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Abstract

The effect of supplementing high doses of vitamins E, C, and two sources of sdenium
(selenomethionine and sodium selenite) in diets on broiler chicks' performance and liver oxidative injury
were evaluated looking for a relationship between both events. Seven hundred and twenty one day old
unsexed Arbor Acres broilers, housed in pens with wood shaving litter and standard equipment, were used
in a completely randomized design and divided in three treatments: 1. conventional diet; 2. conventional
diet plus 75 1U of vitamin E per kilogram and 400 ppm of vitamin C; and 3. diet as number 2, but
including selenomethionine as a supplementary source of selenium. Results obtained for weight gain, feed
consumption, feed conversion and mortaity due to ascites were similar among treatments (P>0.05).
Hepatic levels of total glutathione (TG) showed a significant variation in relation to the age of the birds,
and were not affected by the experimental diets. The hepatic lipid peroxidation (LP) was reduced in the
treatments with high vitamin E and C levels, regardless of the selenium source. An inverse relationship
between TG and LP hepatic levels was found. It was not possible to find a correlation between the hepatic
oxidative status nor regarding the broiler performance.
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Resumen

Se evaub la adicién de dosis eevadas de vitaminas E y C, y dos fuentes de sdenio
(selenometioninay selenito de sodio) en la dieta, sobre € estado oxidativo hepdtico y los principales
indicadores productivos comerciales en pollos de engorda, explorando una posible relacion entre ambos
fendmenos. Se utilizaron 720 pollos mixtos de un dia de edad, alojados en una caseta de ambiente natural,
con equipo estandar. Se utilizO un disefio completamente aeatorizado, con 3 tratamientos: 1. Dieta
convenciond, 2. dieta convenciona con 75 Ul de vitamina E/kg de dimento y 400 ppm de vitamina C
suplementarias, 3. dieta semejante a la anterior, pero con selenometionina como fuente suplementaria de
sdenio a dosis convencional. No se encontré diferencia significativa (P>0.05) en ganancia de peso,
conversiéon alimentaria, consumo de alimento, mortalidad generad o mortalidad por sindrome ascitico,
entre los diferentes tratamientos. Los niveles de glutation total hepético (GT) no se modificaron
significativamente (P>0.05) entre tratamientos, pero si en funcion del tiempo. La lipoperoxidacion
hepética (LP) disminuyd significativamente en las aves de los dos Ultimos tratamientos, respecto de las del
primer tratamiento; paralelamente se encontré una relacion inversa entre los niveles de GT y de LP.
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Finalmente no se pudo establecer una relacion entre € estado oxidativo hepético y € comportamiento
productivo de las aves.

Palabras clave. GLUTATION TOTAL, LIPOPEROXIDACION HEPATICA, VITAMINA E,
VITAMINA C, SELENOMETIONINA, POLLOS DE ENGORDA.

Introduccion _ _ _ :
En todos los organismos aerobios se presenta una produccion constante de sustancias

potencialmente oxidantes, denominadas genéricamente especies reactivas al oxigeno y especies reactivas
al nitrogeno (ROSy RNS, por sus siglas en inglés, respectivamente), éstas son |os subproductos normales
del metabolismo del oxigeno y su efecto dafiino es limitado por la presencia de diversos mecanismos
antioxidantes que mantienen un equilibrio o balance oxidativo. Los antioxidantes pueden ser enzimaticos
(catalasas, glutation peroxidasas, €tc.) 0 no enzimaticos (vitaminas E y C, glutation, etc.).

Estas moléculas no actlan de manera independiente, mas bien tienden a trabgjar en cooperacién y
en forma de cascada; ® por gemplo, se ha descrito en la literatura que la vitamina C tiene un efecto de
ahorro sobre la utilizacion del glutation, “® y que este Gltimo y la vitamina E parecen ser
interdependientes en su actividad para limitar la toxicidad celular inducida por agentes oxidantes®.

El balance oxidativo puede perderse en favor de las ROS y RNS, generando un estado conocido
como estrés oxidativo® ” ® Los &idos nucleicos, proteinas, aminoécidos, &cidos grasos y los
carbohidratos son susceptibles a ataque de los citados agentes oxidantes; en este sentido la accién sobre
los &cidos grasos insaturados de las membranas celulares y subcelulares, induce hacia € fendémeno
denominado lipoperoxidaciéon (LP). Aunque esta Ultima ocurre naturalmente en los sistemas bioldgicos y
es reguerida para muchas funciones Utiles; por g emplo, la sintesis de prostaglandinas. Por otro lado, la
produccion excesiva de perdxidos lipidicos se ha relacionado con problemas inflamatorios, asi como con
el envejecimiento, problemas cardiovasculares y distintos trastornos degenerativos en general. %7

La LP genera una variedad de compuestos carbonilicos toxicos como € malondiadehido, que se
pueden determinar con cierta facilidad en el laboratorio debido a su capacidad para reaccionar con € acido
tiobarbitdrico. La cuantificacion de estos compuestos TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances)
constituye la forma més comun de evaluar e fenémeno de lipoperoxidacion.® 2

En pollos de engorda que padecen € sindrome de hipertensén pulmonar o sindrome ascitico
(SA), que es una causa importante de pérdidas econdmicas en la avicultura mundial, se ha documentado la
presencia de dafios oxidativos o reducciones en la capacidad antioxidante."'>*® Por otro lado, se ha
informado que las reservas antioxidantes en e pollo parecen tener relacion con su comportamiento
productivo."** A pesar de esto Ultimo, no ha podido establecerse de manera clara una relacion entre el
balance oxidativo de los pollos y su eficiencia productiva.

Por otra parte, € higado representa la gldndula de mayor tamafio en € organismo y tiene un lugar
central en & metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos, participa de manera importante en la
inactivacion de sustancias dafiinas (es reconocido como e principal sitio para la sintesis de agentes
antioxidantes, como el glutation),“) el dmacenamiento de vitaminas (regulacion de los niveles de vitamina
E), etc. De hecho los grandes avances en la seleccion genética (mayor velocidad de crecimiento y
eficienci%s?limmtaria) debieron haber estado asociados con incrementos en la actividad metabdlica
hepética.

Con estos antecedentes, se planted € presente estudio para evaluar € efecto de lainclusion de una
fuente de selenio de alta biodisponibilidad, asi como de dosis importantes de vitaminas E 'y C en una dieta



convencional para pollo de engorda; sobre € comportamiento productivo y € estado oxidativo hepético;
explorando ademas una posible relacién entre ambos fendmenos.

Material y métodos

El presente trabgjo se llevd a cabo en e Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccion Avicola, de la Facultad de Medicina Veterinaria 'y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, que se localiza d sureste de la ciudad de México, en un &ea semirrura, a 2250
msnm, pardelo 19° 15’ latitud Oeste, bajo condiciones de clima templado subhimedo; enero es € mes
maés frio y mayo € més caluroso, la temperatura media anual es de 16°C, con 747 mm de precipitacion
pluvial media anual.*®

Para la realizacion de este trabgjo se utilizaron 720 pollos mixtos, de un dia de edad (Arbor Acres
X Arbor Acres). Las aves se aojaron en una caseta de ambiente natural; en pisos de cemento con cama de
aserrin, con equipo convenciona de iniciacion y finalizacion. El experimento consté de 3 tratamientos,
cada uno con 6 repeticiones de 40 pollos (240 aves por tratamiento). La asignacion de los tratamientos a
las unidades experimentales (corral con 40 pollos) fue completamente aleatoria

Los tratamientos consistieron en la utilizacion de diferentes niveles de vitaminas E, C y dos
fuentes de selenio, en dietas de tipo préctico a base de sorgo y pasta de soya, considerando 2 etapas en €
ciclo productivo dd pollo: iniciacion (0 a 21 dias de edad) y finaizacion (22 a 49 dias de edad), de
acuerdo con |as recomendaciones sefialadas por Cuca et al.*” (Cuadros 1y 2).

Se llevé registro de la ganancia de peso, consumo de alimento, conversion alimentaria, mortalidad
genera y mortaidad por SA, durante & ciclo completo de las aves. Por otra parte, se hicieron
determinaciones de glutation total (GT) con & método de Akerboom™ y de lipoperoxidacion con €
método descrito por Zentella et al.™ en higados de 5 aves de cada tratamiento, los dias 7, 14, 21, 28, 35y
42 de edad. En € dia 1 de edad se determinaron los niveles de GT en 5 higados de pollo antes de ser
asignados a cualquiera de los tratamientos, asmismo, se determinaron los TBARS en una mezcla de 5
higados de aves de un dia de edad.

A los datos de las variables en estudio, se les aplicd un andlisis de varianza conforme a disefio
empleado y cuando se encontraron diferencias significativas, se compararon las medias con la prueba de
Tukey. Previo a su andliss estadistico, los porcentgjes de mortdidad general y por SA fueron
transformados a la forma raiz cuadrada arco seno.®

Resultados
Variablesproductivas

Los resultados promedio obtenidos para las variables productivas en estudio de 1 a 49 dias se
encuentran en € Cuadro 3. Se puede observar que no existieron diferencias estadisticas (P>0.05) para
ganancia de peso, consumo de alimento, conversion aimentaria, mortalidad general ni mortalidad por SA,
entre los diferentes tratamientos.

Glutation total hepético

En e Cuadro 4 se presentan las concentraciones de GT hepético fnicromoles por g de peso
himedo) por tratamiento, independiente de la semana; se puede apreciar que los tratamientos no tuvieron
efecto significativo sobre esta variable, no obstante a mayor nivel de antioxidantes, existio una tendenciaa
laelevacion en los niveles del tripéptido.

Los niveles de GT hepatico por semana, independientemente del tratamiento, se presentan en
Cuadro 5, en éste se observa que en la semana O (dia 1) se presentaron los niveles més bgjos ddl tripéptido,
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seguidos por los de la semana 4 (P< 0.01); para € resto de las semanas analizadas, |os niveles fueron
estadisticamente iguales entre si (P>0.01).

Lipoperoxidacion hepética

Las concentraciones de TBARS en higado de pollo por efecto de los tratamientos,
independientemente de la semana, se exhiben en e Cuadro 6; se puede observar que € tratamiento 2
(dietacon niveles elevados de vitaminas E'y C, y selenito de sodio como fuente suplementaria de selenio)
fue e més efectivo para reducir e grado de lipoperoxidacion (P<0.05), siendo su efecto estadisticamente
igua a del tratamiento 3 (dieta smilar ala 2, pero con selenometionina como fuente suplementaria de
selenio) y diferente del tratamiento 1 (dieta con € nivel mas bajo de antioxidantes).

En & Cuadro 7 se presentan los niveles de TBARS encontrados en higados de pollo, durante las
primeras 6 semanas de vida, independientemente del tratamiento, asi como los niveles determinados € dia
1 de edad. Se puede observar que la lipoperoxidacion mas elevada se presentd en la semana 4 (P<0.01),
seguida por la encontrada en € dia uno de edad. El siguiente nivel mas alto se encontrd en la semana 6,
siendo estadisticamente diferente respecto del nivel de la semana 2, en donde se obtuvo € nivel més bgjo
de TBARS. La lipoperoxidacion en las semanas 1, 3y 5 fue estadisticamente igua entre si (P>0.01).

Discusion

Variablesproductivas

La respuesta observada en consumo de alimento, ganancia de peso, conversion aimentaria y
mortalidad, coincide con lo referido por Gonzédlez-Vegaet al.,*? quienes utilizaron niveles muy similares
de esas vitaminas en dietas précticas para pollo de engorda, aungque bajo condiciones diferentes. También
Bartov y Frigg® encontraron que niveles de vitamina E de 24, 100 y 150 Ul/kg de dimento
proporcionados en diferentes periodos, resultaron en parametros productivos estadisticamente iguales en
pollos de engorda bajo condiciones de ambiente controlado.

En relacion con la suplementacion elevada de vitamina E, Kennedy et al.”® sefidaron que no
todas las parvadas se benefician en igual magnitud por esta préactica, y que posiblemente cuando ocurren
beneficios en la produccion, son € resultado de mejoramiento en la actividad inmunocompetente y en la
capacidad para resistir los efectos adversos de enfermedades subclinicas.

Por otro lado, aunque los pollos son capaces de sintetizar la vitamina C, existen evidencias de que
en animaes muy jovenes o sometidos a diversos factores de estrés, esta capacidad de sintesis puede ser
inadecuada; aunado alo anterior, se ha sefidlado que la dosis efectiva de vitamina C se encuentra dentro de
rangos relativamente estrechos y que las aves responden de modo diferente a la suplementacion de esta
vitamina, dependiendo del tipo de estrés a que se les someta.®*

En cuanto a sdlenio, € empleo de una fuente atamente biodisponible parece relacionarse con
mejoramiento en la calidad del emplume, 10 que representaria ventajas en época de frio, o bien mgores
condiciones en € procesamiento del ave en € rastro.

En € presente trabajo los indicadores productivos més importantes no se vieron afectados por la
fuente de selenio utilizada, coincidiendo con algunos estudios que refieren una relacion muy irregular
entre e nivel de absorcion del selenio, la actividad de las enzimas selenio-dependientes y el desempefio
productivo de las aves®® 2"

Respecto del SA, las observaciones en € presente estudio coinciden con lo referido por Lopez et
al.®® pues e nivel de vitaminas E'y C, asi como e uso de selenometionina, no causaron disminucién en
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la mortalidad provocada por dicho sindrome,*® a diferencia de lo sefidado por Bottje et al.,*® quienes
sefidaron una relacion importante entre € nivel de antioxidantes dietarios (particularmente vitamina E) y
la reduccion en la presentacion del SA, bagjo condiciones de laboratorio.

I ndicadores bioguimicos del estado oxidativo glutation total

Se considera que para la sintesis del glutation, la cisteina (aminoécido azufrado) es el sustrato
limitante y que las vitaminas C y E tienen un efecto de ahorro sobre su utilizacion, ademés € estatus del
tripéptido esta sujeto a regulaciones hormonales;,™ > ** 2 en @ presente estudio, se estima que € nivel de
aminoacidos azufrados fue igua en todos los tratamientos, por 1o que ta nutrimento no afectd las
determinaciones de GT. Por otro lado, aunque las aves que consumieron las dietas con una
suplementacion mayor de vitaminasEy C (T x 2y T x 3) mostraron un nivel superior de GT, este efecto
no fue estadisticamente significativo. Los resultados difieren de las observaciones realizadas por Bottje et
al.™® quienes refieren un efecto importante de la vitamina E para incrementar los niveles de glutation
reducido (GSH) en pollos de engorda clinicamente sanos, aojados bgjo condiciones de ventilacion
deficiente en € laboratorio.

Con relacion a GT hepédtico por semana sSin consderar € tratamiento, destacan las
concentraciones relativamente bgas encontradas en e dia 1 de vida, asi como € notable incremento
ocurrido en la primera semana, Situacion que denota una capacidad muy temprana para la sintesis de
tripéptido, por parte del pollito. Asimismo, destaca que este nivel de GT se mantuviera durante € resto del
periodo de estudio, con excepcién de la cuarta semana en donde existié una disminucion significativa de
este indicador. Este comportamiento difiere notablemente del referido por Enkvetchakul y Bottje,™”
quienes en pollos de engorda encontraron que los niveles de GSH se incrementaban con la edad, siendo
progresvamente mayores en la semanas 3, 5y 7 de vida Para estos investigadores, |la tendencia
encontrada en los niveles hepdticos de GSH en pallos, les sugirid que a mayor edad se reduce e gasto de
GSH para d crecimiento de las plumas y @ muisculo esquelético, ya que se supone que e tripéptido
funciona como una reserva de cisteina para las funciones citadas. Se supone que parte de la explicacion
para esta(goi)vergmcia de resultados, se debe a las diferentes condiciones en que fueron explotados los
animales.

Lipoperoxidacion hepética

La reduccion significativa del dafio lipoperoxidativo hepético por efecto de niveles atos de
vitaminas E y C, coincide con lo descrito en la literatura para € caso de gdlinas® y pollos®? bagjo
model os experimentales diferentes a utilizado en este estudio.

En relacion con los niveles de TBARS por semana sin considerar |os tratamientos, resulté notable
que los niveles més elevados mostraron cierta correspondencia con los niveles més bajos de GT (dialy
semana 4), confirmando la presencia de mayor dafio oxidativo en esos momentos.

El dafio oxidativo evidenciado en e primer dia de vida de los pollos seguramente resulté de la
conjuncion de varios factores de estrés durante € nacimiento, e transporte y la recepcion de las aves en la
granja.®> *¥ Por otra parte, la reduccion de este fenémeno hacia la primera semana de vida, sugiere que las
aves jovenes tienen la capacidad para absorber (vitamina E y selenio) o en su caso sintetizar una buena
cantidad de antioxidantes (GT) a partir de los sustratos dietarios.

Respecto del aumento en e dafio oxidativo encontrado en la cuarta semana ¢ TBARS, — GT),
posiblemente sea reflgjo de situaciones tales como € cambio de dieta, suprimir € uso de criadoras y
realizacion de pesgje de las aves, entre otras. En todo caso, este efecto fue transitorio, y no tuvo relacion
con & comportamiento productivo de las aves.



Bgo las condiciones de este estudio, no se encontro efecto de una fuente suplementaria de selenio
atamente disponible, ni de niveles dtos de vitaminas C y E, sobre los indicadores productivos
comerciales més importantes en € pollo de engorda. Por otra parte, existié una tendencia a reducir € dafio
oxidativo hepatico con la inclusion de niveles altos de vitaminas C y E, pero no fue posible correlacionar
el estado oxidativo hepético con e desempeiio de los animales.
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Cuadro 1
COMPOSICION DE LASDIETAS BASE USADASEN EL ESTUDIO

Ingrediente Iniciacion Finalizacion
Sorgo (9%) 535.10 565.60

Pasta de soya (44%) 344.00 303.20

Gluten de maiz (60%) 30.00 30.00

Aceite vegetal mixto 41.96 52.00
Carbonato de calcio 15.65 13.90
Ortofosfato de calcio 19.99 18.60
Premezcla* 13.30 16.70

Tota de kilogramos 1000.00 1000.00
Nutrimento Andlisis caculado

Proteina cruda (%) 22.38 20.97

Energia metab. (Kca/kg) 3,000 3,100
Lisina (%) 1.22 1.10
Metionina (%) 057 0.52

Met + cist (%) 0.93 0.85
Treonina (%) 0.80 0.74

Cdlcio total (%) 1.10 1.00

Fésforo asimilable (%) 0.50 0.47

Sodio (%) 0.18 0.18

Cloro (%) 0.21 0.21

*Incluye: sal comun:0.2%, NaHCO;: 0.2% vitaminas y mineraes traza para poll0:0.35%, DL-metionina
99: 0.23 y 0.19%, L-lisna HCl 98: 0.1 y 0.09%, cloruro de colina 60: 0.1 y 0.08%, bacitracina de
zinc:0.05%, fungicida mold x: 0.05%, nicarbazina o lasalocid:0.05 y0.06%, y avelut amarillo:0 y 0.4%,
parainiciacion y finalizacion respectivamente.

Cuadro 2
CARACTERISTICAS DE LASDIETAS EXPERIMENTALES DE INICIACION Y FINALIZACION**
Dieta Vitamina Vitamina Se con sdlenito de sodio Se con
(X) E C selenometionina
1 30 Ul/kg - 0.1 ppm -
2 105 Ul/kg 400 ppm 0.1 ppm -
3 105 Ul/kg 400 ppm - 0.1 ppm

** E| resto de las vitaminas y mineraes se incluyeron a niveles iguales en las tres dietas, de acuerdo alo
recomendado por Cucaet al.™”



Cuadro 3

COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO EN POLLOS (1-49 DIAS) ALIMENTADOS CON DOS
FUENTESDE SELENIO Y DISTINTOSNIVELESDE VITAMINASEY C

Parémetro ™>X1 T™X 2 X 3
Consumo de dimento (g) 4228 + 91.70° 4170 + 214.40° 4157 + 155.80*
Ganancia de peso (g) 2204 + 74.60° 2218 + 140.702 2311 + 67.70°
Conversiéon dimentaria 1900+ 0.09° 1880+ 0.13% 181 + 0.10°
Mortalidad por SA (%) 9680+ 6.39° 1365+ 6.09°% 1133+ 6.43°
Mortalidad general (%) 1430+ 7.79° 1975+ 4.06% 1853+ 4.86°

* Vdores promedio + € error estandar.
**\/alores con lamismallitera en e mismo renglén son iguales estadisticamente (P>0.05).

Cuadro 4
GLUTATION TOTAL HEPATICO (MICROMOLES/G DE TEJDO HUM EDO), EN POLLOS
ALIMENTADOS CON DIFERENTES
NIVELES DE ANTIOXIDANTES

Tratamiento Glutation total
1 2125+ 0.38°
2 2272 + 0.48°
3 2.290 + 043

* @V alores con lamismalliteral son iguales estadisticamente (P>0.05).

Cuadro5
GLUTATION TOTAL HEPATICO (MICROMOLES/G DE TEJIDO HUMEDO) EN POLLOS,
DURANTE LASPRIMERAS 6 SEMANAS DE VIDA

Semana
0 (dial)

Glutation Totd
0.792 + 0.16°
2473+ 032
2245+ 0.21
2243+ 0.39°
1594 + 0.16°
2190 + 040
2450 + 0.33°
* abcy/glores con distinta literal son diferentes estadisticamente (P<0.01).
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Cuadro 6
TBARS EN HIGADO (NANOMOLES/MG DE PROTEI'NA), EN POLLOS
ALIMENTADOS CON DIFERENTES NIVELES DE ANTIOXIDANTES

Tratamiento TBARS
1 0.181 + 0.077
2 0.139 + 0.043
3 0.166 + 0.038"

* 2P \/glores con distintaliteral son diferentes estadisticamente (P<0.05).

Cuadro 7
TBARS HEPATICOS (NANOMOLES/MG DE PROTEiNA) EN POLLOS,
DURANTE LAS PRIMERAS 6 SEMANAS DE VIDA

Semana TBARS

(dial) 0.204

1 0.135 + 0.025™
2 0.123 + 0.047°
3 0.168 + 0.067™
4 0.228 + 0.065*
5 0.143 + 0.027™
6 0.172 + 0.037°

* 2be\/gores con distinta literal son diferentes estadisticamente (P<0.01).
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