe sefalar
que los complejos PDH y a-KGDH estan involucrados en la sintesis de energia provenientes de
carbohidratos (Olkowski y Classen, 1998). La funcion més relevante de la PPT es intervenir en
la descarboxilacion del piruvato por medio del complejo de la PDH y convertirla en acetil Co-A
a nivel mitocondrial, y de esta forma pueda ingresar al ciclo de Krebs para continuar con los
procesos metabolicos generadores de energia. La ausencia de esta coenzima no permitira la
conversion del piruvato a acetil Co-A, afectando la produccion de ATP a nivel mitocondrial. La
biosintesis de la PPT a partir de tiamina requiere de un aporte de energia en forma de ATP, es por
esta razon, que esta ruta biosintética esta estrictamente regulada para evitar el desperdicio de
energia, ya que se necesita un minimo de cinco fosforilaciones por cada molécula de PPT
producida (Hohmann y Meacock, 1998; Lehninger et al., 2014).

La inclusion de PPT ha sido evaluada en diversos estudios, como Saez et al. (2011), evalud el
efecto de lainclusionde laPTT arazén de 0, 0.6, 0.12 y 0.18% en el alimento sobre los pardmetros
productivos: peso vivo, ganancia de peso, consumo de alimento, conversion de alimento y
mortalidad; peso de intestino, higado y pechuga, asi como nivel de glucosa sanguinea en pollos
de carne de 1 a 21 dias de edad. El autor no encontr6 diferencia estadistica de los niveles de PTT
sobre las variables evaluadas como ganancia de peso, conversion de alimento, peso de érganos y
nivel de glucosa sanguinea; pero si para la variable consumo de alimento. Por otro lado, Rivera
et al. (2016), encontraron mejoras significativas con el uso de PPT sobre el peso final y ganancia
de peso en pollos de carne alimentados de 1 a 42 dias de edad, con reduccion del nivel de aceite
en el alimento. En ambos estudios se evalud la adicion de la PPT en el alimento con una matriz
energética o aporte de energia estimado entre 80 a 120 mil Kcal de energia metabolizable por
cada kg de PPT sobre el rendimiento productivo en pollos de carne a 21 y 42 dias de edad. Sin
embargo, a pesar de evaluarse el peso de érganos como intestino e higado, no se analizaron los

cambios histoldgicos en dichos érganos (Saez et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de la PPT sobre el
comportamiento productivo, histomorfometria intestinal e histopatologia hepatica en pollos de

carne BB durante la primera semana de edad.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y duracion del estudio

El presente estudio se realiz6 en el Centro Experimental de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (FAVEZ — UPCH), ubicado en el
distrito de Lurin. Tuvo una duracion de ocho dias y fue desarrollado entre el 25 de febrero y 4 de
marzo del afio 2020. El beneficio de los animales para la toma de muestras se realizé en el mismo
centro experimental, asi como el procesamiento histoldgico se realizé en el laboratorio de
histopatologia de FAVEZ — UPCH, mientras que la evaluacion microscopica y microfotografia
de las laminas se realizé en VetSupport — Laboratorio Veterinario.

Animales experimentales
Se emplearon 300 pollos BB machos Cobb 500 de un dia de edad con un peso promedio de 46 g,
provenientes de una misma planta de incubacién y vacunados contra las enfermedades de Marek,

Gumboro, Hepatitis a Cuerpo de Inclusion y Newcastle.

Alojamiento de las aves

Las aves fueron alojadas en baterias de experimentacion de cinco pisos, constituidas con jaulas
metéalicas de malla galvanizada, equipadas con comederos tipo tolva y bebederos niple con copa
instalados en el interior de cada corral. La temperatura se manejé por medio de campanas
calefactoras, se midi6 por un termohigrémetro digital ambiental y se mantuvo entre los rangos de
(32°C —29°C) siendo la temperatura mayor a la recepcién y se le fue bajando conforme a la edad
biolégica del animal. Asi mismo, la ventilacion se controlé con el uso de cortinas, teniendo como

base las recomendaciones de crianza de la linea genética Cobb 500 (Cobb, 2018).

Manejo de las aves

Al inicio del experimento, se cont6 con la informacion que el galpén cumpli6 con el
descanso sanitario correspondiente, se realiz6 una limpieza y desinfeccion a base de
detergente y desinfectantes (glutaraldehido + amoniocuaternario) de las baterias de
crianza, comederos, niples y cortinas, luego se procedid al armado del galpén, una vez
armado el galpon, se desinfectdé por mochila de dispersion con VANODINE®, se dej6 2
dias de descanso, para luego desinfectar con MAX25® 24 horas antes de la llegada de los

pollos bebe. Se realizé un manejo de residuos de forma correcta.



Las aves recibieron el mismo manejo sanitario (programa de vacunacion), de crianza (horario de
alimentacion y limpieza) y medioambiente (manejo de temperatura, ventilacion e iluminacidn)
durante los siete dias que durd la crianza. Las aves fueron recepcionadas con una temperatura de

32 °C y un programa de luz de 23 horas el primer dia como se detalla en el Cuadro 1.

Por otro lado, cabe mencionar que no se presentd ningun cuadro o signo que indique enfermedad
durante el desarrollo de la crianza, tampoco se presentd mortandad alguna durante el estudio.

Cuadro 1: Temperatura, Humedad y Horas Luz

Dias Temperatura Humedad Horas Luz
Dia0  Tmin=31.5°C Tmax=33.8°C Hmin= 50% Hmax= 60% 24 horas
Dial  Tmin=29.9°C Tmax=33.2°C Hmin= 50% Hmax= 70% 23 horas
Dia2  Tmin=30.3°C Tmax=33.7°C Hmin= 50% Hmax= 60% 22 horas
Dia3  Tmin=30.8°C Tmax=33.4°C Hmin= 50% Hmax= 60% 21 horas
Diad4  Tmin=29.8°C Tmax=32.1°C Hmin= 50% Hmax= 60% 20 horas
Dia5 Tmin= 30.1°C Tmax=33.4C Hmin= 55% Hmax= 60% 18 horas
Dia6  Tmin=30.3°C Tmax=33.9°C Hmin= 51% Hmax= 60% 16 horas
Dia7  Tmin=29.4°C Tmax= 33.6°C Hmin= 50% Hmax= 60% 16 horas

Programa de alimentacién

Las dietas experimentales fueron formuladas siguiendo las recomendaciones de la linea genética
Cobb500 (Cobb, 2018) y se tom6 como base el aporte de nutrientes de los insumos siguiendo las
Tablas Brasilefias para Aves y Cerdos de Rostagno (2017). Se formulé una dieta control a base
de aceite vegetal de uso humano (T1=Aceite Vegetal de soya) con un nivel de 2975 Kcal de
energia metabolizable aparente (EMa), 22% de proteina cruda, 0.9% de calcio y 0.45% de fdsforo
disponible. Se repartid el alimento 2 veces al dia (7am y 4pm). La cantidad a repartir fue con base

a lo recomendado por la linea genética mas un 10% de comida (Anexo 1y 2).

El agua de bebida fue clorada al inicio (2 ppm de cloro libre) y se administr6 de forma ad libitum.

Cocarboxilasa o PPT

El producto que se empled en el estudio fue GENERGY AV de CORPORATION AV
PRODUCTS S.A.C., el cual es clasificado como un suplemento nutricional, también llamado
Pirofosfato de Tiamina o Difosfato de Tiamina (PPT) el cual se produce naturalmente de la
descarboxilacion de la vitamina B1. La apariencia fisica del producto es polvo de color crema
para la administracion via oral, el cual posee 67,2 g de PPT por cada Kg de producto (SENASA
2019).



Tratamientos experimentales
Se emplearon cinco dietas experimentales (tratamientos) con seis repeticiones cada una (Anexo
1y 2). Cada repeticion estuvo conformada por un grupo de 10 aves. La distribucion de las aves

en los tratamientos y repeticiones fue al azar.
Tratamientos:

e Tratamiento 1 (T1): Dieta control a base de aceite de soya de uso humano, con una
densidad energética estimada de 2975 Kcal de EMa.

e Tratamiento 2 (T2): Dieta control con reemplazo del aceite de soya de uso humano por
aceite acidulado de soya, con una densidad energética estimada de 2975 Kcal de EMa.

e Tratamiento 3 (T3): T1 menos 90 Kcal de EM + 0.1 % de Cocarboxilasa o PPT, con una
densidad energética estimada de 2975 Kcal de EMa.

e Tratamiento 4 (T4): T2 menos 90 Kcal de EM + 0.1 % de Cocarboxilasa o PPT, con una
densidad energética estimada de 2975 Kcal de EMa.

e Tratamiento 5 (T5): T1 menos 90 Kcal de EM sin adicion de Cocarboxilasa o PPT, con

una densidad energética estimada de 2885 Kcal de EMa.

Mediciones realizadas
Parametros Productivos

Ganancia de peso total (GPT), g:

Se pesaron todas las aves que conformaron una unidad experimental (promedio) al inicio del
estudio (Peso Inicial, PI) asi como al octavo dia (Peso Final, PF). La ganancia de peso total se

determiné mediante la siguiente formula aritmética y fue expresada en gramos.

GPT (g) = PF—PI

Consumo de alimento diario (CAD) y total (CAT), q:

Para determinar el consumo de alimento diario se pesé el alimento suministrado y el alimento
residual al siguiente dia (7:00 am). El consumo de alimento total, seré la suma total del alimento

consumido por cada repeticion en los ocho dias que durd el experimento, expresada en gramos.

CAD (g) = Alimento suministrado - Alimento residual al siguiente dia

CAT (g) = Sumatoria del CAD en los ocho dias que dur6 el estudio



indice de conversion de alimento (ICA):

Con los datos de ganancia de peso total y consumo de alimento total, se obtuvo el indice de

conversion de alimento.

ICA=CAT/GPT

Toma de muestra

El beneficio de las aves se realizo6 al 9no dia, a razon de tres aves por repeticion seleccionadas al
azar. Primero se busc6 lograr la inconsciencia de las aves por medio de la aplicacién de
pentobarbital sédico via intraperitoneal a dosis Unica de 130 mg/ave (tres veces la dosis como
anestésico). Luego se empled el método fisico de dislocacion cervical para lograr la eutanasia de
las aves (AVMA 2020). Posterior a ello, se procedi6 a la apertura e ingreso a la cavidad abdominal

para poder retirar el higado e intestino de cada ave.

» Histomorfometria intestinal: Primero se ubic6 el yeyuno en el punto medio entre el
apice del pancreas y el diverticulo de Meckel. Posterior a ello, se procedi6 a retirar 5
cm de yeyuno, para luego introducir 3 ml de formol al 10% con la ayuda de una
jeringa con la finalidad de lograr fijar la mucosa yeyunal.

> Histopatologia hepéatica: Una vez retirado el higado, se corté 1 cm? de este 6rgano

a nivel del 16bulo derecho, para luego ser colocado en un frasco con formol al 10%.

Histopatologia

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de Histologia y Patologia de FAVEZ — UPCH de las
cuales se tomaron 3 muestras de higado e intestino para cada lamina de 6 repeticiones y 5
tratamientos; fueron procesados con cera de parafina para luego ser tefiidas con la técnica
convencional hematoxilina y eosina (H.E). Luego de su secado se usé un medio de montaje para
cubreobjetos basado en parafina liquida con balsamo de Canada o Permount, Las laminas fueron
leidas con un microscopio de campo claro marca Leica DM500® el cual tiene adaptado una
camara de microfotografia Leica ICC50W® de 2 megapixeles de resolucién, mediante las cuales

se tomaron fotografias con el software LAS EZ version 3.4.0.



1. Parael caso de las muestras de intestino (yeyuno) se realizaron 120 mediciones tanto para
la altura como profundidad de cripta para cada tratamiento, las mediciones siguieron la
metodologia utilizada por Nassiri con una unidad de medida en (um) (2012):

v Altura de vellosidad: area comprendida desde la base hasta la zona apical de la
vellosidad (um).

v Profundidad de cripta: el area correspondiente a las criptas de Lieberkiihn en (um)
(comprende de la base de la vellosidad hasta la membrana basal antes de la capa
muscularis mucosae).

v Ratio altura de vellosidad/profundidad de cripta: Con los datos obtenidos de la altura

de vellosidad y profundidad de cripta.

2. Enel caso de las muestras hepéticas se realizo el Analisis Descriptivo de 18 I&minas por
cada tratamiento, estas fueron evaluadas bajo una tabla con 9 de las lesiones mas comunes
en el higado de las aves (Anexo 3), en un campo claro con un objetivo panoramico de 4x,
después se dividio en 8 partes para analizarlos en cuadrantes de 10X, para posteriormente

evaluar cada cuadrante en un campo de 40x.

Anélisis Estadistico

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) con cinco tratamientos, seis repeticiones y 10
aves por repeticion. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadistico STATA
version 15.0. Se analizd la normalidad y homogeneidad de las varianzas de las variables
cuantitativas (Parametros Productivos = ganancia de peso, consumo de alimento, conversion de
alimento; Histomorfometria Intestinal = altura de vellosidad, profundidad de cripta y ratio altura
de vellosidad/profundidad de cripta). Para los pardmetros productivos luego de cumplir con los
supuestos (Kolmogorov — Smirnov), se procedi6 a realizar el analisis de varianza (ANOVA) y las
diferencias entre medias por la prueba de Duncan; en la histomorfometria intestinal tanto como
la histopatologia hepatica se usé la prueba de Kruskall-Wallis, considerando una diferencia

estadistica de un p<0.05.

Consideraciones éticas

La investigacion fue aprobada por el Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH); considerando el cumplimiento de los estandares de la
Universidad, los lineamientos cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio y la
confidencialidad de los datos, dejando la respectiva constancia con el codigo 201613 de

inscripcion.



RESULTADOS

Parametros Productivos

Los resultados de Ganancia de Peso Total, Consumo de Alimento y Conversion Alimenticia en
este estudio se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Pardmetros Productivos en pollos a los siete dias de edad alimentados con diferentes
fuentes de Aceites y adicién de Cocarboxilasa®.

_ P_esp Peso Final Ganancia Con_sumo de anvers_ic')_n
Tratamientos* N Inicial (g/ave) de Peso Alimento Alimenticia
(g/ave) Total (g) Total (g) (9)

Tl 60 46,38 203,98 157,60 1339,26% 0,65°

T2 60 46,38 139,37 92,99 1220,45° 0,872

T3 60 46,38 207,19 160,812 1261,20% 0,60°

T4 60 46,38 204,61 158,23 1248,26% 0,61

T5 60 46,38 208,48 162,10 1382,11° 0,66°

Significancia - 0,000 0,004 0,000

“T1= Dieta Control 1 (AS); T2 = Dieta Control 2 (AAS); T3 = T1 - 90Kcal + 0.1%PPT; T4 = T2 - 90Kcal +
0.1%PPT; T5 = T1 — 90Kcal.

L Valores las cuales son promedios de 6 repeticiones de 10 aves cada una (60 aves por tratamiento), n = 300.
abcy/alores con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05).

abac\/alores con letras diferentes difieren significativamente (p<0.05).

La ganancia de peso en los tratamientos T3 y T5 fueron superiores (P<0.05) a los otros
tratamientos, siendo estos de 160.81 y 162.10 g, respectivamente. El tratamiento de més baja
performance (P<0.05) fue el T2 con 92.99 g. Con respecto al Consumo de Alimento Total, fueron
mayores en los tratamientos T1 y T5 (P<0.05) 1339. 26 y 1382.11 g/ave, respectivamente en
comparacion de los otros tratamientos. El indice de Conversion De Alimento no mostrd
diferencias entre los tratamientos T1, T3, T4 y T5 (0.65; 0.60; 061 y 0.66, respectivamente,)

siendo T2 el que obtuvo la peor conversion alimenticia: 0.87 (P<0.05).



Histomorfometria Intestinal

Los resultados de 120 mediciones Histomorfometria Intestinal por tratamiento (Altura,
Profundidad y Ratio en pm), se pueden observar en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Efecto de la suplementacion de Cocarboxilasa (PPT) sobre la morfologia intestinal

del yeyuno en pollos de carne a los 7 dias de edad*

Tratamientos N Altura (um) Profundidad (um) Ratio
Tl 120 978,02 155,85 6,25

T2 120 516,85¢ 127,93¢ 4,02

T3 120 707,21 158,172 4,45°

T4 120 725,91 147,84 4,91°

T5 120 733,23 147,10° 5,01°
Significancia 0,001 0,006 0,000

L Valores las cuales son promedios de 20 mediciones por repeticion (1 Tratamiento con 6 Repeticiones), n = 600.
abcy/alores con letras iguales no difieren significativamente (p<0.05).

La medicion de altura de vellosidades para el tratamiento T1 fue mas largo (978,02um) mientras
que el T2 fue més corto (516.85um) (P<0.05). En profundidad, T1y T3 fueron mayores (P<0.05)
155.85um y 158,17um, respectivamente en comparacion con los otros tratamientos. La ratio en

el tratamiento T1 fue mayor (P<0.05) 6.25 con respecto a los tratamientos.

DFAlura T3RZMICH

Figura 1: Microfotografias intestinales (um). (A): Microfotografia de Altura de vellosidad (um — 4x); (B):
Microfotografia de Profundidad de cripta (um — 4x)
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Histopatologia Hepatica
Los resultados de los promedios de las calificaciones de las 18 muestras hepéticas por cada

tratamiento se pueden observar en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Distribucion del grado de lesion (promedio de rango de lesiones) en muestra de
higados en los diferentes grupos de estudio®.

. Conge,:s_tic')n Hiper,plasia Degeneracion  Tumefaccion Hiperp lasia
Tratamientos N Hepa}tlca de células Grasa Hepatica de_foll_culos
Activa de Kuppfer linfoides

Tl 18 43,67° 58,92° 55,89° 58,03° 48,00?

T2 18 59,94% 57,00? 75,612 70,33% 48,00?

T3 18 40,06° 28,25° 26,33° 21,00° 40,502

T4 18 35,58° 33,83° 35,61° 22,83° 45,502

T5 18 48,25° 45,50° 34,06° 55,31° 45,502

Significancia 0,015 0,000 0,000 0,000 0,753

! Valores las cuales son promedios de 18 andlisis descriptivos para cada repeticién (1 Tratamiento con 6
Repeticiones), n = 90.

abc | etras diferentes indican que los grados de lesion entre los tratamientos son diferentes (a mayor rango promedio
mayor grado de lesion) (p<0.05).

Se encontraron diferentes tipos de lesiones siendo el T2 el mas afectado con los rangos mas
altos para cada lesion en especifico (P<0.05), mientras que el T3 y T4 son los menos afectados
(P<0.05). En el caso de la hiperplasia de foliculos linfoides, la cantidad de lesiones que fueron

observables son iguales para cada tratamiento, la cual no posee relevancia alguna (P>0.05).

Figura 2: Microfotografias Hepéticas con tincién H.E. (A): Flechas indican zonas de Congestion Hepética Activa;
(B): Flechas indican CHA, Degeneracion Grasa (DG) y Tumefaccidn Hepatica (TH); (C): Flechas indican macro y
microvacuolas grasas de DG e Hiperplasia de células de Kupffer (HcK).
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DISCUSION

En este estudio se utilizé Pirofosfato de Tiamina (PPT) como reemplazo parcial para el Aceite
Vegetal de Soya (AV) y Aceite Acidulado de Soya (AA).

Parametros Productivos:

Los pesos finales en los tratamientos T3 y T5 son significativamente superiores a los demas
tratamientos del estudio, T1 fue el control de los tratamientos T3 (AV — 90Kcal + 10ppm PPT) y
T5 (AV —90Kcal), en T5 los pollos compensaron la falta de energia con un aumento del consumo
del alimento para poder llegar al peso estimado, lo cual influyé en su conversion alimenticia final,
estos resultados coinciden con los de Rivera de la Torre (2016) concluyendo que el reemplazo
parcial de PPT por aceite de soya durante 42 dias, resulté en un bajo consumo de alimento y una
mejor conversién alimenticia, siendo una potencial fuente de reemplazo de energia.. Del mismo
modo, el Peso Final, Consumo de Alimento Total y Conversion Alimenticia fue superior en T3
(AV + PPT) a comparacion de T1 (AV).

Por otro lado, es necesario sefialar que los niveles de reduccién en la ganancia de peso y
conversién alimenticia para el T2 se pueden explicar debido a que el uso de AA es de baja calidad
por tener un alto contenido de perdéxidos que causan una mala digestibilidad y mala absorcion de
nutrientes (Baido 2005). La adicion de PPT influyd positivamente sobre la ganancia de peso,
consumo de alimento total y conversién alimenticia en T4 (AA + PPT) que en T2 (AA), siendo
el T4 superior en los pardmetros evaluados. Esto es debido a que la PPT funciona a nivel de los
complejos PDH y a-KGDH, por lo cual a pesar que se uso un aceite de baja calidad con una gran
cantidad de peroxidos, este fue mejor absorbido y metabolizado en T4 que T2 (Olkowski, 1998).
Se presume que T3 (AV + PPT) fue superior a T4 (AA+ PPT), por el efecto que posee el tipo de

aceite utilizado para estos tratamientos sobre de la adicion de PPT.
Histomorfometria Intestinal:

El intestino delgado utiliza una gran cantidad de energia para llevar a cabo la absorcion, el
transporte de nutrientes y el mantenimiento de las vellosidades, y al mismo tiempo necesitan un
gran suministro de oxigeno del cuerpo. Zehava et al. (1998), reporta que el tamafio normal de las
vellosidades se obtiene entre el dia 7 al dia 9. La presencia del saco vitelino y sus acidos grasos,
no influyen al crecimiento de las vellosidades, ya que el crecimiento de estas se ve reflejado por
la pronta ingesta de comida después del encasetamiento, por esta razén la calidad de los aceites
afiadidos en dieta es esencial para el desarrollo de las vellosidades intestinales, concluyendo que

el retraso en su desarrollo resulta en un pobre crecimiento corporal de los pollos.
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Baido (2005) y Lindblom (2017), concluyen que a mejor calidad de aceite aplicado en el alimento
influira directamente en el crecimiento de las vellosidades intestinales, siendo el porcentaje de
Acido Graso Linoleico que posean los aceites suministrados en dieta el cual permita que crezcan
las vellosidades en 6ptimas condiciones, en este estudio la calidad del aceite suministrado fue
mejor en T1 (AV) que en T2 (AA), por esta razon la altura de vellosidad fue mayor en T1

(978,02um) que en T2 (516,85um), en comparacién a los demas tratamientos.

Con respecto a la profundidad de la cripta en los tratamientos T3 (158,17um) y T1 (155,17um)
se logro una buena profundidad de cripta con respecto a los demas tratamientos, por lo cual se
presume que aumentara la altura de vellosidad y la capacidad de absorcién intestinal, sin embargo
en T2 la profundidad de cripta fue la menor (127,93um), causando problemas de digestibilidad y
retraso en el crecimiento de vellosidades, estos resultados concuerdan con los de Nassiri (2012)
quien explica que la medicién de la profundidad es sumamente importante ya que comprende el
area donde las células madre se dividen para permitir la renovacion de las células epiteliales
enterociticas y caliciformes de las vellosidades, la cual es considerada como la fabrica de las
mismas, una gran profundidad indica una rapida renovacion e intercambio de tejidos y por ende

una mayor demanda de tejido nuevo.

El ratio nos sirve para evaluar que tan proporcional es la altura con respecto a su profundidad
(Nassiri, 2012), siendo T1 el que obtuvo mayor ratio (6,25), esto debido al uso de aceite de soya
rico en acidos grasos esenciales y de buena calidad que ayudan a la proliferacién celular, mientras
que T2 obtuvo el menor ratio (4,02), esto concuerda con lo mencionado por Baido (2005) quien
expreso que el uso de aceite acidulado de soya afecta directamente proporcional tanto a la altura
como profundidad de cripta por la acumulacion de toxinas como perdxidos y radicales libres

causando un sindrome de mala absorcion y digestion.

Los datos que se obtuvieron del efecto de la PPT sobre la morfologia intestinal en este estudio,
las alturas de vellosidades (516,85 pm — 978,02 um) y profundidades de criptas (127,93 pm —
155,85um) fueron mejores con respecto al experimento realizado por Nassiri (2012), quien
obtuvo resultados de 407,17 umy 115,58 um sobre la altura de vellosidad y profundidad de cripta

respectivamente.
Histopatologia Hepatica:

Dentro de los hallazgos histopatolgicos tenemos que demostrar el tipo de lesion segun el agente
causal si este es reversible o irreversible, la Tumefaccion Hepética (TH) es un indicativo de punto
de inflexién en el cual depende la cantidad de hepatocitos afectados o si existen signos de necrosis
para poder clasificarlo (Murray R, 2013; Robbins y Cotran 2010), siendo el T2 (AA) el méas
afectado ya que este aceite posee muchos peroxidos que son capaces de aumentar el estrés

oxidativo hepatico por ende un aumento de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), por lo tanto
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obtuvo mayor lesion de Degeneracion Grasa (DG) y TH, este tratamiento posee tanto macro como
microvacuolas grasas difusas y TH multifocal en los campos observables; mientras que T1 poseia
macro y microvacuolas grasas multifocales y TH focalizado, aunque se usO aceite de buena
calidad este supero la capacidad de metabolizacion hepética, en los demaés tratamientos (T3,T4y
T5) se redujo la cantidad de aceite, disminuyendo por si la cantidad de DG y TH observables en
los campos, estos resultados tienen similitud con lo demostrado por Valenzuela (2011) en el cual
explica la interrelacion de la sobrenutricidn y la aparicion de estrés oxidativo en el higado debido
a una mayor disponibilidad y oxidacion de &cidos grasos saturados con la consiguiente produccion

de ROS y agotamiento de los antioxidantes que conducen a la DG y TH.

En los tratamientosT3 y T4 a diferencia de T5 en los que se observaron microvacuolas focalizadas
y hepatocitos sin lesion por TH, se sugiere que la adicion de PPT en la dieta, que no solo cubre el
requerimiento energético, también ayuda a la reduccién de la produccion de ROS vy
metabolizacion de los acidos grasos; ya que la PPT no necesita que pase por diversos procesos

para que cumpla su funcion metabdlica (Olkowski, 1998; Lonsdale D, 2006).

Un hallazgo importante y clave fue la existencia de una Congestién Hepatica Activa (CHA) en
todos los tratamientos. La peculiaridad de la CHA es que no se observo congestionen la region
centrolobulillar, sin embargo, habia zonas con congestion focal, multifocal y difusas. La CHA se
caracteriza por una congestion activa de los lechos vasculares con una salida de sangre normal o
disminuida, ocurre debido a un mayor requerimiento de la actividad metabdlica en el tejido el
cual tiene concentraciones aumentadas localizadas de CO», &cido y otros metabolitos, provocando
un estimulo local de vasodilatacion y aumento del flujo, logrando el aumento de O2 arteriolar
para suplir las carencias que puede tener el higado por la DG y TH (Robbins y Cotran 2010).Los
tratamientos que tenian una considerable cantidad de DGy TH (T1, T2, T5) se observaban zonas
focales y multifocales de CHA, siendo el T2 el que se vio mas afectado lograndose ver zonas

difusas de congestion. (Zachary J. y McGavin D. 2012)

Por otro lado, la Hiperplasia de células de Kupffer (HcK) nos indica el mecanismo de defensa que
posee el higado para poder recuperarse y salir del Proceso Degenerativo, los tratamientos que
tenian mayor DG, TH y CHA (T1, T2, T5) fueron los que tenian mayor presencia de HcK a
diferencia de los tratamientos T3 y T4 que poseen la adicién de PPT en los que se observaron
microvacuolas focalizadas de DG y hepatocitos sin lesion por TH, la aparicién de HcK eran
focales 0 no existentes, lo cual nos indica que no existe un proceso degenerativo en estos
tratamientos; esto guarda relacion con lo que expreso Valenzuela (2011) en el que explica que la
infiltracién de células de Kupffer es debido a la reparacion causada por la liberacion de

interleucinas proinflamatorias de la disfuncién mitocondrial existente.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales y los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente

trabajo de investigacion, se establecen las siguientes conclusiones:

1. El reemplazo parcial de aceites comerciales por la inclusion de PPT (Cocarboxilasa) a razén
de 10 ppm en dietas de pollos de pre-inicio, mejord la Ganancia de Peso, con respecto al
Consumo de Alimento fue mas eficiente su uso para formar musculo y esto se vio reflejado

en la Conversion Alimenticia con respecto a sus controles.

2. El uso de PPT no tiene influencia sobre la morfologia e integridad de las vellosidades
intestinales, sin embargo, redujo cualquier tipo de proceso degenerativo a nivel hepéatico

causado por el uso de aceites comerciales.
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ANEXO

Anexo 1. Composicion de las dietas experimentales en porcentaje (%).

TRATAMIENTO
INSUMO

T1 T2 T3 T4 T5
Maiz nacional molido 7% PC 50.25 50.25 52185 52.185 52.39
Torta de soya 46% PC 32.79 3279 32505 32505 32475
Soya integral 35% PC 10 10 10 10 10
Aceite Vegetal de uso humano 2.34 0 0.585 0 0.515
Aceite Acidulado de soya 0 2.34 0 0.585 0
Montafos 21% 1.57 1.57 1.565 1.565 1.565
Carbonato de calcio 38% 138 1.38 1.38 1.38 1.385
DL- Metionina 99% 0.315 0315 0315 0.315 0.315
Sal 0.255 0.255 0.25 0.25 0.25
Bicarbonato de sodio 0.225 0.225 0.23 0.23 0.23
Secuestrante micotoxinas 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Cloruro de Colina 60% 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
HCI - Lisina 78% 0.105 0.105 0.11 0.11 0.11
Fungiban (Fungicida) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Premezcla pre inicio pollo 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Cocarboxilasa 0 0 0.1 0.1 0
L-Treonina 98% 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
Maxiban (Coccidiostato) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
BMD 11% (Zoetis) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
TOTAL 100 100 100 100 100
Anexo 2. Valor nutricional calculado de los tratamientos
TRATAMIENTO

VALOR NUTRICIONAL 1 - T3 T4 s
Energia Metabolizable (Kcal/Kg) 2975 2975 2895 2895 2885
Proteina Cruda % 22 22 22 22 22
Lisina digestible 1.22 1.22 1.22 1.22 1.22
Metionina digestible 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46
Met + Cys digestible 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91
Treonina 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83
Calcio % 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
Fosforo % 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45
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Anexo 3. Analisis descriptivo de lesiones hepaticas.
Se califico Sin lesion con 0, Focal con 1, Multifocal con 2, Difusa con 3.

1. Congestién hepatica

a. Sinlesion
b. Focal

c. Multifocal
d. Difusa

2. Hiperplasia de células de Kupffer

a. Sin lesion

b. Focal
c. Multifocal
d. Difusa

3. Hinchazon de hepatocitos por degeneracion grasa

a. Sinlesion
b. Focal

c. Multifocal
d. Difusa

4. Hinchazon de hepatocitos por tumefaccion turbia

a. Sin lesién

b. Focal
c. Multifocal
d. Difusa

5. Hiperplasia de foliculos linfoides hepaticos

a. Sinlesion
b. Focal

c. Multifocal
d. Difusa

6. Hiperplasia de conductos biliares hepéticos
a. Sinlesion
b. Focal
c. Multifocal
7. Necrosis hepética
a. Sinlesion
b. Focal
c. Multifocal
d. Difusa
8. Fibroplasia hepética
a. Sin lesion
b. Focal



c. Multifocal
d. Difusa

9. Apoptosis
a. Sin lesion
b. Focal
c. Multifocal
d. Difusa
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