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Resumen

Se llevaron a cabo cuatro experimentos con el objetivo de evaluar el efecto de la
utilizacion de grasas alteradas o contaminadas recicladas de la alimentacion
humana, sobre el rendimiento productivo y la salud de pollos de carne, Para
ello se utilizaron los siguientes indicadores: incidencias y productividad
durante el periodo experimental; niveles de oxidacion en sangre (tasa de
hemdlisis y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, TBARs); variaciéon de la
microbiota intestinal por t-RFLP; actividad microbiana fermentativa (AGVs) y
presencia de microorganismos patdgenos (coccidias), ademds de variaciones en
la histomorfologia intestinal (longitud de vellosidades, profundidad de criptas
y conteo de linfocitos intraepiteliales).

Los tratamientos dietéticos fueron elaborados en la planta de fabricacion de la
Universidad Politécnica de Valencia sobre una racién base constituida de maiz
y soja, suplementada con un 6 % de la grasa reciclada y se diferenciaban segun
el nivel de alteracion alto (H) y bajo (L). De esta manera, los cuatro
experimentos contenian los siguientes niveles de alteracion o contaminacion:
Experimento T, Acidos grasos trans (HT=12,40 % y LT=0,65 %); Experimento D,
dioxinas y PCBs (HC=28,80 pg y LC=9,64 pg TEQ/g PCDD/Fs+DL-PCBs de
aceite); Experimento P, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HP=5,291 ng
HAPs/g y LP<18 ngHAPs/g de aceite) y Experimento O, productos de
oxidaciéon (HO=6,61 % Polimeros y 67,43 p-anisidina y LO=0,35 % Polimeros y
2,74 p-anisidina).

En cada experimento se utilizaron 80 pollos hembra de la estirpe ROSS 308 de
un dia de edad, alojadas en 8 corrales (4 /tratamiento) de 10 aves cada uno. Los
distintos controles, asi como la toma de muestras se realizO en sacrificios
seriados a 9, 13, 21 y 37 dias de vida de las aves y en el caso de las muestras de
excreta (determinacién del numero de coccidias) a 18 y 37 dias de vida.

Rendimientos Productivos e Incidencias Observadas Durante el Periodo
Experimental.- Un factor comun entre las cuatro pruebas experimentales fue la
ausencia de incidencias y mortalidad de las aves. De igual manera, no se
observaron lesiones patologicas en los exdmenes post-mortem, que permitan
suponer un efecto negativo en la respuesta de los animales, como consecuencia
de los contaminantes o productos de alteracion a los que fueron expuestos. La
productividad de los animales, no fue afectada por los tratamientos
experimentales, excepto en el caso de la primera prueba experimental (T), en la
que los animales alimentados con la dieta que contenia el nivel de alteracion



bajo (LT), presentaron un mejor indice de transformacion alimenticia (P=0,003),
que los animales alimentados con la dieta HT. Entre experimentos, las
ganancias de peso (GMD) de las pruebas experimentales D y P, superiores
(P=0,022) a las obtenidas en las pruebas T y O, explican las diferencias
estadisticas significativas (P=0,025), observadas en el peso vivo final de los
animales, superiores (proximos a 1900 g) en los experimentos D y P, que los
observados en los experimentos T y O (proximos a 1800 g).

Tasa de hemdlisis y valores TBARs en muestras de sangre.- Los tratamientos
experimentales no generaron diferencias estadisticamente significativas, salvo
en el caso del experimento T, en el que un mayor grado de saturacion de la
grasa del tratamiento HT, se tradujo en una mayor fragilidad de la membrana
de los eritrocitos (P=0,002), en comparaciéon a su homologo LT. El efecto de la
edad, se tradujo en diferencias estadisticamente significativas (P<0,001), entre
animales jovenes (9 dias) y animales de mayor edad (37 dias de vida). A medida
en que el animal crece, aumenta la resistencia de los eritrocitos y la integridad
de la membrana mejora. Este hecho fue notorio en los experimentos D, P y O
que, partiendo de elevadas tasas de hemolisis a 9 dias de vida (entre 45y 65 %),
presentaron menores tasas de hemolisis a 37 dias de vida (entre 5 y 15 %). Pero
en el experimento T, también se observo una mejora de la integridad de la
membrana con la edad aunque de menor magnitud (de 60 % a 28 %). Con
relacion a los valores TBARs, el andlisis realizado al final del periodo
experimental a los 37 dias de vida, permiti6 establecer diferencias
estadisticamente significativas entre los experimentos (P<0,01), en tanto que los
tratamientos, practicamente no demostraron efecto. Una mayor concentracion
de productos secundarios de oxidacion fue establecida en el experimento D
(dioxinas y PCBs), cuyos valores sobrepasaron los 0,400 nmol TBARs/ml, en
contraste, con los experimentos T, P y O que alcanzaron valores proximos a
0,220 nmol TBARs/ml de sangre.

Microbiota intestinal (contenido cecal).- A. Por t-RFLP.- La evaluacion de los
dendogramas obtenidos en los cuatro experimentos, demostré que la
composicion de la flora microbiana no fue influenciada por los tratamientos.
Por el contrario, los microorganismos o grupos de microorganismos presentes
en cada muestra, mostraron porcentajes de homologia relativamente elevados
entre animales de la misma edad (esto fue mas notorio a los 37 dias de vida). La
proporcion de microorganismos tras la restriccion enzimatica (enzima Hhal)
muestra una mayor abundancia para aquellos fragmentos comprendidos entre
70 y 260 bp (pares de bases), dichos fragmentos estaban presentes en todos los
animales independientemente del tratamiento y edad estudiados e incluyen
especies 0 grupos bacterianos considerados como grupos mayoritarios (entre
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las que se encuentran Bacteroides y Flavobacterium). Paralelamente, las muestras
fueron procesadas con otra enzima de restriccion, la Rsal, con la finalidad de
ayudarnos a identificar mds grupos bacterianos, en este caso, se observo una
mayor presencia de grupos microbianos a partir de los 400 bp, hasta los 921 bp.
La restriccion realizada con el enzima Rsal, podria servir de complemento a los
resultados obtenidos con el enzima Hhal, en el estudio de un mayor espectro de
bacterias presentes en las muestras analizadas. Los resultados no son
excluyentes, sino complementarios. Con relacién a la biodiversidad microbiana
(riqueza de picos), ni la interaccion entre variables (edad x tratamiento) ni la
presencia de niveles alto y bajo de contaminantes o productos de alteracion,
provocaron diferencias de significacion estadistica. No obstante, se observd un
aumento estadisticamente significativo (P<0,001), en el ntmero de picos
conforme aumentaba la edad en los experimentos D y P, que no fue evidente en
los experimentos T y O.

B. Actividad microbiana: produccion de AGVs.- La concentraciéon total de
AGVs en las muestras de contenido cecal de los cuatro experimentos no fue
afectada por los tratamientos. De manera general la concentracion total no
supero los 90 umol/g de muestra analizada, de hecho, el segundo experimento
(D), presento las concentraciones mas bajas, proximas a 50 umol/g. El
contenido en 4cido lactico de las muestras cecales fue muy variable en los
distintos experimentos y muestras analizadas. La concentracion de lactato, fue
influenciada significativamente por los tratamientos (H>L) en los experimentos
D (P=0,002) y O (P<0,1), no observandose diferencias estadisticas significativas
en los otros dos experimentos (T y P). A pesar de las ligeras diferencias
observadas entre los 4 experimentos, la relacion acético: propidnico: butirico,
fue bastante similar, situandose entre 70 y 74 % para el caso del acido acético, 9
y 12 % para el acido propionico y 12 a 14 % para el acido butirico. En general, la
relacion acético > propionico < butirico fue constante entre las 4 pruebas
experimentales. El efecto de la edad en este parametro fue muy variable.

C. Microorganismos patdgenos: Presencia de coccidias en excreta.- A pesar de
que la determinacion de la presencia de coccidias de Eimeria en la excreta de las
aves fue la Unica técnica analitica en la que se observd un claro efecto de los
tratamientos (P=0,001), estos no sobrepasaron los niveles de concentracion
considerados peligrosos desde el punto de vista epidemioldgico y no se
acompanaron de manifestaciones clinicas. Las diferencias estuvieron orientadas
a un menor conteo de OPGs (ooquistes por gramo de excreta), del tratamiento
bajo (L) en los experimentos D, P y O, que su homdlogo H (nivel alto). En
general, el efecto de la edad fue estadisticamente significativo (P<0,001) en las
cuatro pruebas experimentales. La concentracion de OPGs, aumento con la
edad.
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Histomorfologia del Tracto Gastrointestinal (secciones de yeyuno).- Tanto la
ausencia de diferencias significativas provocadas por los tratamientos en las
cuatro pruebas experimentales, como la ausencia de lesiones en el epitelio
intestinal observada en el examen post-mortem, indican que el nivel de
alteracion o contaminacion estudiado, no tienen un efecto directo sobre estos
parametros. Por el contrario, la edad tuvo un efecto significativo, traducido en
un general aumento (P<0,001) de la longitud de la vellosidades (LV), una
disminucién (P<0,001) en las profundidad de criptas (PC) y un descenso
(P<0,001) en la proporcion de linfocitos intraepiteliales (IEL). Con relacion al
cociente V/C (relacion vellosidad/cripta), en todos los experimentos se
alcanzaron los mayores cocientes a 21 dias de vida (P<0,001), que a los 9 dias de
vida de las aves.

En conclusidn, el nivel de alteracion o contaminacion estudiado, no presenta un
claro efecto sobre los indicadores de salud o productividad analizados. Por el
contrario, con la edad del ave aumenta la resistencia a la hemolisis de los
eritrocitos, la complejidad de la microbiota cecal y en paralelo, incrementa la
longitud de las vellosidades acompanado de un descenso proporcional de la
profundidad de criptas y del nimero de linfocitos intraepiteliales.
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Introduccion

Tanto las grasas como los aceites que utilizamos en alimentacién animal provienen de lipidos,
mayoritariamente de reserva, de animales y vegetales, y estan compuestos principalmente por
triglicéridos. Los triglicéridos contienen por unidad de peso 2,5 veces mas energia bruta (38 kJ/g,
9 kcallg aproximadamente) que los hidratos de carbono y las proteinas.

Utilizadas en la fabricacidn de los piensos, estas materias grasas son de distinta procedencia y
tienen una composicion muy variable. Pueden contener compuestos lipidicos insaponificables y
compuestos no lipidicos (agua, impurezas, contaminantes) que ademas de no aportar la energia
deseada pueden tener efectos perjudiciales.

Dependiendo de la forma en que han sido procesadas o almacenadas, las grasas sufriran
modificaciones en su estructura y composicidn, generando compuestos que pueden tener
implicaciones nutricionales o, incluso, patolégicas. Las principales alteraciones que afectan a las
grasas se presentan en la Figura 1.1. Las mas importantes se desglosaran con detalle en la
revision bibliogréafica que sigue a esta introduccion.

LIPIDOS

Isomerizacion I xidacion Hidrélisis

Posicion I Geométricei

<
[ AG conjugados [ AG trans ] [ Hidroperoxidos ] [ AQG libres ]
J

Oxidacion Fision Deshidratacion Oxidacion

dobles Jenlaces

Aldehidos OH Epoxidos OH
Diperéxidos compuestos Cetoglicéridos glicéridos

]

_[ Polimeros ] _[ Acidos ]

Fig. 1.1. Principales modificaciones que pueden afectar a los componentes
caracteristicos de las materias grasas (Codony, 1991)

Algunas de las fuentes grasas utilizadas en la alimentacién animal son co- o sub-productos de la
cadena alimentaria humana (se incluyen las materias grasas recicladas), y pueden presentar un
contenido nada despreciable de sustancias perjudiciales como son los acidos grasos trans;
ademas, pueden estar asociadas a contaminantes como las dioxinas 0 compuestos coplanares,
entre otros. Estas modificaciones afectan directamente a las cualidades nutricionales de las
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Introduccion

materias grasas, disminuyendo su aporte en la alimentaciéon de los animales o provocando
problemas relativos a seguridad alimentaria.

De esta manera, las materias grasas incorporadas en los piensos, en concreto las materias
grasas recicladas, han despertado el interés de las autoridades sanitarias ya que se han visto
involucradas en incidentes relacionados con la salud de los consumidores como el caso de
Seveso en ltalia o el incidente de los pollos belgas (Bernard et al., 2002). En respuesta, se han
generado una serie de iniciativas de investigacién y control, que han terminado con la
publicacion de diversas normativas o directivas como la 75/442/EEC relativa al empleo de
productos reciclados, la resolucion 176/03 del 25 de junio de 1987 relativa a la seguridad del
consumidor, o inclusive, normas especificas para el control de contaminantes como las dioxinas
(Directiva 2006/13/CE, 2006).

Sin embargo, la mayoria de los compuestos perjudiciales que pueden estar presentes en las
materias grasas no se han estudiado suficientemente. No estan bien establecidos cuales podrian
ser los niveles de seguridad para su empleo o el impacto que podrian tener tanto sobre el animal
que los consume como sobre la transferencia al producto final.

Al respecto, a finales del afio 2004, se inici6 el proyecto “Quality and safety of feeding fats
obtained from waste or byproducts from the food chain” (Food-ct-2004-007020), que esta
orientado a responder algunos de estos interrogantes. El presente trabajo de investigacion forma
parte de este proyecto y tiene por objeto el estudio del efecto del empleo de materias grasas
recicladas sobre los pardametros productivos y la salud de pollos de carne, tanto a nivel general
(sistémico) como sobre el tracto gastrointestinal, ademas de su influencia sobre la dinamica
poblacional de su ecosistema microbiano. Para ello, se han llevado a cabo cuatro pruebas
experimentales, en las cuales se controlaron las variables productivas y se procesaron muestras
de sangre, contenido cecal, tejido intestinal y excreta de las aves.
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Revision Bibliografica

La siguiente revision bibliografica presenta, inicialmente, el desarrollo del tracto digestivo aviar
hasta constituirse en una estructura anatémica funcional. En paralelo, se describe la paulatina
colonizacion por microorganismos desde el nacimiento hasta su estabilizacion en el aparato
gastrointestinal. A partir de aqui, podremos determinar las modificaciones o alteraciones
patoldgicas inducidas por la dieta. No debemos olvidar que la dinamica poblacional de los
microorganismos gastrointestinales puede verse afectada por la digesta. Posteriormente, se
presenta una breve descripcion de algunos de los compuestos de alteraciéon y contaminantes
que pueden presentarse en las grasas de uso convencional en alimentacion animal y que son
objeto de la presente memoria.

Al respecto del uso de grasas recicladas, la conveniencia 0 no de su utilizacién en la
alimentacion animal, como alternativa ante su destruccion o vertido al medio ambiente, es otra
de las causas que motivan la determinacién de sus caracteristicas y de los posibles efectos
sobre el animal que las consume y, en concreto, sobre el alimento producido. Se ha demostrado
que algunos compuestos quimicos presentes en estas materias grasas (dioxinas y PCBs o
productos de oxidacion) pueden ser transferidos al producto final y, por tanto, pueden tener
implicaciones negativas en el consumidor (Kim et al., 2004; Lin et al., 1989a). A su vez, la salud y
los rendimientos productivos de los animales que las consumen pueden también ser afectados
(Chin Sou Fei, 1995; Hamilton y Kirstein, 2003).

2.1.EL AVEY SU DESARROLLO

2.1.1. DESARROLLO DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

La longitud y composicion del tracto gastrointestinal (TGI) de las aves varia de acuerdo al tipo de
dieta que consumen. En el caso de las aves de corral predominantemente granivoras, en
especial de los pollos de engorde, el rapido desarrollo de las actuales estirpes genéticas exige
también un rapido desarrollo de su tracto digestivo. Este proceso se inicia antes de la eclosion y
concluira a las pocas semanas de vida del ave. La figura 2.1., presenta las diferentes secciones
del tracto gastrointestinal del pollo de carne adulto.
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Intesting Delgade
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Figura 2.1. Organos del tracto gastrointestinal del pollo de carne adulto

Los huevos fértiles pasan por un proceso de incubacion cuya duracién es de 21 dias, periodo
durante el cual los érganos del embrion se desarrollan paralelamente a su masa corporal. Sin
embargo, el desarrollo corporal en el Ultimo tercio de la fase embrionaria, acompafiado del
desarrollo del TGI presenta una tasa de crecimiento superior a la masa corporal. Es decir, se
observa un aumento en el tamafio y la funcionalidad intestinal y de los érganos anexos, superior
al de otros 6rganos como el corazén, los pulmones o el tejido muscular. Este patron se continta
y es mas evidente en el periodo posterior a la eclosion, periodo en el cual la ingestion de
alimento tiene una gran influencia. De hecho, se ha observado que el TGI presenta un rapido
desarrollo alrededor de 24 horas después de que el ave ha tenido acceso a una fuente de
alimento (Sklan, 2001; Uni et al., 1998b). Por el contrario, un retraso en el acceso al alimento y
agua (24 6 48 horas) provoca mayores indices de mortalidad, menores ganancias de peso y
disminucion de la resistencia a las enfermedades (Uni y Ferket, 2007).

El patron de desarrollo temprano del TGl no es el mismo en las diferentes especies de aves
domesticas. Cuando se compara el desarrollo del TGl entre pavos y pollos de carne, el
crecimiento del TGl observado en los pavos los primeros dias post eclosion es generalmente
menor al observado en los pollos (Sklan y Noy, 2003; Uni et al., 1999). Sin embargo, conforme
aumenta la edad, este patron se hace mas homogéneo.




Revision Bibliografica

Se han publicado diversos estudios (Chamblee et al., 1992; Geyra et al., 2001; Jin et al., 1998b;
Klasing, 1998; Moran Jr, 2007; Sell et al., 1991; Sklan, 2001; Sklan, 2004; Sklan y Noy, 2003; Uni
et al., 1998a; Uni et al., 1999; Uni et al., 1998b; Van Leeuwen et al., 2004) relativos al desarrollo
del tracto digestivo aviar, que van desde el desarrollo en la ultima fase embrionaria, la fase
inmediata a la eclosion (post-eclosion), hasta aproximadamente los 21 dias de vida del ave. En
base a estos estudios, se presentan los acontecimientos mas significativos del desarrollo del TGl
del ave.

A pesar de que el embrién esta completo estructuralmente a los 14 dias de incubacion, es a
partir de los 6 ultimos dias de esta fase, cuando se incrementan las diferencias entre el
desarrollo somatico y el desarrollo del TGI. La relacion (%) peso del intestino delgado : peso
corporal, es aproximadamente 1 % a los 3 dias anteriores a la eclosion y se incrementa a 3,5 %,
el dia de la eclosion de las aves (Sklan, 2004).
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Figura 2.2. Media £ SEM de los pesos relativos (gramos/ 100 g de peso corporal) del proventriculo (A), molleja (B),
intestino delgado (C) y pancreas (D) observados en diferentes dias durante la dltima fase del desarrollo del embrion
y el crecimiento temprano de pavos (Sell et al., 1991).
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El progresivo incremento del peso de algunos de los segmentos y del pancreas en relacion al
peso corporal (gramos de tejido por 100 gramos de peso corporal) se presenta en la Figura 2.2.

Durante el desarrollo del embridn, la formacién de la mucosa intestinal da lugar al desarrollo de
las llamadas pre-vellosidades que seran notorias entre los 14 y 17 dias de incubaciéon y que
iniciaran su actividad de absorcién de nutrientes aproximadamente 2 dias antes de la eclosion.

También 2 dias antes de la eclosion, la yema del huevo residual contenida en un saculo
conocido como “saco vitelino” (the yolk sac) se introduce en la cavidad abdominal del embrién
como una extensién del intestino, con la finalidad de suplir los nutrientes que el ave necesitara
en el periodo inmediato a la eclosion hasta los 3 6 5 dias posteriores a ésta. Esta bolsa
constituye entre el 20 y el 25 % del peso del embrién al momento de la eclosion y contiene
aproximadamente 50 % de lipidos en forma de acilglicéridos como sustento energético destinado
al mantenimiento y el desarrollo post-embrional. Recientemente, Uni y Ferket (2007) enfatiza la
importancia de una adecuada nutricién temprana, complementaria al aporte del saco vitelino. De
hecho, la administracién de nutrientes, principalmente carbohidratos de elevada disponibilidad
como glucogeno, en el fluido amnidtico de huevos fértiles los ultimos dias de incubacién, se
traduce en mejores rendimientos productivos y mayor desarrollo de los musculos pectorales. El
método se describe como alimentacion “in ovo” (in ovo feeding, IOF).

Durante la ultima parte del desarrollo del embridn y a través del proceso de eclosion, los lipidos
de la yema (en forma de lipoproteinas de muy baja densidad) son transportados a la circulacién
sanguinea por dos vias; por fagocitosis 0 endocitosis, proceso en el que intervienen las células
de la pared del saco vitelino, y por transporte a través del conducto que lo comunica con el
intestino.

El desarrollo del TGl en la post-eclosion muestra un crecimiento acelerado en el que los
segmentos intestinales incrementan significativamente hasta los 8 a 10 dias de vida (Figura 2.2.).
Este rapido crecimiento relativo del intestino delgado alcanza sus niveles mas altos entre los 6 y
8 dias de vida en el caso de pavos y entre los 6 a 10 dias en el caso de pollos de carne.

La tasa de incremento es mayor en la seccién duodenal, decreciendo progresivamente a medida
que se acerca al colon. De hecho, el duodeno muestra una mayor tasa de crecimiento temprano
que el yeyuno e ileon, posteriormente ésta decrece dando lugar al aumento de la tasa de
crecimiento de estos dos ultimos segmentos intestinales.
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El peso relativo del pancreas presenta dos fases de crecimiento diferentes, una fase de
crecimiento répido desde la eclosion hasta aproximadamente 3 dias y una segunda fase de
crecimiento lento entre los 4 y 8 dias de vida. Este patron de desarrollo, tanto intestinal como
pancreatico, es similar en pollos de carne y en aves destinadas a la produccion de huevos (Jin et
al., 1998b).

La molleja incrementa su tasa de crecimiento a un ritmo relativamente menor que los otros
drganos, entre los 4 y 6 dias, y el proventriculo apenas muestra un crecimiento relativo hasta los
8 dias de vida del animal.

Tal vez el desarrollo de la mucosa intestinal en la post-eclosion sea lo que llame mas la atenciéon
ya que, en el transcurso de algunas horas, la estructura morfoldgica de la mucosa iniciard un
rapido desarrollo, sobre todo en presencia de alimento. No obstante, la evolucién de la mucosa
intestinal ya se habia iniciado en la ultima fase embrional, aunque no era muy marcada.

Durante las primeras horas, las vellosidades intestinales son relativamente pequefas y en los
espacios entre vellosidades apenas son perceptibles algunas criptas intestinales de Lieberkung.
Sin embargo, un continuo proceso de renovacion y proliferacion celular en la mucosa de las
criptas, predominantemente de enterocitos que migraran hacia las vellosidades, y la proliferacién
de células goblet, incrementaran la actividad de digestion, absorcidn y la secrecién de mucina.

Hay dos tipos de vellosidades en el duodeno y el ileon de pollos de 1 dia de edad (Fig. 2.3.),
vellosidades en forma de dedo (finger-like) y en forma de flecha (narrow plate-like) que presentan
una disposicion en zig-zag. Las primeras son predominantes a una edad temprana, en tanto que
las segundas seran predominantes en aves con un mayor desarrollo epitelial. La disposicion en
zig-zag esta relacionada con la funcién digestiva, ya que retrasa el paso de la digesta sobre la
mucosa digestiva mejorando su contacto con el epitelio (mejores tasas de digestion y absorcion),
y es ademas caracteristica de animales en buen estado de salud.

Cuando la digesta atraviesa por los diferentes segmentos provoca una respuesta fisioldgica y
mecanica, que puede traducirse en cambios en la morfologia de la mucosa intestinal. Es posible
que el desarrollo y posterior disposicién anatomica normales de las vellosidades intestinales se
vea afectada por elementos externos (sustancias toxicas, microorganismos patdgenos, cuerpos
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extrafios en el pienso) presentes en la luz intestinal; esto influira negativamente en la capacidad
digestiva y de absorcidn gastrointestinal, principalmente en animales jévenes en crecimiento.

e — NN |
Figura. 2.3. A: Pollo de 1 dia de edad, vellosidades en forma de dedo. B: Pollo de 21 dias de edad, vellosidades con
un patron regular de zig-zag (Van Leeuwen et al., 2004).

La longitud de las vellosidades es variable segun el segmento intestinal medido, observandose
generalmente una mayor longitud de las vellosidades del duodeno los primeros dias de vida y un
mayor desarrollo posterior de las vellosidades del yeyuno e ileon. Sin embargo y de manera
general, se observa un réapido desarrollo (en altura y diametro) de las vellosidades intestinales en
todos los segmentos del 34 al 100 % entre 4 y 10 dias post-eclosién.

Un patron de desarrollo morfolégico similar ocurre en las criptas intestinales y el nimero de
enterocitos por seccion longitudinal. No obstante, los cambios observados son mas agudos con
relacion al tiempo, es decir, se producen en horas en lugar de dias. En la post-eclosion las
criptas estan poco desarrolladas y contienen pocas células, sin embargo incrementan
rapidamente en tamafio y complejidad, sobre todo en el yeyuno (Figura 2.4.).

La inmadurez de las criptas queda demostrada por la ausencia de una zona definida de
proliferacion de enterocitos (Figura 2.4.A), que concluira con el establecimiento de un area
especifica de proliferacion con una constante migracion celular, aproximadamente a los 5 dias de
vida. El indice de proliferacion celular es alto en la post-eclosion, entre 50 - 60 % y desciende
conforme avanza la edad, hasta menos del 10 % a los 14 dias de vida (Uni et al., 2000).
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Figura 2.4. Secciones de criptas intestinéles de yeyuno en diferentes estados dé desarrollo: (A) 2 hrs.
post-eclosion; (B) 108 hrs. post-eclosion; (C) 330 hrs. post-eclosion. C marca las criptas (Uni et al., 2000).

Durante el desarrollo de la mucosa epitelial, en condiciones fisiolégicas normales, la migracion
de enterocitos desde las criptas intestinales hacia la porcion apical de las vellosidades
promovera su crecimiento (0 renovacion por descamacion epitelial). Este crecimiento sin
embargo, no es paralelo. Esto puede observarse al calcular la relacion vellosidad: cripta que sera
aproximadamente de 2 a las 12 horas post-eclosion y que incrementara a 3 6 4 después de las
240 horas post-eclosion.
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El numero de células goblet (productoras de mucus) por vellosidad aumenta conforme lo hace la
vellosidad, pero su proporcion se mantiene constante con la edad. A su vez, la densidad por
mm2 incrementa levemente en el duodeno y en una mayor proporcién en el yeyuno e ileon. En la
pre-eclosion el producto de su secrecién es predominantemente una mucina acida, en tanto que
en la post-eclosion, su secrecion estard compuesta de mucina acida y neutra.

El sistema inmune, representado por el tejido linfoide asociado (gut associated lymphoid tissue,
GALT), también manifiesta cambios en la post-eclosion, sobre todo en la poblacion de linfocitos
T y B intraepiteliales y en lamina propia. La maduracion funcional linfocitaria ocurre en dos
estadios: el primero durante los 1-7 dias y el segundo entre 8-14 dias post-eclosion, este ultimo
estadio esta acompafiado de un incremento en la poblacion de linfocitos. Por lo tanto, la escasa
respuesta de anticuerpos en animales jovenes esta sujeta principalmente a la inmadurez de
linfocitos T (Bar-Shira et al., 2003). El efecto de desafios inmunoldgicos o la respuesta inmune
ante antigenos de diversa naturaleza esta bien documentado; en cambio, hay poca informacion
acerca de los cambios en el GALT en los primeros dias de vida del animal, en condiciones
normales.

2.1.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DE ABSORCION.-

La mucosa relativamente desarrollada y la presencia de alimento tendrén una fuerte influencia en
el inicio de la actividad enzimatica digestiva. Se ha detectado una elevada actividad especifica
de maltasa y sacarasa a 1 dia de edad; esta actividad presenta variaciones, aumentando vy
disminuyendo hasta estabilizarse a los 8 dias de vida (Sell et al., 1991).

En la ultima fase de la vida embrionaria, es posible observar una actividad fluctuante de la
quimiotripsina que alcanza sus maximos niveles a los 2 dias post-eclosion. Una dieta rica en
proteina, propia de esta edad, hace que su actividad permanezca relativamente constante,
asociada a proporciones crecientes de tripsina que inicia su actividad en este periodo.

Las actividades especificas de la amilasa, lipasa y ftripsina pancreaticas aumentan
progresivamente entre los dias 1y 4, seguidos por un sustancial incremento hasta el sexto dia
de edad de las aves (Figura 2.5.). El incremento de la actividad enzimética es acelerado durante
los primeros 14 dias y parece estabilizarse a los 21 dias de edad.
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El inicio de la actividad enzimatica, estrechamente relacionado con la edad, exige que el pienso
deba estar compuesto por ingredientes que contengan principios nutritivos de elevada
disponibilidad. Este hecho permite establecer la necesidad de preparar piensos acordes al
desarrollo del TGI de las aves (estarter, 12 y 2% edades y acabado, utilizados habitualmente en
avicultura de carne).

LIPASE ACTIVITY

>
T

TRYPSIN ACTIVITY
MALTASE ACTIVITY

»
T

-4 -2 HA 2 ‘ ‘ -8 -4 - ‘
DAYS OF AGE DAYS OF AGE

Figura 2.5. Media + SEM de las actividades totales de amilasa (A), lipasa (B), tripsina (C) pancreéticas y maltasa
(D) del yeyuno, expresado en milimoles de sustrato hidrolizado/hora por 100 g de peso corporal, observado en
diferentes dias durante la ultima fase embrional y el crecimiento temprano de pavos. HA=dia de la eclosion. Los
datos de la actividad de lipasa al dia 6 y de amilasa y tripsina a los dias 6 y 8 no fueron medidos (Sell et al., 1991).

La capacidad de absorcién del TGl también se incrementa con la edad y estd fuertemente
influenciada por la presencia de alimento. Pequefias cantidades de glucosa y de aminoacidos
como la metionina contenidas en la residual yema del huevo son absorbidas el dia de la eclosién
en una tasa que oscila entre 47 y 56 %. Esta tasa de absorcion se incrementa hasta el 65 % para
la metionina y 74 % para la glucosa al 2° dia, alcanzando los 74 y 81 % para la metionina y la
glucosa respectivamente, a los 4 dias de vida. A esta edad ya se observa una elevada capacidad
de absorcion de sustratos provenientes del alimento y a partir de aqui el ave dejara su
dependencia de los nutrientes contenidos en el saco vitelino.

Cerca del 85 % tanto del almidén como de los acidos grasos de la dieta pueden ser absorbidos a
partir del dia 5, mientras que la digestion de la proteina oscila entre 70-78 % y aumenta hasta un
85 % a los 14 dias. Asi, aunque la absorcion de algunos nutrientes no es dptima en el periodo
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préximo a la eclosion, aumenta considerablemente hasta los 10-15 dias de vida de las aves. La
digestibilidad de las materias grasas ha sido objeto de estudio en algunos de los trabajos
realizados por nuestro grupo (Blanch et al., 1995; Cortinas et al., 2004; Villaverde, 2005). Los
resultados obtenidos permiten concluir que a medida que aumenta la edad (primeras dos
semanas de vida) lo hace también la capacidad de absorcion de los lipidos. Esta capacidad, esta
ligada al grado de saturacion, ya que a mayor grado de insaturaciéon se observa una mayor
absorcion. La digestion de materias grasas saturadas como sebo aumenta del 68 al 78 % entre
los 0y los 15 dias de edad.

2.1.3. ECOSISTEMA MICROBIANO

El TGI de todas las especies (incluido el ser humano) presenta una interaccion estrecha con
microorganismos de distinta naturaleza. Mientras que algunos de ellos son considerados propios
del hospedador (microorganismos indigenas o autdctonos), que estan presentes en equilibrio
simbidtico, otros (microorganismos no indigenas o aloctonos) pueden introducirse e iniciar un
proceso de colonizacion, establecimiento y crecimiento. La incorporacién o en su caso
proliferacion de algunos de estos microorganismos puede provocar cambios, muchas veces
negativos, en el ecosistema microbial. Diversos autores han analizado esta temética (Apajalahti y
Kettunen, 2002; Ewing y Cole, 1994b; MacFarlane y McBain, 1999; Mackie, 1997; Mackie et al.,
1999; Vispo y Karasov, 1997).

La interaccion entre los microorganismos y el TGl se refleja a distintos niveles: participando en
procesos digestivos; evitando el establecimiento de microorganismos potencialmente patogenos;
produciendo metabolitos toxicos; incrementando la tasa de renovacion epitelial; degradando la
capa de mucina e induciendo respuesta inmunitaria con la proliferacion de células de defensa
(Ewing y Cole, 1994b; Sklan, 2004; Van Der Klis y Jansman, 2002).

Aunque la mayoria de los trabajos coinciden en que la incorporacién de microorganismos desde
la eclosion es paulatina y que la carga microbiana al nacimiento es practicamente inexistente;
esto no es del todo cierto ya que, aparentemente, existe una relativa carga microbiana en pollitos
recién nacidos. El empleo de técnicas moleculares como la DGGE (denaturing gradient
electrophoresis in polyacrylamide gel) permite identificar hasta 48 amplicones diferentes
(genotipos representados por bandas ampliadas de DNA bacteriano, en gel de polyacrilamida, de
tamafio y composicién variables) en muestras de contenido intestinal de pollos recién
eclosionados (Pedroso et al., 2005). EI hecho de que el embrion inicie la absorcion de fluido
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amniotico a los 14 dias de incubacidn probablemente explique la presencia de microorganismos
en esta etapa de su vida.

Paralelamente al desarrollo del tracto digestivo, después de la eclosidn, se inicia un periodo de
colonizacion, que concluira con el establecimiento de una abundante carga microbiana (con
valores que oscilan entre las 10° y 10'3 unidades formadoras de colonias, UFC/g de digesta). El
desarrollo microbiano en las primeras horas de vida del ave es muy acelerado. Ya a las 2 horas
de la eclosion pueden ser detectados E. coli y bacterias del género Streptococcus en la excreta
de los pollos; entre las 3 a 6 horas posteriores continua el desarrollo de un gran nimero de
bacterias anaerdbicas en el ciego, capaces de la descomposicidén de acido Urico, principal
sustrato disponible dada la proximidad del conducto urinario (cloaca) en esta especie (Klasing,
1998; Sklan, 2004). En pollos de 1 dia de vida se han contabilizado hasta 108 y 1010 UFC por
gramo de digesta en ileon y ciego, respectivamente. La maxima densidad bacteriana fue
establecida aproximadamente a 1 semana de vida, contabilizandose >10° UFC/g de digesta en el
ileon y >10"" UFC/g de digesta en el ciego (Apajalahti et al., 2004; Apajalahti y Kettunen, 2006;
Francesch i Ollé, 2007).

Entre 1 y 3 dias de vida se observan los mayores incrementos en cuanto a la cantidad de UFC.
Este incremento es paulatino hasta que, aproximadamente a los 40 dias, la microbiota alcanza
niveles estables y es menos susceptible a cambios provocados por el medio. En aves jovenes,
hasta que las poblaciones bacterianas no estan bien establecidas, es posible observar una
menor proporcion de actividad fermentativa (fenémeno que se discutird mas adelante) que en
aves adultas. Este hecho permite suponer que las aves jovenes presentan un ecosistema
microbiano sujeto a variacion y mas facilmente perturbable.

De esta manera entre los 0 — 4 dias hay un predominio de Enterobacteriaceae y Enterococcus,
que descendera paulatinamente a medida que el pollo crece. Entre los 2 — 4 dias inician su
desarrollo los Lactobacillus y permaneceran relativamente estables durante el periodo de
crecimiento del ave. Desde los 7 dias los anaerobios estrictos colonizan el ciego. Asi, diversos
grupos microbianos se estableceran en los diferentes segmentos hasta los 21 dias de vida,
aproximadamente (se considera que entre 21-40 dias la poblacién microbiana intestinal alcanza
niveles estables). Sin embargo, dependiendo del estado de salud del animal, la presencia de
microorganismos en el medio ambiente u otros factores, este periodo también puede ser
aprovechado para el establecimiento de flora patogena como Clostridium perfringens o
Salmonella (Aho et al., 1992; Barnes et al., 1972; Barnes, 1972; Collier et al., 2003; Corrier et al.,
1992; Drew et al., 2004; Furuse y Yokota, 1984; Salanitro et al., 1978; van der Wielen et al.,
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2000), o para la infestacion parasitaria, principalmente por parasitos del genero Eimeria (Collier
et al., 2003). Ademas, se ha establecido una relacion entre la infestacion de coccidias de Eimeria
con la prevalencia de enteritis necrética provocada por C. perfringens (Allen et al., 1996; Allen y
Fetterer, 2002; Francesch i Ollé, 2007; Lu et al., 2006).

La colonizacién bacteriana en los diferentes segmentos intestinales puede ser variable, asi, la
comunidad microbiana del intestino delgado se limita a Streptococcus faecalis y coliformes
durante las primeras semanas, luego establecen su dominancia los Lactobacilos. En contraste, la
comunidad microbiana cecal no se establece hasta las 6 6 7 semanas, y puede estar compuesta
de una amplia variedad de microorganismos facultativos o anaerobios estrictos, entre los que
destacan Streptococcus faecalis, clostridias, enterobacterias, Pediococcus y ocasionalmente
Pseudomonas aeruginosa (Lan et al., 2005).

La proporcion de microorganismos esta fuertemente influenciada por factores externos como la
ingestion de alimento (Mead, 1989) o factores internos como el peristaltismo (Clench, 1999) o el
pH de las diferentes secciones del TGI. Asi, mientras que las bacterias se desarrollan entre pH
de 6 a 7.5, un rango de tolerancia minimo es de pH 3 a 4 (Ewing y Cole, 1994a). La tabla 2.1.,
permite observar que las mayores concentraciones o diversidad encontradas en el TGI de los
pollos se situan en intervalos préximos al rango dptimo de pH, asi como en secciones en las que
hay un mayor tiempo medio de retencion, lo cual permite una mayor actividad fermentativa
microbiana.

Como puede observarse, la mayor diversidad y la poblacién microbiana més estable en el ave
adulta se encuentran en el ciego.

La determinacion de la poblacién microbiana se ha hecho tradicionalmente a través de medios
de cultivo enriquecido y selectivo para diferentes grupos bacterianos. Sin embargo su
caracterizacion completa no es posible, a pesar de las mejoras implementadas en la preparacion
de estos medios de cultivo tradicionales. En la actualidad pueden cultivarse 10 al 40 % de las
bacterias del TGl (Suau et al., 1999; Zoetendal et al., 1998). Algunos autores sostienen que un
gran porcentaje (mas del 80 %) de las especies bacterianas no son identificables por estos
medios (Pedroso et al., 2005). Ademas, las muestras, ya sean de contenido intestinal o fecal,
requieren de un tiempo minimo de espera para ser procesadas y tienen poca reproducibilidad
(Dutta et al., 2001; Fuhrman et al., 1992).
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Tabla 2.1. Diversidad bacteriana del Tracto Gastrointestinal de pollos, en funcion de la variacion
del pH y el tiempo medio de retencion, en minutos (TMR) de la digesta en la fase solida

Seccion Contenido digestivo Bacterias
Intestinal pH TMR (fase sdlida)
Buche 45 31-41 Lactobacillus +, Streptococcus +,
E. Coli -, Staphylococcus +
Proventriculo 44-48 39 Streptococcus +, coliformes -
Molleja 2,6 33 Lactobacillus +
Duodeno 5,7-6 5-10 coliformes —
Yeyuno 58 71-84 Clostridium +
lleon 6,3 90-97 Bacteriodes -, Streptococcus +,
Staphylococcus  +,  Eubacterium  +,
Lactobacillus +, coliformes —
Ciego 57 119 Bacteriodes -, Fusobacterium -,
Bofidobacteria -, Peptostreptococcus +,

Clostridium  +,  Propionobacterium
Eubacterium +

Recto 6,3 26 Mezcla del intestino delgado y ciego

TMR: tiempo medio de retencidn en minutos; +: Gram positivas;-: Gram negativas
(Ewing y Cole, 1994a; Morales, 2007)

Para conocer la cantidad y composicidén de los microorganismos que constituyen la microbiota
del pollo también se han utilizado técnicas de microscopia electrénica, ademas de métodos
cromatogréaficos. En los ultimos afios se han desarrollado métodos moleculares que permiten la
identificacion de fracciones de DNA o RNA microbianos (Amit-Romach et al., 2004; Apajalahti y
Kettunen, 2002; Danicke et al., 1999; Gérard et al., 2008; Gong et al., 2002a; Gong et al., 2002b;
Guan et al., 2003; Lu et al., 2003a; Lu et al., 2003b; Oviedo-Rondon et al., 2006; Robey y
Shermer, 1994; Torok et al., 2008; van der Wielen et al., 2002; Zhu et al., 2002; Zhu y Joerger,
2003). La Figura 2.6., presenta los resultados del anélisis de la microbiota del TGI (ileon y ciego)
de pollos de carne de dos semanas de edad, con el empleo de técnicas moleculares. En
concreto, gracias a la secuenciacion de la fraccion 16S rDNA, se identificaron 13 géneros
diferentes, comunes en todos los segmentos intestinales estudiados. Se observaron diferencias
en cuanto a la abundancia relativa de los géneros bacterianos analizados en el ciego donde
Clostridiaceae representa el 65 %, seguido de Lactobacillus 8 % y Bacteroides, 5 % como los
mayoritarios (2.6. A), y en el ileon donde Lactobacillus supone el 67 %, Clostridiaceae 11 %,
Streptococcus 6,5 % y Enterococcus 6,5 % (2.6.B) (Lu et al., 2003a).
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Otra alternativa en el estudio de la microbiota intestinal es el empleo de la t-RFLP (Terminal-
Restriction Fragment Length Polymorfism) basada en el estudio del gen 16S rDNA. Uno de sus
pasos consiste en la amplificacion de segmentos caracteristicos de bacterias o grupos de
bacterias por PCR (Polimerase Chain Reaction), utilizando primers universales marcados con
fluorescencia. Al respecto, esta técnica ha sido adaptada al estudio de la microbiota de aves y
cerdos, por el Grupo de Nutricion de la Universidad Auténoma de Barcelona (Castillo, 2006;
Gomez de Segura et al., 2007) y permite obtener un perfil mas completo de los microorganismos
presentes en las muestras ya sean de contenido cecal o de excreta. Por ello, se constituye en
una técnica analitica de eleccion para el estudio de la diversidad de los microorganismos del
TGI, a pesar de que no los identifica en grupos taxondémicos. No obstante, existen herramientas
adicionales que permiten este ultimo paso, en un proceso conocido como “restriccion enzimatica
tedrica” y que se obtiene a partir de una base de datos TAP-RFLP del software Ribosomal
Database Il Project (Cole et al., 2003), disponible en la red.

O Lactobacillaceae
Clostridiaceae

B Bacillus

B Streptococcaceae
B Enterococcaceae
O Actinobacteria

B Proteobacteria

B Flavobacteriaceae

B Bacteroidaceae

Ileum Cecum .
8 Unknown bacteria

Figura. 2.6. Composicién de la flora bacteriana del (A) ileon y (B) ciego de pollos de carne, determinado por
secuenciacion del 16S rDNA de una libreria formada por 1.230 clones (Lu et al., 2003a)

La dindmica poblacional de la microbiota puede determinarse también a través de otras técnicas
analiticas entre las que podemos destacar la determinacion de acidos grasos de cadena corta
(AGVs y acido lactico), proporcion de adenosina trifosfato (ATP) y contenido de bases puricas.
Estas determinaciones proporcionan una estimacion de la cantidad de microorganismos
presentes en un determinado segmento del TGI, pero no de su naturaleza y composicion.
Cuantifican, de manera general, ya sean productos del metabolismo microbiano, o bien
componentes quimicos de su estructura nuclear (o del citosol). Muchos de estos productos
pueden ser comunes entre diferentes géneros o especies de microorganismos.
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Con relacion a la produccion de acidos grasos de cadena corta, la variacion entre los AGVs més
representativos (acético, propionico y butirico) y del acido lactico, podria indicar una mayor o
menor proporcion de algin grupo o grupos de bacterias. Asi por ejemplo, una elevada
produccion de 4&cido butirico podria relacionarse con el descenso del numero de
Enterobacteriaceae (van der Wielen et al., 2000). Algunos estudios sugieren que la mayor o
menor proporcién de acetato, propionato y butirato podrian tener un papel importante en el
desarrollo de la microbiota cecal durante el crecimiento de pollos de carne (Clayton, 2005;
Corrier et al., 1990; Hume et al., 1992; Jin et al., 1998a; Jozefiak et al., 2004). Ademas, los AGVs
son toxicos para bacterias Gram negativas y su produccion puede modular hasta cierto grado la
multiplicacion de microorganismos patdgenos como S. enteritidis (Ewing y Cole, 1994b). Por
estas razones, la produccion de AGVs y acido lactico, se consideran un buen indicador en el
estudio de la microbiota de los animales.
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2.2. UTILIZACION DE MATERIAS GRASAS EN ALIMENTACION AVIAR:
GRASAS Y ACEITES RECICLADOS

Las grasas han sido utilizadas en la alimentacidn aviar desde el inicio de la avicultura moderna.
Su uso ha aumentado paralelamente a la mejora de la genética y de la productividad de las aves.
Las estirpes actuales son mas eficientes y necesitan piensos con una alta concentracion
energética, por lo que la incorporacion de materias grasas es una practica habitual en los
programas de alimentacion de los pollos de carne. Consideraciones relativas al empleo de
grasas y co-productos de su refineria en la alimentacion de las aves, asi como de otras especies,
pueden encontrarse en revisiones realizadas por diversos autores (Codony y Guardiola, 1999;
Dziezak, 1989; FEDNA, 2003; Hertrampf, 1993; Mateos et al., 1996b; Mateos et al., 1995;
Palmquist, 1988; Shepperson, 1993; Ziggers, 2005).

Tabla 2.2. Tipos y fuentes de grasa

ORIGEN CARACTERISTICA PRODUCTO
Sebo
Terrestre Manteca
Animal
Grasa de aves
Marino A. Pescado
Palma
Saturadas
Coco
A. Soja
Vegetal
A. Girasol
Insaturadas
A. Colza
Otros
Refinado de aceite Aceites acidos u Oleinas
Grasas hidrogenadas
Grasas transformadas
Procesos industriales Jabones célcicos
Grasas fraccionadas Lecitinas
Grasas reutilizadas Residuos de freiduria
Grasas Técnicas Mezclas

Adaptado de Mateos et al.(1996a)

La Tabla 2.2., presenta las materias grasas de mayor uso en avicultura, Las grasas recicladas
son motivo de especial interés debido a que el analisis de sus caracteristicas quimicas y su
elevado contenido de AG, indica que constituyen una buena alternativa nutricional, Sin embargo,
en ocasiones, pueden presentar compuestos nocivos. No debemos dejar de lado los problemas
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ambientales que conllevan el vertido, almacenamiento o destruccion de las grasas recicladas, en
el caso de no ser reutilizadas adecuadamente.

Grasas y aceites reciclados.- Este grupo consiste en materiales residuales de la cadena
alimentaria humana y proceden fundamentalmente de la recoleccion en industrias de fritura,
procesado de alimentos, centros de restauracion e industrias carnicas, como productos que hay
que eliminar. Logicamente, en ciertos casos, la calidad de los mismos no es adecuada para el
consumo en forma directa y deben pasar por un proceso de reciclado o purificacion. Este
proceso permite eliminar la fraccion correspondiente a productos de alteracion, entre los cuales
se encuentran los productos de oxidacién y posibles contaminantes, fraccion de nula
digestibilidad y comprobados efectos nocivos para la salud (Bou et al., 2005; Choe y Min, 2007;
Codony y Guardiola, 1999; Mateos et al., 1996b; Wiseman y Cole, 1983).

Hasta 1985, mas del 90 % de la grasa de los restaurantes era de origen animal. La industria del
reciclado afiadia a estos lipidos recogidos cantidades variables de oleinas vegetales de diversa
procedencia a fin de elevar su contenido de linoleico (50 %, 35 % y 20 %). Por la combinacion
entre grasa animal y oleinas vegetales, estas mezclas se conocen comunmente como
grasoleinas. Otras veces se le afiadian grasas provenientes de las industrias de los
subproductos de mataderos y sebos oscuros o con un contenido indeterminado de &cidos grasos
libres, rechazados por la industria del jabén (acidez y color excesivo). De aqui que estas otras
grasas reciban el nombre de “yellow grease” o grasas amarillas.

Tabla 2.3. Acidos grasos de algunas grasas recicladas

Perfil Ac. Grasos GRASOLEINAS
YELLOW
(% Grasa verdadera) GREASE >50 %* >35 %* <20 %*
C<14 tr. tr. tr. tr.
Miristico C14:0 1 <1,0 <2,0 <3,0
Palmitico C16:0 18 <11,0 <18,0 <25,0
Palmitoleico C16:1 2,5 1 2 2,5
Estearico C18:0 9 <5,0 <8,0 <10,0
Oleico C18:1 46 25 33 38
Linoleico C18:2 21 >50,0 >35,0 >18,0
Linolénico C18:3 2 2 1,5 1
C>=20 tr. tr. <2,0 <3,0
Caracteristicas
indice lodo >70 >115 >100 >85
Titulo (Punto de fusion) - <15 <18 <22
pH - Acidez mineral - >55 >5 >5
Grasa no eluible (NEM) <16 <15 <18 <20
MIU <3 <4 <6 <7
Saturado/Insaturado 0,39 0,2 0,43 0,67

* Contenido de &cido linoleico. MIU: Humedad, impurezas e insaponificables. Adaptado de Tablas FEDNA (2003)
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Estas grasas contienen de media un 20 a 25 % de linoleico (indice de iodo entre 80 y 87) y son
bien utilizadas por los monogéstricos a pesar de su alto contenido en material no eluible y acidos
grasos trans.

Cuando se recolectan, seleccionan, filtran y reciclan de forma adecuada, su valor nutricional es
alto y similar e incluso superior al de un sebo de calidad media. El problema aparece cuando se
reciclan grasas de freiduria excesivamente recalentadas, con niveles de polimeros elevados (en
ocasiones superiores al 20 %). Cuando el tratamiento térmico es abusivo se produce
autooxidacion de los acidos grasos con aumento del contenido en polimeros, monémeros
ciclicos, hidroperoxidos y otros compuestos no eluibles que no son digestibles y que pueden
resultar dafinos y toxicos para el animal. Ademas, los productos oxidados reducen la
palatabilidad de la grasa original.

La calidad de los aceites vegetales recuperados varia ampliamente dependiendo de la
procedencia y el procesado realizado y es evidente que es necesario un control analitico
exhaustivo.

En relacion con otros tipos de grasas recicladas, debe sefialarse que pueden contener algunos
compuestos de contaminacion externa. La presencia de estas grasas contaminadas en el pienso,
con alto contenido en hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), dioxinas y PCBs o pesticidas,
puede afectar de forma negativa a la salud de los animales. No obstante, se han detectado
niveles de estos compuestos perjudiciales en las materias grasas de origen, lo que parece
indicar que no sélo son caracteristicos de las materias grasas residuales.

Las materias grasas disponibles en la actualidad han sido objeto de estudio en una primera fase
del proyecto Feeding Fats Safety (FFS). Se han caracterizado y analizado minuciosamente un
total de 123 muestras de grasas y aceites de diverso origen disponibles en el mercado europeo
(Italia, Espafia, Alemania, Francia, Suecia, Noruega, Dinamarca, Bélgica, UK, Polonia, Hungria,
Rumania, Malasia y Marruecos).

La caracterizacién de las muestras de materias grasas se realiz en base a su composicion
quimica (humedad; acidez; perfil &cidos grasos; acidos grasos trans; acidos grasos conjugados;
colesterol; esteroles; tocoferoles/tocotrienoles), niveles de degradacion (productos de oxidacion
de esteroles; productos de oxidacion de &cidos grasos; polimeros; mono y diacilgliceroles;
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peroxidos; MDA; p-anisidina) y presencia de contaminantes (dioxinas y PCBs; hidrocarburos
aromaticos policiclicos, HAPs).

Esta caracterizacién tuvo como resultado la clasificacion de las materias grasas en diez
categorias:

- Aceites acidos neutralizacion (refinacién) quimica (AOCHE)
- Aceites &cidos neutralizacion (refinacion) fisica (AOPHY)

- Lecitinas (LECI)

- Subproductos de fritura reciclados (RECY)

- Grasas animales (sebo, manteca, mezclas) (ANFA)

- Subproductos del blanqueado de aceites (EBE)

- Aceites de pescado (FISH)

- Grasas hidrogenadas (HYBY)

- Jabones célcicos (FACS)

- Otros (MIX)

Una mayor informacion acerca de las caracteristicas y composicion de las materias grasas
analizadas se halla disponible en el portal del proyecto FFS: www.ub.es/feedfat.

Es importante estudiar la posibilidad de incorporar estas grasas recicladas como suplemento
energético en el pienso para animales. En este sentido, como ya se habia anticipado, hay que
tener en cuenta la posible presencia de sustancias perjudiciales, hecho que plantea una
problemética relativa a la seguridad de su empleo tanto para los animales como para el
consumidor del producto final. En este trabajo se enfocaran por separado dos grupos de
compuestos perjudiciales de las materias grasas recicladas: los que se producen por procesos
de degradacién quimica, entre los que se encuentran los productos de oxidacion e isomerizacion
de las grasas (trans) y los que se encuentran asociados a las grasas como contaminantes. Entre
estos ultimos, se encuentran las dioxinas y PCBs, y los HAPs.
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2.2.1. COMPUESTOS DE DEGRADACION QUIMICA

El procesamiento de las materias grasas con la finalidad de mejorar sus cualidades tecnoldgicas
(hidrogenacidn), asi como someterlas a elevadas temperaturas (grasas de freiduria), pueden
generar cambios en su estructura quimica, alterando su configuracion, cambiando la posicién de
sus dobles enlaces o generando nuevos productos, como isémeros 0 metabolitos toxicos. Dos
son los productos de degradacion que mayor énfasis merecen a la hora de estudiar su efecto en
la salud, tanto de los animales como de las personas que los consumen: los &cidos grasos trans
y los productos de oxidacion de las grasas.

2.2.1.1. Acidos Grasos Trans

Generalmente, los dobles enlaces presentes en los acidos grasos (AG) monoinsaturados
(MUFA) y poliinsaturados (PUFA) de las materias grasas comunmente utilizadas en alimentacion
animal tienen una configuracion de tipo “cis”. Sin embargo, también pueden encontrarse AG con
dobles enlaces en configuracién de tipo “trans”. Los AG “trans” pueden formarse por procesos
naturales, como es el caso de la accion de enzimas de origen microbiano en el rumen
(biohidrogenacion ruminal), o bien a través de procesos industriales (hidrogenacion o tratamiento
térmico de las materias grasas).

Legislacion.- La ingestion de grasas alteradas ha generado la preocupacion de las
autoridades sanitarias ya que pueden estar relacionadas, como se verd mas adelante, con
problemas de salud. Ante esta perspectiva, la Comision de la Unidn Europea, delegé a AFSA
(French Food Safety Agency) la elaboracion de un informe, asi como recomendaciones, al
respecto del uso, los riesgos sobre la salud y posibles beneficios de las formas trans y algunos
de sus isémeros. Dicho informe fue publicado en abril del 2005 y puede consultarse en el enlace
www.afssa.fr. La ingestion diaria recomendada de formas trans incluyendo al CLA (acido
linoleico conjugado) no debe superar el 2 % del total de energia consumida (TEIl) ya que un
mayor nivel incrementa la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Léger et al., 2007). No
obstante, el nivel de AGT totales que pueden incluirse en la dieta de los animales aun no esta
reglamentado, a pesar de la posibilidad de que estos productos de alteraciéon puedan trasferirse
a la carne o productos como la leche o los huevos.

=]



Revision Bibliografica

Origen y composicion

Los isémeros trans (acidos grasos trans ¢ AGT) resultan de la modificacion, natural o
provocada, de la estructura de los AG que constituyen las materias grasas, alterando sus
funciones fisiologicas, bioldgicas y/o su calidad tecnoldgica (estabilidad oxidativa, olor, sabor,
etc.). La figura 2.7., presenta tal cambio en la estructura de un AG.

CIS TRANS
H H H
I |
—c = c — —Cc = T —
»eé b (4%
w‘a?}{{‘“ 2 "’"‘pgﬁ‘;‘.

Figura 2.7. Configuracion de los dobles enlaces de un &cido graso.

De forma habitual, la isomerizacion de los acidos grasos consiste en el cambio de posicién de
los dobles enlaces, que se desplazan de un atomo de carbono a otro (isomerizacién posicional) y
que supone, ademas, la alteracién de su configuracion espacial (isomerizacion geométrica). El
producto resultante puede poseer propiedades fisico-quimicas diferentes del que procede, pero
sin cambiar su composicion original o la cantidad de atomos de carbono.

En los procesos naturales o tecnoldgicos a que se someten las grasas, la isomerizacion se debe
a la estabilizacion de los radicales libres de los acidos grasos que se originan durante dichos
procesos. En otras palabras, uno de los enlaces del doble enlace de configuracién “cis”, queda
libre ya sea por accidén enzimatica o por la accion de un catalizador, constituyendo un radical
libre que se saturara con uno 0 mas atomos de hidrégeno segun los enlaces libres que se hayan
generado; es posible que el enlace libre no se sature y vuelva a generar un doble enlace, pero
en este caso en otro carbono de la cadena, provocando otra configuracién.
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Isomeros de posicion.- El fendmeno consiste en la traslacion o cambio de posicion del
doble enlace ya sea al atomo de carbono precedente o al que lo antecede, es decir, si el doble
enlace se situa en el carbono 12 de la cadena hidrocarbonada, después del proceso, el doble
enlace se situaré en el carbono 11, o si esta en el carbono 9 pasaré al carbono 10 (Figura 2.8.).
Durante este proceso pueden formarse proporciones variables de acidos grasos conjugados
(dobles enlaces situados en carbonos contiguos), por desplazamiento de dobles enlaces a lo
largo de la cadena. Esta modificacién es de gran importancia nutricional, ya que afecta a
aquellos &cidos que son considerados como esenciales para el organismo (linoleico y linolénico),
que se perderan en cierta proporcion. Un claro ejemplo de estos productos son los isémeros del
acido linoleico (acido cis-9, cis-12-octadecadienoico): cido linoleico conjugado cis-9, trans-11y
trans-10, cis-12 (Lee et al., 2005).

Acido Linoleico { 9cis- 12 cis) Acido Linoleico conjugado
{9 cis- 11 trans)

Isom eria

/ cis
Isomeria
/ trans

TN

Isomeria

S

cis

.= Atomo de carbono
o = Atomo de hidrogeno
[ = Atomo de oxigeno

Figura 2.8. Estructura quimica del acido linoleico (cis-9, cis-12) y del isomero
&cido linoleico conjugado (cis-9, trans-11) (Sanhueza et al., 2002)

Isomeros geométricos.- El término “geometria” se refiere a la apariencia (en el espacio) de
la cadena hidrocarbonada que puede cambiar con el cambio de posicion de un doble enlace. La
diferencia en la configuracion espacial de los atomos de hidrogeno respecto al carbono define la
forma isomérica geométrica. Si los atomos de H se situan en el mismo plano espacial el doble
enlace esta en configuracién “cis” y si los atomos de H se situan en distintos planos respecto al C
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sera configuracion trans. La presencia del doble enlace “cis” introduce un cambio de direccidn en
la cadena, provocando su “acodamiento” (Figura 2.7.). En cambio, el doble enlace “trans” no
provoca tal cambio de direccion y mantiene la configuracion lineal del acido graso.

La configuracion espacial normal de los acidos grasos saturados, dada la ausencia de dobles
enlaces, es lineal. Consecuentemente, las caracteristicas fisico-quimicas de los AGT, seran
similares a las de los AG saturados. Las moléculas de un AG trans pueden empaquetarse entre
si de un modo mas ordenado al que lo hace un AG de configuracion “cis”; esto también es
caracteristico de las grasas saturadas y se refleja en las diferencias de sus puntos de fusién
(Barrera-Arrellano y Block, 1993; Koletzko y Decsi, 1997; Nelson y Cox, 2001).

Los isdmeros trans tienen siempre puntos de fusion mayores que los cis (Tabla 2.4.). Ademas de
aumentar los puntos de fusion de las grasas el contenido de isdmeros trans altera la estabilidad
térmica de las estructuras cristalinas y consecuentemente la textura de los productos finales.

Tabla 2.4. Puntos de fusion de &cidos grasos y sus isomeros
Pto. de fusion

Simbolo Nombre sistematico Nombre comun (°C)
C12:0 Dodecanoico Laurico 442
C 16:0 Hexadeacnoico Palmitico 63,1
C 18:.0 Octadecanoico Estearico 69,6
C 18:1(6¢c) 6c-octadecenoico Petroselinico 29
C 18:1(6t) 6t-octadecenoico Petroselaidico 54
C 18:1(9c) 9c-octadecenoico Oleico 16
C 18:1(9t) 9t-octadecenoico Elaidico 45
C 18:1(11c) 11c-octadecenoico cis-vacénico 15
C 18:1(111) 11t-octadecenoico trans-vacénico 44
C 18:2(9¢c;12¢) 9c¢,12c-octadecadienoico Linoleico -5
C 18:2(9c;12t) 9c¢,12t-octadecadienoico Linoelaidico 28
C 18:2(9t; 11¢t) 9t,11t-octadecadienoico 54
C 18:3(9¢c; 12¢; 15¢)  9c,12c,15¢c-octadecatrienoico  Linolénico -1
C 18:3(9t; 12t; 15t) 9t,12t,15t-octadecatrienoico 30
C 18:3(9c; 11t; 13t) 9c,11t,13t-octadecatrienoico a-eleostedrico 49
C 18:3(9t; 11¢; 13t) 9t,11t,13t-octadecatrienoico -eleostearico 71,5

Adaptado de Barrera-Arellano y Blok (1993)

Como se habia mencionado, los AGT pueden encontrarse de forma natural o generarse por
procesos industriales. El primero de estos procesos se conoce como biohidrogenacion de los
AG insaturados de la dieta y es tipico de la digestion microbiana en los estomagos de los
animales rumiantes o el ciego de otros herbivoros. Durante este proceso los dobles enlaces “cis”
se isomerizan, lo que afecta tanto a su posicién en la cadena hidrocarbonada (isomeros de
posicién) como a su geometria (cambio de su configuracion espacial). Como consecuencia de
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ello, los tejidos de animales rumiantes seran mas ricos en AG “trans”. De hecho, el contenido de
AG “trans” en los tejidos y la leche de animales rumiantes es del orden del 2 al 8 % sobre el total
de AG (Manteca, 1992).

Las formas trans son productos intermediarios en el proceso de biohidrogenacién ruminal, que
concluye con la saturacién de los acidos grasos (Figura 2.9.). No obstante, ciertas proporciones
de AGT que se forman en este proceso escapan a la hidrogenacion total y pueden encontrarse
junto a sus productos finales.

Acido linoleico (cis-2. cis-12 octadecadienoico)
l isomerizacion
Acido linoleico conjugado
(c1s-9, trans-11 octadecadienoico)

l reduccion

AG-trans (trans-11 octadecenoico)
l reduccion
Acido estedrico

Figura 2.9. Vias de hidrogenacion del &cido linoleico en el rumen (de Blas, 2004)

La isomerizacion también se puede generar por procesos industriales, siendo de importancia en
procesos exotérmicos, como la fritura aunque es mas intensa y de mayor importancia en
aquellos tratamientos cuya finalidad es proteger a las grasas de la oxidacién (hidrogenacién,
refinacion, etc.). El proceso de hidrogenacion industrial de aceites vegetales y aceite de
pescado tiene como finalidad conseguir margarinas u otros productos similares que permitan
mayor facilidad de almacenamiento y conservacion.

El proceso consiste en hidrogenar parcialmente los dobles enlaces de diversas fuentes lipidicas
a fin de elevar su punto de fusion, reduciendo de esta forma su actividad en rumen por ser mas
insolubles. A diferencia de la biohidrogenaciéon (accién de enzimas microbianos), la
hidrogenacién se caracteriza por la accion de catalizadores (niquel, platino, paladio...) que
liberan uno de los dobles enlaces, y la presencia de hidrogeno gaseoso que a presion y
temperatura (110 °C) elevados satura los enlaces libres formados por la accion del catalizador.
Durante la hidrogenacion, es posible observar la formacion de isdmeros trans, ya que la reaccion
quimica implica la liberacién de radicales libres los cuales pueden cambiar la posicién y
consecuentemente la configuraciéon del doble enlace en caso de no ser saturados por el
hidrégeno.
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El problema a considerar con este tipo de grasas es que la hidrogenacion de los acidos grasos,
especialmente de los de cadena larga, reduce su digestibilidad en el intestino delgado. Algunas
de las ventajas comparativas frente a otras grasas son su mayor estabilidad por ser mas
saturadas y una aparente mejor palatabilidad.

En los ultimos afios, la prohibicion del empleo de harinas de carne y otros productos de origen
animal con posibles contaminaciones cruzadas en la alimentacion de animales de granja, ha
producido la busqueda de materias grasas saturadas de origen vegetal. Las principales fuentes
lipidicas utilizadas en la confeccion de estas grasas son las oleinas de palma y de pescado. La
composicion en acidos grasos de estas grasas se presenta en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Composicion y caracteristicas quimicas
de las grasas hidrogenadas

GRASAS
Perfil Ac. Grasos HIDROGENADAS
>90% <55%
(% Grasa verdadera) (C16+C18) (C16+C18)
C<14 tr. tr.
Miristico C14:0 2 7
Palmitico C16:0 45 30,1
Palmitoleico C16:1 tr. tr.
Estearico C18:0 40 22,5
Oleico C18:1 5,2 1,1
Linoleico C18:2 <2,0 1,1
Linolénico C18:3 tr. tr.
C=220 - >30,0
Titulo 48-55 -
MIU <2 <1,5
Saturado/Insaturado 9 1,85

MIU: Humedad, impurezas e insaponificables. Adaptado de Tablas FEDNA (2003)

La dieta como fuente de exposicion

Los &cidos grasos actuan a diferentes niveles, como fuente de energia en el alimento, como
componentes de las biomembranas y como precursores de las prostaglandinas. Sin embargo,
estas funciones fisiologicas pueden verse alteradas al presentarse cambios en su estructura.

La grasa de la racion contiene proporciones variables de AGT y constituye la principal via de
exposicion para los animales domésticos. No se ha descrito que la ingestion de AGT provoque
signos patolégicos evidentes. Sin embargo, presentan un comportamiento similar a los acidos
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grasos saturados, dando lugar a menores rendimientos productivos en comparacion a los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI).

Se ha dado énfasis a la transferencia de AG trans ingeridos por los animales, tanto en tejido
muscular como en la deposicion de grasa corporal. Estudios realizados en diferentes especies
(Allison et al., 1995; Atal et al., 1994; Elson et al., 1981; Manteca y Noble, 1993) documentan la
incorporacion de AG trans en tejido adiposo, hepatico y muscular en proporciones variables de
acuerdo a la especie animal estudiada. Asi por ejemplo, se encontraron niveles de AG trans del
4 % en muestras comerciales de musculo de ternera, 0,2 % en carne de cerdo y 1,3 % en carne
de pollo. Los niveles encontrados en el tejido adiposo del epididimo de ratones fueron entre 8,5
Yy 9,7 %.

Cinética y metabolismo

La ingestion de &cidos grasos trans (asi como otros productos de alteracion o contaminantes que
veremos mas adelante) ha generado el interés de la comunidad cientifica, en lo referente a sus
aspectos metabdlicos incluyendo su digestion y absorcion, la acumulacién en los tejidos, el
catabolismo o la incorporacién en las membranas celulares.

Tanto si son productos de la biohidrogenacion como de la hidrogenacion industrial, los acidos
grasos trans presentes en la dieta se encuentran en forma esterificada de modo que constituyen
parte de triglicéridos y fosfolipidos. Asi, la digestion enzimatica es practicamente la misma que
para los triglicéridos o fosfolipidos constituidos por acidos grasos de configuracion cis.
Consecuentemente, los &cidos grasos trans son digeridos con la misma eficacia que sus
correspondientes isdmeros cis, debido a que ninguno de los enzimas es capaz de discriminar la
geometria del doble enlace de los acidos grasos (Manteca, 1992).

Aunque existe controversia, parece que la absorcion, transporte e incorporacién en los tejidos de
los acidos grasos trans es similar a los &cidos grasos saturados y aparentemente menor a sus
homdlogos cis (Allison et al., 1995; Hernandez y Boatella, 1986).

Los &cidos grasos trans se incorporan en el organismo de forma proporcional a su contenido en
la dieta, sobre todo en las personas y en animales monogastricos. Asi por ejemplo, cerdos
alimentados con dietas que contenian entre 5y 15 % de AG trans en la grasa total del pienso,
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alcanzaron niveles de hasta 16 % de formas trans en lipidos hepaticos (Elson et al., 1981). En el
caso de los rumiantes sera de acuerdo a la proporcion de productos resultantes de la
biohidrogenacion ruminal. La mayor proporcion de AG trans en tejidos humanos se ha
encontrado en el higado y tejido adiposo, donde pueden llegar a suponer hasta el 14 % del total
de acidos grasos. Sin embargo los porcentajes suelen ser menores y estan sujetos a una
marcada variabilidad entre individuos.

La incorporacién de isémeros trans en los tejidos puede estar sujeta a control metabdlico. Asi por
ejemplo, ratas alimentadas con dietas que contenian grasas con un 8 % de AGT y aportaban
hasta el 24 % de la energia mantuvieron una concentracion de AGT especifica y constante en el
total de la grasas corporal (18 % de trans totales) (Allison et al., 1995). El porcentaje de los
isémeros trans C18:1t y C18:2t en los lipidos de depdsito es proporcional a la presencia de los
AG de los que proceden, oleico y linoleico, respectivamente.

Los estudios realizados en animales demuestran que las tasas de reemplazo (turnover) de AG
trans en el organismo son elevadas. La concentracion de formas trans en los tejidos disminuye
en la misma proporcidn en que lo hace la incorporacion de estos AG en la dieta. En concreto en
el estudio de Allison et al. (1995) se observo que al sustituir en la dieta la grasa rica en AGT
(52,9%) por una grasa sin trans, la presencia de estos AGT en el higado se reducia en 56 dias
(pasando de 17,3% a niveles practicamente indetectables).

En estudios de oxidacion lipidica, tanto in vivo como in vitro, se observo que en general las tasas
de oxidacion de los isémeros trans eran menores a la de sus correspondientes isomeros cis. No
obstante, los resultados obtenidos en animales vivos son contradictorios ya que se han
observado tasas de oxidacion similares entre ambos tipos de isdmeros.

Se ha supuesto que diferencias en la composicién de los acidos grasos que componen las
membranas celulares podrian tener un efecto negativo sobre su integridad (Atal et al., 1994). Sin
embargo, no hay evidencias concretas de que la presencia de &cidos grasos trans modifique las
propiedades de la membrana. Asi, cambios en los niveles relativos de colesterol y fosfolipidos
presentes en su estructura podrian compensar los posibles efectos de los isémeros trans
(Manteca, 1992).
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Toxicidad y patologia asociada

No se han descrito problemas de toxicidad provocados por el empleo de AGT en la dieta de los
animales o las personas, aunque no se puede afirmar que sean inocuos. Los AGT pueden
generar problemas de salud ya que interfieren en la sintesis de acidos grasos esenciales (AGE),
alteran los niveles de colesterol plasmatico y se relacionan con la generacién de enfermedades
cardiovasculares y con la actividad carcinogénica de otras sustancias quimicas.

Los AGT pueden estar relacionados con la pérdida del caracter esencial de los AGE o
incrementar la deficiencia de los mismos en el organismo. Al pasar de la configuracion cis a la
trans decrece el valor biolégico incidiendo negativamente sobre el contenido de AGE. La
presencia de AG trans en la dieta tiene una relacién directa con la disponibilidad de los AGE mas
importantes, linoleico, precursor de la familia ®-6, y a-linolénico, precursor de la familia ©-3.
Desde el punto de vista bioquimico, los AG trans-octadecenoico pueden inhibir la accién de las
A9, A6 y A5- desaturasas (delta-n desaturasas), interfiriendo en la formacion de AGE al inicio o
al final del proceso de formacion del acido araquidénico (C20:4w-6¢), o interfiriendo en la
elongacion de la cadena, en la formacién del acido docosahexaenoico (C22:6w-3c). Por otra
parte pueden actuar como sustratos alternativos que participarian en la formacién de
prostaglandinas de efecto desconocido o impredecible.

Con respecto a la generacion de enfermedades cardiovasculares, diversos autores (Allison et al.,
1995; Castillo et al., 2000; Hermier, 1997; Koletzko y Decsi, 1997; Léger et al., 2007; Mann,
1994; Manteca, 1992; Moreno y Mitjavila, 2003; Nestel, 1995) coinciden en afirmar la relacién
existente entre la ingestién de AG en la dieta y la aparicion o riesgo de aparicion de estas
patologias, sobre todo con dietas ricas en AG saturados o en isomeros trans que modifican sus
propiedades nutricionales, alteran parametros fisiologicos tales como los niveles plasmaticos de
colesterol, la trombogénesis o los receptores de actividad hormonal, en concreto receptores de
insulina. Asi por ejemplo, la ingestion de 2,6 g/dia del isdbmero C18:2(10t; 12c) incremento la
resistencia a la insulina en personas obesas aunque no se observaron manifestaciones clinicas
ni dafo hepatico. En el caso de animales que consumieron 0,5 g del mismo isdmero/dia/kg peso
vivo se presentaron problemas de esteatdsis hepatica (Léger et al., 2007).

Se ha demostrado que la presencia de AGT, interfiere con los receptores celulares del colesterol-
LDL, aumentando su concentracion sérica. A su vez, el aumento en la concentracion sérica del
colesterol-LDL esta relacionado con el descenso en la concentracion de las HDL trasportadoras
de colesterol (Koletzko y Decsi, 1997) cuya funcién es transportar el colesterol excedente hasta
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el higado donde es eliminado o transformado en hormonas, vitaminas y acidos biliares. Altas
concentraciones de colestrol en sangre dan lugar a la formacion de la placa ateromatosa.

Una de las formas trans, el acido linoleico conjugado (CLA, Figura 2.8.), es motivo de
controversia, debido a que estudios realizados le confieren propiedades anticancerigenas. Se ha
reportado su relacion con la prevencion de cancer de piel, de estdbmago, mamario y de colon,
ademas de poseer otras propiedades fisiologicas (antiateroesclerosis, antidiabetes, modulacién
del sistema inmune, reduccion de la deposicion de grasa corporal) (Lee et al., 2005). Sin
embargo, los mecanismos relacionados con esta actividad todavia no han sido identificados.
Ademas, hay mucha variabilidad en cuanto a la dosis y el tiempo de administracién; de hecho,
los mejores resultados en cuanto al control en la proliferacion de células cancerigenas se han
observado con el suministro prolongado de altos niveles de CLA (Léger et al., 2007).

2.2.1.2. Productos de oxidacion

La presencia de AG es la principal responsable del valor nutricional y energético de las grasas.
Debemos recordar que conforme aumenta el grado de insaturacion, se incrementa su
susceptibilidad a la oxidacién. Numerosos estudios han demostrado que el perfil en acidos
grasos de los depdsitos del animal refleja el perfil lipidico de la dieta. Asi, la incorporacién de
altos niveles de AGPI en la racidn y, consecuentemente, en los tejidos, provocan una menor
estabilidad frente a la oxidacién (Cortinas et al., 2005; Golapakrishna y Prabhakar, 1986;
Villaverde et al., 2004).

Los lipidos pueden oxidarse por via enzimatica dando lugar a diversos compuestos con diferente
actividad en el organismo. No obstante, los procesos oxidativos que se producen en los
alimentos y que afectan a sus caracteristicas nutricionales y organolépticas son, principalmente,
los derivados de una via no enzimatica y estan relacionados con el procesado térmico (grasas de
freiduria) o el almacenamiento.

En términos generales, la oxidacion lipidica es el proceso por el cual las materias grasas sufren
la accion directa de un catalizador, por ejemplo el oxigeno, el cual sustrae uno o mas atomos de
hidrogeno generando radicales libres. Aparte de dar sabores y olores anormales (rancidez
oxidativa), determina el descenso del valor energético, asi como la destruccion de los &cidos
grasos esenciales y otros compuestos bioldgicamente importantes (Bondi y Budowski, 1989;
McDonald et al., 1988).
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Legislacion.- A pesar de que no se dispone de una norma regulatoria establecida para el nivel
de oxidacion de las diferentes grasas que se utilizan en la alimentacion, algunos paises
europeos han fijado un limite para el contenido de material polar de entre 20 y 27 %. Sin
embargo, otros paises prefieren la determinacion de oligdmeros para estimar la cantidad de
sustancias alteradas, en este caso el 10 % es el limite legal permitidos para oligomeros
(Gonzales-Mufioz et al., 2003). En el caso de las materias grasas de empleo en nutricidén animal,
lamentablemente, los limites aun no estan claramente definidos.

Origen y composicion

Durante la oxidacion, los &cidos grasos insaturados son destruidos y transformados, en un
proceso dinamico, en diversos productos, en la mayoria de los casos, téxicos para el organismo.
Aunque el proceso es muy complejo, la Figura 2.10. presenta de forma esquematica las
diferentes fases que suceden durante la oxidacién de las grasas: una oxidacion primaria, que
deriva en la formacién de hidroperdxidos, una oxidacion secundaria que dara lugar a la
formacion de compuestos reactivos como es el caso del malondialdehido (MDA) e inclusive una
terciaria que dard lugar a la formacién de productos terciarios o finales, tales como
hidrocarburos, aldehidos y cetonas; estos compuestos son volatiles pero relativamente no
reactivos (Codony, 1990; Edmunds, 1990; Hamilton y Kirstein, 2003). La oxidacién es una
reaccion en cadena que concluye en el momento en que los radicales libres han sido oxidados,
fendmeno conocido por autooxidacion.
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Figura. 2.10. Progresion de la oxidacion de las grasas (Hamilton y Kirstein, 2003)

En condiciones normales de temperatura y humedad, la configuracion en triplete del oxigeno
molecular (30;) es antienlazante (Venereo, 2002), lo que evita que pueda reaccionar
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directamente con las moléculas lipidicas (reaccidn termodinamicamente improbable), por ello es
necesaria la intervencion de un agente iniciador. Entre los catalizadores mas importantes
capaces de iniciar la reaccion de oxidacidn se encuentran los radicales de oxigeno, radicales
lipidicos, metales de transicién como el hierro (Fe) y el cobre (Cu) presentes en las
metaloproteinas, la temperatura y las radiaciones de alta energia (Halliwell y Chirico, 1993). La
Tabla 2.6., presenta algunos de estos catalizadores de mayor importancia en el proceso de
oxidacion lipidica.

Tabla 2.6. Principales radicales libres implicados en las reacciones de oxidacion lipidica

Radical Nombre Caracteristicas

HO- Radical hidroxilo Radical mas reactivo

HO2- Radical perhidroxilo Muy reactivo

O2- Radical superéxido Poca reactividad

H202 Perdxido de H Poco poder reactivo con los lipidos
LOO- Radical peroxil Propaga la reaccion en cadena

LOOH Hidroperdxido Reacciona con metales de transicion para

formar nuevos radicales

En tales circunstancias, un radical libre R+ (agente iniciador) desprende un &tomo de hidrégeno
de un AG, provocando la reorganizacion electronica de la molécula y la consecuente formacion
de un radical lipidico alquilo L+ (fase de iniciacion). Este radical reacciona con el oxigeno Oz y se
forma un radical peroxilo LOOe, que a su vez reaccionan con proteinas de la membrana o con
otros AG, provocando la propagacion de la reaccion de oxidacion (fase de propagacion).

Iniciacion LH +Re — Lo

Propagacion Le + 02 —  LOOe
LOO*+LH — LOOH+Le

Finalizacion Le+Le — CNR
LOO++LO0 — CNR

LH = molécula lipidica; R+ = radical libre; CNR = comp. no radicalario

Figura 2.11. Fases en que se produce la autooxidacion. Adaptado de Kanner (1994)
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La extension de la reaccion dependera de la relacion lipido-proteina de la membrana, la
composicion en AG, la concentracion de O, y la presencia de antioxidantes que pueden detener
la propagacion de la reaccion. La reaccion llegara a término en el momento en que los diferentes
radicales reaccionen entre si para dar lugar a lugar a compuestos no radicalarios, CNR
(finalizacion). La velocidad de la reaccidon en la iniciacion, es lenta mientras que en la
propagacion se da con mucha rapidez (Figura 2.11.).

La fotooxidacion es la reaccién de oxidacién inducida por el oxigeno singuleto (O2) que no es un
radical libre propiamente dicho, sino un estado excitado del oxigeno molecular y que es
extremadamente reactivo. La reaccion de alteracion del 102 se produce por la accion de la luz
sobre compuestos fotosensibilizadores en presencia de oxigeno. Estos compuestos absorben la
luz, entran en un proceso de sobreexcitacion y transfieren el exceso de energia al oxigeno,
convirtiéndolo en 10, (Galobart, 2000; Kanner, 1994). Muchos compuestos que tienen un
sistema de dobles enlaces pueden adquirir esta propiedad, debido a que la presencia de los
dobles enlaces les permite absorber energia de la luz visible. Entre estos compuestos estan la
clorofila responsable de la fotosintesis, farmacos como las tetraciclinas, tintes (eosina), la
riboflavina, la bilirrubina y algunos pigmentos que se encuentran presentes en los alimentos.
Algunas sales metalicas como sulfito de Cadmio, dxido de Zinc y sulfito de Zinc pueden actuar
también como agentes fotosensibilizadores.

En la oxidacion secundaria, los hidroperdxidos formados durante la oxidacién primaria y que se
caracterizan por ser muy inestables, se descomponen en otros productos tanto volatiles como no
volatiles: alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos e hidrocarburos volatiles. El hecho de que los
hidroperoxidos se puedan degradar de diversas maneras genera una amplia variedad de
productos de oxidacion, que son responsables del deterioramiento organoléptico de los
alimentos. Estudios relativos a la conservacion de carne de pollo cocinada demuestran que entre
estos productos de oxidacion se incluyen hexanal, nonanal y 2,4-decadienal (De Winne y Dirink,
1996). El hexanal es considerado el responsable de olores y sabores desagradables en la carne.

La Figura 2.12., presenta la estructura quimica de uno de los productos de oxidacién secundaria
de los AG més importante, el malondialdehido (MDA). Este dialdehido se utiliza como indicador
en un gran numero de técnicas analiticas, ya que su concentracion permite estimar el nivel de
oxidacion de los alimentos y tejidos.
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Figura 2.12. Estructura del Malondialdehido (MDA)

Los procesados térmicos de los alimentos son procesos complejos que involucran varias
reacciones que afectan tanto a los triglicéridos (componente principal) como a la fraccion
insaponificable (esteroles, tocoferoles, caroteno y otros pigmentos) de las grasas. Estas
reacciones generan un gran numero de compuestos que se agrupan segun la reaccion que los
originan, como se presenta en la Tabla 2.7. La formacién de dimeros y polimeros depende del
tipo de aceite, la temperatura de freido, o el numero de freidos y aumentara proporcionalmente al
aumento de estos dos ultimos factores. Un aceite rico en acido linoleico es mas fécilmente
polimerizado que uno rico en &cido oleico (Choe y Min, 2007; Gonzales-Mufioz et al., 1998;
Gonzales-Mufioz et al., 2003)

Tabla 2.7. Productos de la oxidacién térmica de las grasas de freiduria

Reaccion de oxidacion: Hidrolisis de triglicéridos:
Componentes fijos de oxidacion (Triglicéridos oxidados, | Acidos grasos libres
epoxidos, etc.) Diglicéridos

Componentes volatiles (hexanal, nonanal y 2,4- | Monoglicéridos

decadienal entre otros). Polimerizacion de triglicéridos:
Oligbmeros oxidados Dimeros no polares
Oxidos de esteroles Otros oligémeros no polares

Adaptado de Boatella y Codony (2000)

Determinacion del Nivel de Oxidacion.- Determinaciones post-mortem documentan
ampliamente el efecto de la adicion de grasas poliinsaturadas susceptibles a la oxidacion, y la
suplementacion de antioxidantes, sobre los niveles de oxidacion en la carne de pollo y huevos
(Bou et al., 2006; Cortinas et al., 2004; Galobart, 2000; Galobart et al., 2001; Grau et al., 2001;
Lin et al., 1989b; Maraschiello et al., 1999; Robey y Shermer, 1994; Ruiz et al., 1999; Villaverde
etal., 2004; Villaverde, 2005; Wang et al., 1997).
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Ademas y desde esta perspectiva, es importante conocer el estado oxidativo in vivo para
determinar cual es la evolucion que puede seguir este fendomeno en el animal y como puede
afectar a su salud ademas de sus implicaciones a nivel productivo.

Una alternativa interesante es la determinacion de indicadores o productos de oxidacion en
sangre o plasma, ya que permite evaluar el estado oxidativo del animal sin necesidad de
sacrificio previo. Algunas de estas determinaciones se basan en la actividad de enzimas de
defensa oxidativa del organismo como la glutation peroxidasa (Smith et al., 1988). Otras
determinaciones como la tasa de hemolisis o la determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARs) tienen a los eritrocitos como objeto de anélisis.

La tasa de hemolisis permite determinar la resistencia de la membrana de los eritrocitos ante
cambios osmoticos del medio. Es un buen indicador de oxidacion, ya que proporciona
informacién a cerca del grado de oxidacion de los lipidos que componen la membrana celular
(Bureau et al., 2005; Chin Sou Fei, 1995; Choque-Lépez et al., 2006; Falcione et al., 1987;
Fuhrmann et al., 1994; Gradinski-Vrbanac et al., 2002; Keller et al., 2004; Moriguchi et al., 2001;
Schiavone et al., 2005; Spiteller, 2003). Los agentes oxidantes o radicales libres inician un
proceso de oxidacion que afecta a los lipidos de la membrana y como consecuencia, la
membrana celular pierde elasticidad y se hace mas fragil a cambios del medio, entre ellos el
choque osmético por diferencia del gradiente de concentracion, lo que da lugar a una pérdida de
resistencia frente al medio extracelular (Fernandes et al., 1991; Moriguchi et al., 2001; Novak et
al., 1990; Smith et al., 1988).

La formacién de productos de oxidacion secundaria reactivos al &cido tiobarbiturico (TBARS),
como el malondialdehido (MDA), es otro indicador, probablemente més fiable que el anterior.
Esta determinacion se realiza sobre todo en tejido muscular aunque también es empleada en
sangre, tanto en plasma como en los eritrocitos (Beuge y Aust, 1987; Choque-Lopez et al., 2005;
Engberg et al., 1996; Grau et al., 2000). Su empleo es muy extendido en ensayos de oxidacion
en seres humanos y animales de compaiiia, también en ratas (Draper et al., 1993; Engberg et
al., 1996; Erba et al., 2003; Ho et al., 2003; Hong et al., 2000; Kagmaz et al., 1997).

La determinacién de TBARs se diferencia de la tasa de hemdlisis en que refleja de manera
cuantitativa la concentracion de productos de oxidacién secundaria. En cambio la tasa de
hemdlisis es una medida cualitativa que nos indica la ruptura de la membrana y la consiguiente
liberacién de hemoglobina.
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La dieta como fuente de exposicion

Al igual que para los AGT, la ingestion de alimentos constituye el mayor riesgo de exposicion a
los productos de oxidacion generados durante el procesamiento industrial, térmico o de
almacenamiento de las grasas. El interés de la comunidad cientifica se centra en la posibilidad
de que estos productos alterados estén relacionados con la generacién de patologias y en el
caso de los animales domésticos, que tengan una influencia negativa en sus rendimientos
productivos o su transferencia en los productos finales.

Se han obtenido resultados contradictorios relativos al efecto de la utilizacién de grasa oxidada
sobre los parametros productivos y estado de salud de diferentes especies productivas, y en
concreto en pollos de carne. En el trabajo de Oertel y Hartfiel (1982) no se observaron
diferencias entre el consumo de alimento, la ganancia de peso y la eficiencia en conversion
alimenticia entre pollos alimentados con una dieta que contenia 7 % de aceite de soja oxidado y
los que consumian el aceite de soja sin oxidar. Resultados similares fueron obtenidos por
Galobart et al. (2001) en gallinas ponedoras y por Liu y Huang (1996) en ratas. Otros autores
han demostrado que los piensos suplementados con grasas oxidadas tienen un mayor riesgo de
enranciamiento lipidico, y por lo tanto, una pérdida del valor nutritivo. Como consecuencia se
produce el efecto negativo observado sobre el consumo y la digestibilidad de los nutrientes
(Dibner et al., 1996; Eder et al., 2003; Keller et al., 2004; Lin et al., 1989b; Sheehy et al., 1994;
Sheehy et al., 1993).

A pesar de que no se tienen muchas referencias del efecto de lipidos oxidados en la dieta sobre
la morfologia intestinal, algunos autores han observado una disminucion de la vida media de los
enterocitos y cambios en la tasa de captacién de nutrientes por células epiteliales, debido
posiblemente a los componentes toxicos de la grasa oxidada, entre ellos productos secundarios
de oxidacion como aldehidos y cetonas (Chin Sou Fei, 1995; Dibner et al., 1996) .

El empleo de lipidos oxidados en la alimentacion de las aves también podria estar relacionado
con la proliferacion de microorganismos patogenos (Clostridum perfringens, Salmonella spp,
Campylobacter spp 6 E. coli) o la infestacion de parasitos, sobre todo del género Eimeria (Collier
etal., 2003). Asi mismo se ha descrito la interaccion de antioxidantes como la vitamina E, que se
traduce en un aumento en los conteos de oocistos de Eimeria por gramo de excreta. En este
caso, el mecanismo no esta claramente definido, sin embargo, el efecto antioxidante de la
vitamina, que actia como un inhibidor de estrés oxidativo en el animal, aparentemente también
podria darse en el parasito (Allen et al., 1996; Allen y Fetterer, 2002; Choque-Lépez et al., 2006).

[5]




Revision Bibliografica

Cinética y metabolismo

La informaciéon sobre la digestibilidad y absorcion de las grasas de freiduria es muy
controvertida. Existe la concepcion general de que la digestibilidad decrece cuando se consumen
dietas que contienen grasas oxidadas (residuo de freiduria). Algunos trabajos en los que se
emplearon grasas termooxidadas no reportaron importantes cambios, aparentemente los lipidos
oxidados son hidrolizados por los enzimas pancreaticos (lipasa pancreatica) en igual magnitud
que los lipidos sin oxidacion previa. Otros estudios reportan una disminucion de monoglicéridos y
acidos grasos libres en el lumen intestinal como consecuencia de la baja actividad de la lipasa
pancredtica cuando los aceites utilizados contenian mayor concentracion de oligémeros (dimeros
y polimeros de triglicéridos) en la fraccidn polar. A pesar de todo, los datos correspondientes a la
digestibilidad de dichos oligomeros son aun confusos (Gonzales-Mufioz et al., 1998; Sanchez-
Muniz et al., 1999).

Hidroperdxidos lipidicos y productos de oxidacién secundaria pueden ser absorbidos en el
intestino delgado; mas aun, los triglicéridos parcialmente oxidados que contienen al menos una
funcidn oxigenada son absorbidos rapidamente y pueden catalizar reacciones de peroxidacion in
vivo, que podrian ocasionar cambios en los carbohidratos hepéticos o estar acompafados de
una reduccion en la concentracion de antioxidantes plasmaticos o tisulares (como el a-tocoferol
en el tejido muscular), reduciendo la estabilidad oxidativa de la canal (Dibner et al., 1996; Sheehy
et al., 1993). Ademas, la ingestion de grasas oxidadas puede favorecer el estrés oxidativo, ya
que una vez absorbidas, se incorporan a los fosfolipidos de la membrana de las células,
alterando la fluidez de la misma (Turek et al., 2003).

Una vez absorbidos, pueden ser incorporados dentro de los quilomicrones (portomicrones en el
caso de las aves) y llegar al higado a través de la circulacion portal, esterificandose en complejos
lipidicos que se incorporaran a las lipoproteinas. De esta manera, generan LDL (low densitity
lipoprotein) oxidativamente modificadas e ingresan en el metabolismo lipidico. Se ha
comprobado la relacion entre estas moléculas LDL oxidadas y la generacidon de problemas de
salud cardiovasculares (Eder et al., 2003; Penumetcha et al., 2000; Staprans et al., 1996).
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Toxicidad y patologia asociada

La oxidacion de las grasas provoca una reduccion de su valor nutritivo, debido a la destruccion
de AGPI, vitaminas liposolubles y aminoécidos. Su toxicidad estd asociada a la capacidad de
generar compuestos de oxidacion, los cuales una vez ingeridos pueden depositarse en los
tejidos y ser responsables de la aparicion de diversas patologias descritas principalmente en
humanos.

Hay evidencias de que el consumo de lipidos oxidados en distintas especies animales tiene
implicaciones en la respuesta inmune. Una severa oxidacién de los lipidos dietéticos puede
causar deficiencia de antioxidantes y en concreto de vitamina E (Liu y Huang, 1996; Sheehy et
al., 1993), generando severos cuadros de encefalomalacia (Lin et al., 1989a; Wang et al., 1997)
e inmunoincompetencia (Turek et al., 2003). Esto incluye una reducida proliferaciéon de linfocitos
y una reducida actividad de la superdxido dismutasa en los macrofagos. Se ha visto ademéas un
aumento de leucocitos de respuesta inflamatoria, asociado a este proceso (Dibner et al., 1988;
Robey y Shermer, 1994).

La superoxido dismutasa participa en el mecanismo de respuesta celular en la prevencion de
estrés oxidativo y se ve disminuida en los macréfagos, en estados de deficiencia de vitamina E.
Staprans et al. (1993) sugieren una mayor captacion de peroxidos por los macrofagos (lo que
explicaria la disminucién de superdxido dismutasa), que se traduce en un aumento en la
formacion de células espumosas (macréfagos que acumulan lipidos, principalmente colesterol);
este fendmeno incrementa la citotoxicidad de células endoteliales, provocando a su vez dafo
endotelial. Ambos fenémenos, dafio endotelial y acumulacion de lipidos en los macréfagos son
considerados otros de los agentes etiolégicos en la aterogénesis cardiovascular. Adicionalmente,
los perdxidos interfieren en el transporte de las lipoproteinas (como se habia mencionado, con la
formacion de LDL oxidadas), en concreto, en el papel preventivo de las HDL (high densitity
lipoprotein) con respecto a la formacion de las placas ateromatosas.

Algunos trabajos (Mayne, 2003; Turek et al., 2003; Udilova et al., 2003; Venereo, 2002) enfatizan
la actividad carcinogénica de los radicales prooxidantes, interfiriendo en la replicacion celular, a
través de la alteracion en la sintesis de proteinas por dafio a un gen especifico o por
modificaciones oxidativas de las bases constituyentes del material genético (DNA oxidativamente
modificado). Sin embargo, el mecanismo concreto por el cual se produce esta alteracion no esta
firmemente establecido.
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La reduccién del apetito, disminucion de la tasa de crecimiento, diarreas, cambios histolégicos,
artritis, inflamacion intestinal, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades oculares y
deficiencia en la formacion de los huesos en animales en desarrollo pueden ser otros de los
efectos de la ingestidn de lipidos oxidados

2.2.2. CONTAMINACION ORGANICA DE LAS GRASAS

Las dioxinas, los policlorobifenilos (PCBs) asi como los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) han generado una gran preocupacion, debido a su elevada toxicidad y sus propiedades
carcinogénicas. Estos productos son originados principalmente en procesos de combustion o
como residuos de la industria de las pinturas, entre otros. El problema radica, fundamentalmente,
en el hecho de que poseen propiedades lipofilicas, motivo por el cual tienden a asociarse a
sustratos grasos.

2.2.2.1. Dioxinas y Policlorobifenilos

Las dioxinas y los policlorobifenilos (PCBs) han sido objeto de numerosos estudios por su
relacion con la contaminacion ambiental, su efecto negativo sobre la salud y su implicacidn en
diversas alertas alimentarias. Entre ellas destacar las ocurridas en Yusho (Japén) en 1968 donde
se detectaron niveles de contaminacion en leche materna, en la guerra de Vietnam en los afios
70 como consecuencia del uso del herbicida denominado “agente naranja’, en Seveso (ltalia) en
1976, el conocido incidente de los pollos belgas del afio 1999 o el reciente envenenamiento del
presidente de Ucrania Viktor Yushchenko ocurrido en el afio 2004 (Schecter et al., 2006). La
importancia de estos contaminantes queda patente en diversas revisiones y pruebas
experimentales (Anton y Lizaso, 2001; Bernard et al., 1999; Bernard et al., 2002; De Vries et al.,
2006; Gallego et al., 2005; Gorrachategui, 2001; Guitart, 2002; Moser y McLachlan, 1999;
Sapkota et al., 2007; SCAN, 2000; Schecter et al., 1998; Schmid et al., 2002; Tard et al., 2007).
Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre dioxinas y PCBs estan enfocados a la salud
humana y/o al efecto sobre la salud de animales silvestres o acuaticos. La informacion
relacionada con el efecto sobre animales de granja todavia es escasa.

El término dioxina engloba una gran variedad de compuestos quimicos, de diferente potencial
toxico, 135 congéneres de los policlorodibenzofuranos (PCDFs) y 75 congéneres de las dibenzo-
p-dioxinas policloradas (PCDD). Entre estos compuestos 17 son considerados toxicos para el
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hombre; la 2, 3, 7, 8-tetracloro-dibenzo-p-dioxina, conocida también como “dioxina de Seveso”,
es la més peligrosa y se considera como la sustancia mas toxica producida por el hombre.

De los 209 congéneres de los policlorobifenilos (PCBs), 12 presentan propiedades tdxicas
similares a las dioxinas y reciben el nombre de compuestos coplanares o anélogos a las dioxinas
(dioxin-like compounds).

Las dioxinas (PCDDs/Fs) y PCBs son compuestos quimicos de toxicidad variable y se
caracterizan por estar constituidos de una base organica asociada a atomos de cloro. Se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y permanecen estables a la degradacion
por mucho tiempo, razén por la cual se las clasifica dentro de los contaminantes organicos
persistentes (persistent organic pollutants, POPs). Ademas deben incluirse otros compuestos
analogos a los mencionados pero que, en lugar de cloro, llevan bromo (polibromados), aunque
su actividad toxica puede ser menor.

Legislacion.- A pesar de la relativamente extensa lista de procesos que pueden originar
dioxinas y PCBs, el riesgo de contaminacion por estos agentes para el hombre estd sujeto
principalmente a la ingestién de alimentos de origen animal. La prevencion de la contaminacion
de los alimentos es el objetivo principal al momento de definir politicas regulatorias de la emision
de estas sustancias toxicas y de su contenido en los alimentos destinados a la alimentacion tanto
humana como animal.

Las alertas alimentarias provocadas por este grupo de contaminantes han hecho que las
autoridades sanitarias establezcan normas regulatorias destinadas a evitar problemas de salud
no solo en las personas, sino también en los animales que se vean expuestos a su actividad
toxica. Al respecto de la ingestion de dioxinas, el Diario Oficial de la Unién Europea ha publicado,
en febrero del afio 2006, un reglamento (Reglamento (CE) N° 199/2006, 2006) en el que se fijan
los contenidos maximos de contaminantes (dioxinas y PCBs) en productos alimentarios de
consumo humano. La Tabla 2.8., recoge los puntos mas importantes de esta publicacion.

En el caso de productos destinados a la alimentacién de los animales, también el afio 2006 ha
sido publicada la Directiva 2006/13/CE (2006), que establece los limites permitidos, en cuanto al
nivel de contaminacion de dioxinas y PCBs de las diferentes materias utilizadas en la
preparacion de los piensos animales. Los aspectos mas importantes de esta directiva se
presentan en la Tabla 1., del apartado de anexos (Anexo 1).
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Tabla 2.8. «Seccion 5. Dioxinas.- Suma de policlorodibenzo-para-dioxinas (PCDD), policlorodibenzofuranos (PCDF) y
policlorobifenilos (PCB) expresada en equivalentes toxicos de la Organizacién Mundial de la Salud (EQT-WHO), utilizando

los factores de equivalencia de toxicidad de la misma organizacién (Reglamento (CE) N° 199/2006, 2006)

Productos alimenticios Contenido maximo Contenido maximo
Suma de dioxinas y furanos Suma de diox., furanos y PCBs
(EQT PCDD/F-WHO) () (EQT PCDD/F+PCBs-WHO) (*)

Carne y productos carnicos (**)

0 De rumiantes (bovinos y ovinos) 3,0 pg/g grasa (***) 4,5 pg/g grasa (***)

0 De aves de corral y caza de cria 2,0 pgl/g grasa (***) 4,0 pg/g grasa (***)

0 De porcino 1,0 pg/g grasa (***) 1,5 pg/g grasa (***
Higado y productos derivados procedentes | 6,0 pg/g grasa (***) 12,0 pg/g grasa (***)
de animales terrestres
Carne de pescado y productos de la pesca | 4,0 pg/g peso en fresco 8,0 pg/g peso en fresco
y sus productos derivados, excepto la
anguila(****), (*****)

o Carme de anguila (Anguilla | 4,0 pg/g peso en fresco 12,0 pg/g peso en fresco

anguilla) y sus productos

Leche (******) y productos lacteos, incluida | 3,0 pg/g grasa (***) 6,0 pg/g grasa (***)
la grasa de mantequilla
Huevos de gallina y ovoproductos (*******) | 3,0 pg/g grasa (***) 6,0 pg/g grasa (***)
Materias grasas de origen animal

0 De rumiantes 3,0 pg/g grasa 4,5 pglg grasa

0 De aves de corral y caza de cria 2,0 pg/g grasa 4,0 pg/g grasa

o De porcino 1,0 pg/g grasa 1,5 pg/g grasa

0 Mezcla de grasas de origen animal | 2,0 pg/g grasa 3,0 pg/g grasa
Materias grasas de origen vegetal 0,75 pglg grasa 1,5 pg/g grasa
Aceite marino (aceite de pescado, aceite | 2,0 pg/g grasa 10,0 pg/g grasa
de higado de pescado y aceites
procedentes de otros organismos marinos
destinados al consumo humano

)
*)

dkk

(****)

Fhkkk

(******)

Concentraciones maximas: las concentraciones del limite superior se calculan dando por sentado que todos los valores de los diferentes
congeéneres por debajo del limite de deteccion son iguales a este limite

Carne de bovino, ovino, porcino, aves de corral y caza de cria conforme a la definicion del anexo | del Reglamento (CE) n° 853/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo (DO L 139 de 30.4.2004, p. 22), excluidos los despojos no comestibles definidos en el mencionado
anexo.

Los contenidos méximos no se aplican a los productos alimenticios con un contenido < 1 % de grasa.

Carne de pescado y productos de la pesca tal como se definen en las categorias a), b), c), €) y f) de la lista del articulo 1 del
Reglamento (CE) n° 104/2000 del Consejo (DO L 17 de 21.1.2000, p. 22. Reglamento modificado por el acta de adhesion de 2003). Los
contenidos méaximos se aplican a los crustaceos, excluida la carne oscura de cangrejo, asi como la carne de la cabeza y el térax de la
langosta y de crustaceos similares de gran tamafio (Nephropidae y Palinuridae) y los cefalépodos sin visceras.

Si el pez esta destinado a ser consumido entero, el contenido maximo se aplicara al pez entero.

Leche (leche cruda, leche para la fabricacion de productos lacteos y leche tratada térmicamente) tal como se define en el anexo | del
Reglamento (CE) n® 853/2004.

(*******) Huevos de gallina y ovoproductos tal como se definen en el anexo | del Reglamento (CE) n° 853/2004.».

Estructura quimica y composicion

Su estructura basica la constituyen dos anillos aromaticos, unidos por &tomos de oxigeno. A su

vez, la presencia del oxigeno determinard a que tipo de contaminante corresponde cada

estructura. En otras palabras, la presencia de dos atomos de oxigeno es caracteristica de las
PCDD (Figura 2.13.A), un atomo de oxigeno distingue a los PCDF (Figura 2.13.B.) y la ausencia
de oxigeno a los PCBs (Figura 2.13.C)
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Figura 2.13. Estructura quimica de las principales dioxinas, dibenzofuranos y PCBs

Como puede apreciarse en la Figura 2.13., los hidrégenos que saturan las diferentes posiciones
de los anillos aromaticos pueden ser reemplazados por atomos de cloro. De esta manera, en el
caso de las dioxinas (PCDDs y PCDFs), el numero méaximo de atomos de cloro de su estructura
es de 8 y en el caso de los PCBs es de 10. Las estructuras quimicas en las que el hidrogeno es
reemplazado por 4 a 6 atomos de cloro son las que tienen mayor actividad toxica.

Las PCDDs son simétricas tanto en el plano horizontal como en el vertical, por lo que su
configuracion se vera afectada tanto por el nimero de cloros como por su posicion. Por este
motivo, los productos de las diferentes cloraciones posibles no pueden denominarse “isdmeros”
propiamente dichos (en un isomero puede cambiar la posicion pero no la cantidad). Los
diferentes PCDDs existentes se denominan “congéneres’. La tabla 2.9., presenta las posibles
combinaciones en las que los atomos de cloro reemplazan a los de hidrogeno.

[+]



Revision Bibliografica

Tabla 2.9. Posibles congéneres de dioxinas y PCBs, segun el n° de dtomos de Cl

N° de Cloros Isémeros Isémeros Isémeros
PCDD PCDF PCBs

1 2 4 3

2 10 16 12
3 14 28 24
4 22 38 42
5 14 28 46
6 10 16 42
7 2 4 24
8 1 1 12
9 - - 3

10 - - 1

Total congéneres 75 135 209

Adaptado de Guitart (2002)

Origen y persistencia en el medio ambiente

Las dioxinas no tienen utilidad para el hombre, a diferencia de los PCBs que se han utilizado en
la industria de las pinturas y plasticos. No obstante, se generan grandes cantidades (directa o
indirectamente) de estos compuestos en diversos procesos industriales que implican cloro,
carbono y calor. De igual manera, los procesos naturales como las erupciones volcanicas,
pueden generar también dioxinas asi como otros compuestos policiclicos. La tabla 2.10.,

presenta las fuentes de generacion de dioxinas.

Tabla 2.10. Fuentes de generacion de dioxinas

Procesos industriales y quimicos

Industria quimica

Industria del papel y de la pulpa del papel
Fabricacion de PVC

Industria del asfalto y del cemento

Industrias metalUrgica y siderdrgica
Combustion de combustibles fosiles

Estufas y hornos de lefia, y calefacciones
Incendios de automotores, edificios y rellenos

Cenizas de hornos, calderas, efc.

Procesos naturales
Erupciones volcanicas
Incendios forestales o de otra biomasa

Reacciones enzimaticas y fotoliticas

Antisépticos

Procesos de combustion

Incineracién de residuos industriales
Incineracién de residuos hospitalarios
Incineracién de residuos sélidos urbanos
Fuentes de combustiéon doméstica
Tréfico vehicular

Nafta con plomo

Fuel-oil de baja calidad

Reciclaje y fundicién de aluminio y acero
Pesticidas (insecticidas, herbicidas,...)
Plantas de desguace de vehiculos

Combustiones de cigarrillos

Conservadores de madera y Compost

Adaptado de Gallego et al. (2005)
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Su marcado caracter lipofilico y persistencia en el medio ambiente, asi como una elevada vida
media en los tejidos animales, hace que las dioxinas y PCBs manifiesten tendencia a la
acumulacion, conforme pasan de un individuo a otro de la cadena trofica. La figura 2.14.,
presenta como se lleva a cabo este proceso en el que la concentracidn aumenta
desproporcionadamente sin que ello dependa necesariamente del grado de contaminacion
ambiental. Este fendmeno se conoce como bioacumulacion o biomagnificacion.

Aves y mamiferos marinos: N /
14-1500 ng PCB/g lipidos S 4
Peces: 70 ng PCB/g lipidos ﬁf{f‘
Zooplancton: 3 ng PCB/g lipidos R S

] |
1

Figura 2.14. Biomagnificacién de la concentracion de dioxinas en la cadena tréfica (Diaz, 2007)

La vida media de las dioxinas en el organismo vivo es variable de acuerdo a la especie. Asi por
ejemplo, la vida media de la 2, 3, 7, 8-TCDD se estima entre 5,1 y 11,3 afios en el hombre, en
tanto que en roedores es usualmente de 2 a 4 semanas 0 de 6 a 8 semanas en primates no
humanos (Gorrachategui, 2001; Schecter et al., 2006).

Fuentes de exposicion

Una vez originadas por cualquiera de los procesos mencionados lineas arriba, las dioxinas y
PCBs presentan una amplia distribucion en el medio ambiente y pueden contaminar un sin fin de
eslabones de la cadena trofica. Las Figuras 2.15., y 2.16., muestran las posibles vias de entrada
de las dioxinas en la cadena alimentaria. A partir de la fuente de contaminacién, son emitidas en
forma de gas y se transportan en el aire y el agua, depositdndose en el suelo y los sedimentos.
De esta manera, pueden llegar a los vegetales comestibles o la hierba destinada al ganado (en
zonas contaminadas el heno puede llegar a poseer hasta 50 pg de dioxinas/g de materia seca),
ingresando en la cadena agro-alimentaria o incorporandose al lecho marino.
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Figura 2.15. Posibilidades de entada de las dioxinas en la cadena alimentaria
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Figura 2.16. Vias de contaminacion en las cadenas tréficas humana y animal.

Otra via de entrada es la eliminacion fraudulenta de sustancias contaminadas a través de
vertidos incontrolados o su incorrecta adicion en piensos para animales, como se ha visto en el
incidente de los pollos belgas. Una mayor informacion acerca de este suceso se encuentra en el
trabajo elaborado por Bernard et al. (2002).

Los animales ingieren proporciones variable de dioxinas provenientes principalmente de los
pastos contaminados 0 de piensos que hayan sido expuestos a los contaminantes, que se
acumulan en el tejido graso o bien son vehiculados a través de la leche o los huevos. Asi por
ejemplo, en un estudio realizado en Francia, bovinos de leche que pastan en sitios alejados de
actividad industrial manifestaron niveles “habituales” de 1 ng de dioxinas/kg de grasa, en tanto
que bovinos que pastan cerca de areas industriales generadoras de dioxinas alcanzaron niveles
alarmantes de hasta 15-30 mg de dioxinas/g de grasa (Gallego et al., 2005). Por otro lado, el
contenido de dioxinas en huevos alcanzé niveles experimentales de hasta 305 ng/kg de grasa,
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concentrandose en la yema de huevo (Pirard y De Pauw, 2005), en tanto que a nivel comercial
se encontraron huevos con hasta 150 ng/kg de grasa (Gorrachategui, 2001).

En determinaciones realizadas por Abalos et al. (2007. Comunicacion personal) en el marco del
proyecto Feeding Fats Safety, el tejido muscular de pollos y conejos alimentados con piensos
contaminados con dioxinas y PCBs alcanzo niveles totales de 16,71 pg WHO-TEQ PCDD/Fs +
DL-PCBs/g de grasa y de 3,54 pg WHO-TEQ PCDD/Fs + DL-PCBs/g de grasa, respectivamente
para cada especie. De este total, 0,407 pg/g de grasa correspondian al 2,3,7,8-TCDD en el caso
de los pollos y 0,115 pg/g de grasa en el caso de los conejos. Los piensos fueron elaborados
afadiendo aceite de pescado comercial contaminado. Estos datos ain no han sido publicados,
sin embargo, los autores concluyen que las muestras de tejido muscular de los pollos podrian
exceder el nivel méaximo de 4 pg WHO-TEQ PCDD/Fs + DL-PCBs/g de grasa, establecido por la
Comision de la Union Europea (Directiva 2006/13/CE, 2006).

Los lechos marinos contaminados influyen negativamente sobre los seres vivos que componen
su cadena trofica. De esta manera (tal como se muestra en la figura 2.16.), tanto el fitoplancton
como el zooplancton contaminan a los peces u organismos marinos que los consumen (Bell et
al., 2006), muchos de los cuales son especies incluidas en la cadena alimentaria humana. Existe
un gran riesgo de exposicion a partir de peces u otras especies marinas, principalmente en
paises en los que el consumo de productos marinos constituye gran parte de su dieta.

Cinética y metabolismo

Las dioxinas y PCBs pueden ingresar en el organismo a través de la piel (absorcion cuténea),
por via respiratoria (inhalacion en forma de gases) o por via digestiva, asociadas a moléculas
grasas, siendo esta la principal via de entrada. La ingestion de dioxinas a través del alimento
constituye entre el 80 y el 95 % de la incorporacion total en el ser humano, en tanto que la
exposicion como consecuencia de inhalaciones o el contacto con la piel es menor a 10 %
(Gorrachategui, 2001; Tard et al., 2007) y no se ha demostrado que representen un riesgo
potencial. Hay evidencias que sugieren una mayor exposicion a las dioxinas en personas que
viven en paises mas industrializados (Schecter et al., 2006).

Tras la ingestion, las dioxinas y PCBs presentan poca o nula digestion en el tracto
gastrointestinal esto se basa en el hecho de que poseen una elevada estabilidad quimica, que
las constituye en un mal sustrato para los enzimas digestivos.
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PCDDs y PCDFs cuyos atomos de hidrogeno fueron sustituidos por atomos de cloro en las
posiciones 2, 3, 7, y 8 son los compuestos que se absorben con mayor facilidad, por eso son
potencialmente tdxicos. Como se habia mencionado, generalmente ingresan en el tracto
digestivo asociados a moléculas de lipidos. Sin embargo es posible encontrar moléculas de
estas sustancias libres en la suspension digestiva y que son absorbidos por difusién pasiva.

La absorcion decrece conforme aumenta el numero de atomos de cloro de la molécula
contaminante. Se asume que el paso de componentes hidrofébicos a través de las paredes
intestinales podria estar limitado predominantemente por el tamafio molecular y la solubilidad en
agua. Esto confirmaria el hecho de que la absorcion de PCDDs y PCDFs disminuya segun el
tamanio de la molécula, ya que la solubilidad de las mismas también decrece conforme el tamafio
molecular aumenta (Gorrachategui, 2001; Pirard y De Pauw, 2005).

Las dioxinas y PCBs que han sido absorbidos ingresan en el metabolismo lipidico
incorporandose a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Atraviesan facilmente las
barreras bioldgicas y pueden depositarse en los tejidos grasos en una proporcion de entre 7 y el
54 %, en el higado aproximadamente 1 %. Una vez acumulados en el animal, cualquier actividad
fisiolégica como la lactacién o gestacion movilizara estas reservas de dioxinas, lo que explica las
elevadas tasas de contaminacion en leche y derivados lacteos. Sin embargo, una vez controlada
la exposicion la concentracion de dioxinas en la leche desciende en unos meses

Pueden también atravesar la placenta, en cuyo caso se acumularan en los embriones, no
obstante eso dependeréd del grado de engrasamiento de los mismos. Por otro lado, también
pueden acumularse en la yema del huevo en una proporcion superior al 25 % cuando las gallinas
ponedoras son expuestas al contaminante (De Vries et al., 2006). En este sentido, se ha
observado una elevada mortalidad (del orden del 80 %) en embriones en huevos fértiles
expuestos a elevados niveles de estos contaminantes (De Vries et al., 2006; Gallego et al.,
2005).

Por otro lado, hay evidencias que sugieren la relacién de las dioxinas con proteinas celulares
llamadas receptores celulares de hidrocarburos aromaticos (aryl hydrocarbon receptor, AhR).
Las dioxinas y PCBs pueden intervenir en la activacion de estos receptores. Las AhR son
ligandos (elementos de unidn) intracelulares que se asocian al DNA como factores de
transmision, y estan involucrados en la regulacion de la expresion de un gran nimero de genes.
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La activacion del receptor puede afectar a genes que codifican la sintesis de enzimas como
citocromo oxigenasas o glutatién transferasas. A su vez, las formas activas de las AhR también
interactian con ofras proteinas reguladoras tales como quinasas celulares y proteinas
involucradas en la apoptosis celular. Adicionalmente, su accién podria estar relacionada con la
regulacion de proteinas durante el desarrollo somatico y la homeostasis (Gorrachategui, 2001;
Schecter et al., 2006).

Una parte de las dioxinas que ingresan en el organismo son excretadas a través de las heces u
orina. Se ha comprobado que las dioxinas presentes en las heces se caracterizan por presentar
un elevado numero de atomos de cloro, mas de 7 atomos de cloro, lo que reforzaria la hipotesis
de la mala absorcion de dioxinas con altos pesos moleculares. La concentracion de dioxinas en
las excretas de aves sugiere la existencia de una elevada tasa de eliminacién que aumenta entre
las 2 y las 5 semanas de exposicion, periodo en el cual parece estabilizarse con tasas de
eliminacién de dioxinas (300-350 pg TEQ PCDD-PCDFs/g) relativamente homogéneas hasta las
10 semanas (Pirard y De Pauw, 2005). Aparentemente hay una estabilizacion en la excrecion de
dioxinas conforme avanza el tiempo de exposicion.
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Figura 2.17. Concentracion de la suma de 2, 3, 7, 8-PCDD/F congéneres, en base a la materia fresca (wet weight

basis), encontrada en la excreta de aves durante el periodo de exposicién de 12 semanas (Pirard y De Pauw, 2005).

Toxicidad

Como se habia mencionado, la 2, 3, 7, 8-TCDD es la dioxina mas tdxica, razén por la cual sirve
de referencia al momento de evaluar el potencial toxico de estas sustancias. Para ello se ha
establecido una unidad de medida, el TEF (Toxic Equivalency Factor), que asigna
arbitrariamente a esta dioxina el valor de 1, como valor de méxima toxicidad. A partir de esta
medida se considera la equivalencia tdxica de dioxinas y PCBs, en comparacién con ella. La
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Tabla 2.11., presenta los factores de toxicidad relativa establecida para dioxinas, dibenzofuranos
y PCBs por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), que se utiliza corrientemente para medir
la magnitud de la intoxicacion o presencia de dioxinas y PCBs.

Tabla 2.11. Factores de equivalencia téxica (TEFs), establecidos
por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO)

WHO TEF
[Moxins 2,37 E-Tetra-CLI D |
1.2,3,7 B-Penta-C 1D 1
1.2.3 4.7 S-Hexa-C 1D il
1,236 7 S-Hexa-CL D i1
1,237 8 S9-Hexa-C 1D il
1,23 46,7 -Hepa-CLID .01
CHCEMD L]
[Mbenzofurans 2,317 8-Tetra-CDF 0.1
1.2,3,7 8-Penta-CLDE .03
23147 B-Penta-CDE L]
1.2.3 4.7 ¥-Hexa-CIDVF il
1.2,3 6,7 8-Hexa-CDVE il
1,237 % 9 Hexa U DF i1
23467 S-HexaIDF il
1,23 46,7 -Hepa-CDE .1
1,2,347 K 49-Hepta-CHDE .01
CCIDE (KK ]
Coplanar PCHs 1Y 44-TCH {77} L]
344 5-TCH (K1) LK
IF AN 5PelB(126) il
1Y 44 5 ¥ Hx(CH {1649 {001
Mono-ariha-PCBs 23X 44 -PelCB(105) LK
2344 5PeCB (114) (LK) S
X 44 5PCB (1Y) LOCCCHD
Y344 5Pel’B(123) LK
233 44 5-HoCB (156) (LMK 5
233 AL F-HxUB(157) LMK S
2344 5 5 -HxCB (167) LKA
233 44 55 -HpCB (189) XD

(Schecter et al., 2006)

El sumatorio de las concentraciénes de los diferentes congéneres presentes en una muestra
multiplicadas por sus respectivos TEFs constituye el equivalente toxico (TEQ) de la mezcla
analizada. Este valor final refleja el verdadero potencial toxico de la mezcla de dioxinas y PCBs.

Las aves y los peces son mas sensibles a la exposicion de dioxinas que los animales mamiferos.

La dosis letal media (DLso, la dosis suficiente para matar a la mitad de la poblacion, en un
periodo de tiempo determinado) para la 2, 3, 7, 8-TCDD de aves domésticas esté alrededor de
25 a 50 ug/kg de peso vivo (PV), en tanto que los peces tienen una DLso de 2 a 23 ug/kg. PV; la
muerte sobreviene, en ambos casos, en dias (Gorrachategui, 2001; Guitart, 2002).
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Patologia asociada y cancer

La ingestidn de dioxinas esta asociada a un gran numero de manifestaciones patologicas agudas
y crénicas que pueden afectar no sélo a la salud y productividad de los animales sino, lo que es
mas importante a la salud de las personas. La Tabla 2.12., resume las principales
manifestaciones clinicas provocadas por la ingestion de estos compuestos toxicos. La
intoxicacion aguda se traduce en manifestaciones clinicas severas y la muerte de los animales
expuestos en periodos de tiempo relativamente cortos. La intoxicaciéon cronica cursa con
enfermedad, manifestaciones clinicas o subclinicas y teratogénesis, constituyéndose en la forma
mas preocupante por el impacto a largo plazo (Figuras 2.18 y 2.19).

Tabla 2.12. Principales manifestaciones clinicas causadas por las dioxinas en los seres vivos

Teratogénesis Alteraciones hepaticas

Hidronefrosis Induccién enzimética

Paladar hendido Porfiria y otros cambios funcionales
Alteraciones genitourinarias Necrosis de células parenquimales

Cambios degenerativos en los tibulos renales Hipertrofia e hiperplasia parenquimal
Hiperplasia del tracto urinario Alteraciones hematicas

Endometriosis Incremento del colesterol y triglicéridos
Disfunciones eréctiles y de eyaculacion Hipoglicemia

Inmunotoxicidad Cambio en niveles séricos de testosterona
Inmunosupresion Otras

Atrofia timica y de tejidos linfaticos Perdida de peso y anorexia (wasting sindrome)
Alteraciones dérmicas Edema dérmico y general

Cloracné Hiperplasia e hipertrofia del epitelio gastrointestinal
Hirsutismo o alopecia Alteraciones cardiopulmonares y bronquitis
Hiperpigmentacion Polineuropatia y debilidad muscular
Alteraciones en las faneras Deficit sensorial y Carcinogénesis

Adaptado de Gallego et al. (2005), Schecter et al. (2006) y Gorrachategui (2001)

Estudios epidemiolégicos (Anton y Lizaso, 2001; Bruggeman et al., 2007; Gallego et al., 2005;
Schecter et al., 2006) sugieren que la exposicidn accidental a cantidades continuas de dioxinas
puede estar asociada a un incremento en procesos tumorales y cancerigenos. Las patologias
mas comunmente observadas fueron sarcomas de tejido blando, hemopatias malignas y cancer
de higado y vias biliares, ademas de la proliferacion tumoral de células de Sertoli asociadas a
procesos reproductivos.
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Figura 2.19. Efectos de la toxicidad cronica de las dioxinas (alteraciones teratogénicos)

2.2.2.2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Este conjunto de sustancias quimicas es considerado como otro de los POPs (persistent organic
pollutants) de mayor importancia y puede estar asociado a las dioxinas. Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPS) se generan principalmente en procesos de combustion, pudiendo
extenderse ampliamente en el medio ambiente y generar problemas de salud en animales, tanto
silvestres como domésticos, y en las personas expuestas a su potencial contaminante. Diversos
trabajos confirman que los HAPs estan relacionados con la aparicion de patologias crénicas de
tipo cancerigeno y mutagénico (Barranco et al., 2003; Brunstrom et al., 1990; Ciganek et al.,
2002; Ciganek y Neca, 2006; Engwall et al., 1999; SCF, 2002b).

Al igual que las dioxinas, los HAPs han sido objeto de un gran numero de investigaciones y
revisiones, orientadas a evaluar su contribucion en la contaminacion ambiental o la generacion
de patologias en las personas expuestas (Barron et al., 2004; Gfrerer y Lankmayr, 2003; Mdller,
1994; SCF, 2002a; SCF, 2002b; Van Stijn et al., 1996; Villar, 2004). No obstante, hay poca
informacién disponible a cerca del efecto de la contaminacion con HAPs, en concreto sobre su
presencia en materias grasas que se incorporan en el pienso de animales domésticos (dado su
caracter lipofilico) y su posterior transferencia al producto final.

[=]



Revision Bibliografica

Los HAPs son un grupo de hidrocarburos cuyas moléculas contienen dos o mas anillos
aromaticos de 6 atomos de carbono (anillos de benceno en su mayoria) fusionados, lo que da
lugar a un alto grado de insaturacion. Como caracteristica comun presentan baja solubilidad en
agua y una elevada solubilidad en solventes organicos, principalmente de naturaleza lipidica, por
lo que se almacenan en la fraccidn lipidica de los organismos vivos y en los sedimentos.

Legislacion.- En cuanto a la regulacion de los niveles maximos de HAPs en los alimentos,
esta se restringe a un reducido nimero de productos destinados al consumo humano
(Reglamento (CE) N° 1881/2006, 2006) y no existe una legislacion concreta sobre los niveles de
concentracion de PAHs permitidos en ingredientes destinados a la alimentacion animal.

Estructura quimica y composicion

Este grupo de sustancias se clasifican como alternantes y no alternantes. Los HAPs alternantes
tienen Unicamente anillos de 6 atomos de carbono, en tanto que los no alternantes poseen
anillos con un numero diferente de atomos de carbono (5 6 7). Si los anillos estan unidos de
manera lineal, el hidrocarburo es un aceno (por ejemplo antraceno, naftaceno, etc.). Cuando los
anillos estan unidos de manera angular, se emplea la denominacién de feno (por ejemplo
pentafeno).

A pesar de que se han catalogado mas de 100 tipos de HAPs diferentes, 16 son considerados
contaminantes prioritarios. El término hace referencia a compuestos de elevada toxicidad, su
potencial contaminante, la informacion generada al respecto de su actividad y la frecuencia con
la que las personas han sido expuestas a lo largo de la historia. Estos son: naftaleno (Nap),
acenaftileno (Acy), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu), fenantreno (Phe), antraceno (Ant),
flouranteno (Fla), pireno (Py), benzo-a-antraceno (BaA), criseno (Chry), benzo-b-fluoranteno
(BbF), benzo-k-fluoranteno (BkF), benzo-a-pireno (BaP), dibenzo-a,h-antraceno (DBahA), benzo-
g,h,i-perileno (BPE) e indeno1,2,3-cd-pireno (IPY) (Ciganek y Neca, 2006; Villar, 2004).

De este conjunto, el BaP se ha identificado como el mayor agente carcinogénico, genotoxico y/o
mutagénico, ademas de su aparicién frecuente en la mayoria de las fuentes en las que se
producen estos compuestos y de poseer un elevado tiempo de permanencia en el medio
ambiente (vida media en el suelo de 162 dias). Por todo ello, se emplea como elemento de
referencia en diferentes estudios ambientales (Mastandrea et al., 2005). A continuacién se
presenta la estructura quimica de los HAPs mas representativos.

=]



Revision Bibliografica

Benzo-a-pireno (BaP) Naftaleno (Nap)
Acenafteno (Ace) Fenantreno (Phe)

8

Fluoranteno (Fla) Pireno (Py)

Figura 2.20. Estructura quimica de algunos HAPs, mas representativos.

Origen y persistencia en el medio ambiente

Algunos HAPs tienen utilidad industrial, ya que sirven de materia prima para la fabricacion de
colorantes (antraceno), sintesis de farmacos (fenantreno), resinas sintéticas (benzofurano) y
material de revestimiento (fluoranteno). Sin embargo, la gran mayoria de ellos no tiene una clara
utilidad para el hombre, ya que se originan involuntariamente en procesos de combustidn, como
se habia dicho, principalmente en la combustion parcial de materias que contienen carbono e
hidrogeno en su estructura. Asi, pueden tener un origen pirolitico, petrogénico, diagenético, o
provenir de la biosintesis de microorganismos y plantas.
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Los de origen pirolitico incluyen HAPs presentes en el medio ambiente que se forman por la
combustion incompleta de materias organicas, recientes o fésiles, a elevadas temperaturas. La
combustion puede ser de origen natural (incendios de bosques, erupciones volcanicas, etc.) o
antropogénico (uso de combustibles fésiles, incineracién de residuos, sistemas de calefaccion,
emisiones de vehiculos, humo del tabaco, procesos industriales de gasificacion y licuefaccion del
carbdn, cracking del petroleo, etc.).

El origen petrogénico incluye los vertidos (accidentales o intencionados) de petrdleo. En este
caso, se trata de mezclas complejas de miles de sustancias organicas de las cuales los
hidrocarburos son los mas abundantes (representan hasta el 75 % del peso del petréleo). Los
océanos reciben anualmente un 0,25 % de la producciéon mundial de petrdleo, lo que representa
una fuente importante de entrada de HAPs en el medio ambiente.

El proceso geoquimico natural por el cual la materia orgénica se sedimenta se conoce como
diagénesis y consiste en la descarboxilacion, aromatizacion y desfuncionalizacion, que da lugar a
la formacion de ciertos derivados del criseno y el piceno asi como reteno y perileno.

Hay evidencia circunstancial que sugiere que bacterias, hongos y plantas superiores pueden ser
responsables de la biosintesis de sustancias muy parecidas a los HAPs y que contienen en su
estructura atomos de oxigeno, nitrogeno o azufre. Estas sustancias son conocidas como
quinonas policiclicas (pigmentos quindnicos). Los procesos de reduccion de quinonas policiclicas
a hidroquinonas dan lugar a la formacién de HAPs y son caracteristicos de sedimentos de agua
altamente anaerobios y suelos inundados con elevadas concentraciones de perileno.

Los HAPs pueden hallarse casi en todas partes, sea cual fuere su origen; no obstante, la
contribucion a la contaminacion de las fuentes naturales, como incendios forestales o volcanes,
es minima comparada con las emisiones causadas por el ser humano (Mastandrea et al., 2005).

Los HAPs son liberados en forma de gas o son absorbidos por particulas en suspension
presentes en la atmdsfera. En este caso, pueden sufrir cambios en su composicién y manifestar
reacciones quimicas con contaminantes atmosféricos como el dxido de nitrogeno, dxidos de
azufre, acido nitrico, acido sulfurico, ozono y radicales hidroxilo (formando productos de
degradacion mutagénicos como la quinona, fenoles y dihidrodioles). El tiempo necesario para
que se lleven a cabo estas reacciones quimicas es relativamente corto (no mas de 30 dias), y
concluye con la deposicidn o precipitacion de las particulas contaminantes en suelos, plantas o
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materia organica en diversos grados de descomposicion. Una vez en el medio, permanecen en
estado solido a temperatura ambiente, cominmente tienen puntos de fusién y ebullicion
elevados y una muy baja solubilidad en el agua, la cual decrece al aumentar el peso molecular y
tamafio de la particula (Mastandrea et al., 2005). Ademas, son solubles en solventes organicos
(marcada lipoficidad). Por estas razones, la persistencia del compuesto aumenta al aumentar el
tamario de la molécula, asi por ejemplo, la persistencia del naftaleno, de bajo peso molecular, es
menor que la del benzo-a-pireno que es mas persistente y presenta una mayor bioacumulacién.
La vida media del BaP en sistemas acuaticos es superior a 300 semanas en tanto que la del Nap
se reduce a 5.

Fuentes de exposicion

La principal via de exposicion a los HAPs es el aire, especialmente en personas expuestas a
atmdsferas de trabajo de alquitrdn de hulla, trabajo en hornos de combustidn, produccion de
aluminio, la utilizacion del asfalto para pavimentar calles y carreteras (asfalto caliente mezclado
con alquitrén de hulla) y en menor grado la exposicién a la combustion y los gases de escapes
de los vehiculos. Asi por ejemplo, el aire situado en la parte superior de los canales de humos
(en hornos de precipitado del alquitrén) alcanza concentraciones muy altas de hasta 500 mg/m?3
de BaP (Mastandrea et al., 2005). El grado de exposicion basado en los niveles de concentracion
de BaP puede tener tres escalas:

- Exposicion muy alta (>10 mg/m3).
- Exposicién moderada (0,1 a 10 mg/m3).

- Exposicion baja (< 0,1 mg/m3)

De similar importancia es la exposicion por via cutanea, por contacto directo con material
contaminado, la exposicion a humos y el contacto de componentes de algunas cremas o
preparados dérmicos.

En el caso de la via digestiva, solo puede ser considerada de importancia ante la ingestion
accidental del contaminante. Sin embargo, su caracter lipofilico que le permite asociarse a los
depdsitos de grasa de los seres vivos, le confiere un potencial contaminante afiadido,
principalmente en materias grasas (animales o vegetales), utilizadas en la alimentacion tanto
humana como animal.
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Las diferentes fuentes de exposicion se presentan en la Tabla 2.13. Los mayores contaminantes

y las muestras en las que se encontraron muestran la amplia gama de posibilidades a través de

las cuales los HAPs pueden ingresar en los seres vivos.

Tabla 2.13. Hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en diferentes muestras analizadas

HAPs

Muestras analizadas

Naftaleno

Refinerias de petréleo, destilerias de carbén y alquitran
Aguay aire

Alimentos

Humo de tabaco

Leche materna

Acenaftileno

Agua
Derivados del petroleo

Acenafteno

Asfalto
Humo de tabaco
Aguay lodo

Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno, Flouranteno,
Pireno, Benzo-a-antraceno

Combustibles, gases de escape de motores

Humo de tabaco

Vegetales, carne ahumada y asada, pescado y otros alimentos
Aguas, aire, suelo y lodos

Criseno

Aguas

Gases de escape de automéviles

Humo de tabaco

Alimentos

Combustién de carbon y de gases procedentes de la calefaccion a base de
aceites

Benzo-b-fluoranteno

Combustibles, gases de escape de motores

Benzo-k-fluoranteno

Humo de tabaco

Aguas, aire, suelo, lodos

Vegetales, carne ahumada y asada, pescado
Gases de sistemas de calefaccion a base de carbon

Benzo-a-pireno

Combustibles, gases de escape de motores
Humo de tabaco

Vegetales, pescados

Aguas, aire, suelo y lodos

Benzo-a,h-antraceno

Gases de escape de automéviles
Humo de tabaco

Aguas, aire, suelo y lodos
Alimentos y vegetales

Benzo-g,h,i-perileno,
Indeno1,2,3-c,d-pireno

Combustible, gases de escape de motores

Humo de tabaco

Aguas, aire, suelo y lodos

Vegetales, carne ahumada y asada, pescado y otros alimentos

Adaptado de Villar (2004)

Con respecto a la concentracion de HAPs en los piensos de animales, hay poca informacion

disponible. Raszyk et al. (1999), en un estudio realizado en fabricas de pienso de la Republica
Checa, encontraron concentraciones de hasta 752 pg/kg (suma total de 16 HAPs estudiados) de
los cuales el BaP tenia una concentracion media de 11 ug/kg, demostrando la presencia de

HAPs potencialmente cancerigenos en piensos para animales. Muy probablemente, éste sea el

primer trabajo en el que se documenta la concentracion de HAPs en piensos comerciales. Por
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otro lado, la exposicion a los HAPs en el agua, forrajes, piensos concentrados y el aire de
granjas ubicadas en areas contaminadas también ha demostrado la presencia de estos
contaminantes en explotaciones productivas (Ciganek et al., 2002).

Cerdos procedentes de granjas con distintos niveles de exposicion a los contaminantes (area
contaminada del este de Chequia) presentaron diferentes niveles de HAPs en tejido adiposo, u
drganos como rifidn, higado, pulmones, humor vitreo y cristalino oculares, y tejido muscular
(Ciganek y Neca, 2006), segun se muestra en la figura 2.21. Dichos niveles también se
determinaron en igual nimero de 6rganos en bovinos de leche, en este caso las concentraciones
fueron similares en todos ellos.

Organs and tissues

Vitreous
Lens

Concentration (ng/g wet weight)

Adipose tissue
Kidney

F Liver
Muscle tissue
=

-
=
-

PAH

Figura 2.21. Distribucién de PAHs en drganos y tejidos de cerdo: Naftaleno (Nap), acenaftileno (Acy), acenafteno
(Ace), fluoreno (Flu), fenantreno (Phe), antraceno (Ant), flouranteno (Fla), pireno (Py), benzo-a-antraceno (BaA),
criseno (Chry), benzo-b-fluoranteno (BbF), benzo-k-fluoranteno (BkF), benzo-a-pireno (BaP), dibenzo-a,h-antraceno
(DBahA), benzo-g,h,i-perileno (BPE) e indeno1,2,3-cd-pireno (IPY) (Ciganek y Neca, 2006).

En trabajos aun no publicados procedentes del Proyecto Feeding Fats Safety, Devier y Budzinski
(2007. Comunicacion personal) determinaron niveles de concentracién total de HAPs en tejido
muscular y hepatico, procedentes de pollos y conejos, de < 8 ng/g (de los cuales < 0,1 ng/g
corresponden al BaP y < 0,1 ng/g al DBahA). Asimismo, la concentraciéon de HAPs en plasma no
super6 los 16 ng/g y 4 ng/g de HAPs totales en ambas especies, respectivamente. El alimento
proporcionado a estos animales contenia un nivel maximo de 271 ng/g de HAPs totales en el
pienso de los pollos y de 153 ng/g de HAPs totales en el pienso de los conejos. El nivel de
contaminacion con HAPs no modifico el deposito, no detectandose transferencia de estos
contaminantes de la grasa dietaria a los tejidos.
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Cinética y metabolismo

Los HAPs se pueden incorporar por las vias respiratorias, el aparato digestivo y la piel (tal como
se ha sefialado en el apartado fuentes de exposicion). La tasa de absorcién pulmonar depende
del tipo de HAPs y del tamafio y composicién de la particula con la que se asocia. De esta
manera, los HAPs ligados/incorporados a otras particulas inhalados se eliminan de los pulmones
con mayor lentitud que los hidrocarburos libres. En el aparato digestivo se produce una
absorcion rapida, pero los metabolitos vuelven al intestino mediante la excrecidn biliar
(circulacion entero-hepatica). En todo caso, sea cual fuere la via de entrada los HAPs se
distribuyen en casi todos los érganos internos, particularmente en los que son ricos en lipidos.

Cuando una sustancia penetra en el organismo, éste trata de eliminarla solubilizandola. Los
HAPs son poco solubles, por lo que el organismo los transforma en derivados hidrosolubles. Los
compuestos lipofilicos originales se convierten mediante epéxidos intermedios, en fenoles, dioles
y tetroles, que son compuestos hidrosolubles (a través de reacciones de oxidacion, reduccion e
hidrélisis en la que intervienen enzimas como la citocromo P450-CYP). Este proceso provoca en
gran medida una desintoxicacion. No obstante, algunos HAPs sufren una segunda epoxidacion
(activacion metabdlica de los HAPs) a través de la accidn de enzimas como la CYP1A1, CYP1B1
y en menor grado con la CYP1A2. Algunos fenoles son oxidados a quinonas y otros producen
epdxidos secundarios (di-hidrodiolepdxidos), que son los verdaderos agentes cancerigenos que
se unen al DNA (fundamentalmente con guanidina). El grupo -NH de la base nitrogenada del
DNA produce un ataque nucleofilico sobre el epdxido. La unién de este gran hidrocarburo a la
base nitrogenada impide que ésta se acople adecuadamente a la doble hélice del DNA,
impidiendo el establecimiento de puentes de hidrégeno con la base nitrogenada de la hebra
opuesta, lo cual dara lugar a mutaciones. Reacciones semejantes se observan con ofras
macromoléculas como la albumina y la hemoglobina (Mastandrea et al., 2005; SCF, 2002b;
Villar, 2004).

Los metabolitos de los HAPs pueden ser excretados del organismo a través de la orina (como
tioéteres), las heces y la secrecion biliar. En esta Ultima, puede darse un proceso de reabsorcion
ya que los metabolitos ingresan en el ciclo entero-hepatico (SCF, 2002a).
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Toxicidad

El potencial toxico de los HAPs esta relacionado con su capacidad carcinogénica en los
organismos expuestos. A su vez, esta capacidad cancerigena depende de su estructura. Asi, los
HAPs de 4 a 6 anillos bencénicos son los compuestos mas carcinogénicos.

Se tienen referencias de su potencial patdgeno, a partir de un estudio realizado en el afio 1775
sobre la alta incidencia de cancer escrotal en deshollinadores. No obstante, no fue hasta 1930
cuando estas patologias fueron atribuidas al BaP y al DBahA, dando inicio al estudio de estas
sustancias y su efecto negativo sobre los seres vivos (Mastandrea et al., 2005).

A pesar de que el BaP es considerado como término de referencia para medir la toxicidad de los
HAPs, se ha establecido que otros compuestos con el DBahA pueden manifestar una mayor
actividad patogena. Se cree que hay una fuerte actividad carcindégena del BaP en humanos y del
DBahA en animales, aunque esta afirmacion no esta suficientemente documentada. La Tabla
2.14., presenta los valores considerados como factor de toxicidad equivalente para los HAPs
mas estudiados.

Tabla 2.14. Factor de Toxicidad equivalente (TEF) para los HAPs méas conocidos

HAP Factor de toxicidad equivalente
Benzo-a-pireno (BaP) 1,000
Benzo-a-antraceno (BaA) 0,100
Benzo-b-fluoranteno (BbF) 0,100
Benzo-k-fluoranteno (BkF) 0,100
Indeno1,2,3-cd-pireno (IPY) 0,100
Antraceno (Ant) 0,010
Benzo-g,h,i-perileno (BPE) 0,010
Criseno (Chry) 0,010
Acenafteno (Ace) 0,001
Acenaftileno (Acy) 0,001
Fluoranteno (Fla) 0,001
Fluoreno (Flu) 0,001
Fenantreno (Phe) 0,001
Pireno (Py) 0,001
Dibenzo-a,h-antraceno (DBahA) 5,000

Adaptado de Villar (2004)

No todos los HAPs han demostrado tener efectos carcinogénicos, genotdxicos o mutagenos.
Estos efectos se atribuyen a la presencia conjunta de mas de un compuesto de la familia y de
algunos de sus derivados, principalmente los nitroderivados. Los Nitro- HAPs pueden constituir
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cerca de 200 sustancias diferentes, muchas de ellas mutagenicas. El Nitrofluoreno es uno de los

compuestos mas representativos de este grupo (Mastandrea et al., 2005; Moéller, 1994).

Patologia asociada y cancer

Los efectos toxicos sobre la piel estan asociados con dermatitis aguda y crénica con sintomas de

quemazén, picor y edema, que son mas pronunciados en la region de piel mas expuesta. La

exposicion prolongada cursa con hiperpigmentacion, con cornificacion de las capas superficiales

y telangioectasis (dilatacién de vasos sanguineos superficiales de la piel). La via respiratoria

presenta irritacion (vias aéreas superiores), bronquitis y tos crénica. La exposicién ocular incluye

lagrimeo, fotofobia, edema de parpados e hiperemia conjuntival (Mastandrea et al., 2005).

Como ya se ha establecido, la principal patologia provocada por los HAPs esté relacionada con

distintos tipos de cancer como el cancer cutaneo (escroto y cara), cancer broncogénico, cancer

de vejiga y en el sistema hematopoyético puede originar leucemia y proliferacion de linfomas

(Mastandrea et al., 2005; Villar, 2004).

Tabla 2.15. Capacidad carcinogénica, genotoxica y mutagénica de algunos HAPs

HAPs Carcinogenicidad Genotoxicidad = Mutagenicidad

Fenantreno
Antraceno

Pireno
Benzofluorenos
Benzo-a-antraceno
Benzo-e-pireno
Benzo-a-pireno
Debenzo-a-antraceno
Benzo-g,h,i-perileno
Dibenzopirenos
2-Nitronaftaleno
1-Nitropireno

-_-Z0N0-u0mun-n-Z2Z -
nr——umunuorn-—r2z2zr

+

+ + + + o+ 0+

+

S: suficiente; I: insuficiente; N: no carcinogénico; L: limitado efecto
Mutagenicidad (Test de Ames): + (positivo); - (negativo); ? (inconcluso)
Adaptado de Mastandrea et al. (2005)
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Objetivos y Planteamiento Experimental

La revision bibliografica presentada se ha centrado en el estudio del tracto gastrointestinal del
ave y su desarrollo desde la eclosion hasta alcanzar la madurez fisiolégica. Por otra parte se ha
evidenciado la gran variabilidad de materias grasas recicladas disponibles para su uso en la
alimentacion de las aves. El potencial energético de estas materias grasas hace interesante su
utilizacién. Ademas, la posibilidad de introducir estas grasas residuales en la alimentacion animal
supone una via positiva que implica la reduccién del reciclaje de estos residuos y un menor
impacto medioambiental. Pero hay que asegurar su inocuidad, ya que se ha puesto de
manifiesto que estas grasas recicladas tienen la capacidad de incorporar contaminantes
organicos o presentar productos de alteracion, sustancias que pueden ser nocivas en elevadas
concentraciones. Por ello, es facil comprender la prioridad de estudiar si la utilizacion de grasas
recicladas en la alimentacién animal tiene una repercusion negativa en la calidad del alimento
producido, con especial atencién a la posible presencia de residuos o sustancias perjudiciales
que puedan transferirse a la carne y tener un impacto negativo sobre el consumidor, pero no
desdefiar su efecto en la productividad y salud del animal en produccién. En este marco se
inscribe el proyecto de investigacion “Quality and safety of feeding fats obtained from waste or
byproducts from the food chain” (Food-ct-2004-007020), del cual forma parte los trabajos
presentados en esta memoria.

En base a la documentacion disponible sobre los contaminantes y productos de alteracién mas
frecuentes en las grasas recicladas, asi como en la importancia de sus efectos tras su consumo,
se decidi6 estudiar las implicaciones de la presencia de altos niveles de isémeros trans, dioxinas
y PCBs, hidrocarburos aromaticos policiclicos y productos de oxidacion lipidica.

Si bien, encontramos en la bibliografia algunos ensayos en esta direccion, la mayoria se centran
en el impacto sobre la alimentacién humana. Sin embargo, no esta suficientemente
documentado el impacto de su utilizacion en alimentacién animal y en concreto en el pollo de
carne.

En base a lo expuesto se ha planteado como objetivo general de la presente tesis doctoral:

Evaluar el efecto de la utilizacion de grasas alteradas o contaminadas sobre el
rendimiento productivo y la salud del animal que las consume, a través de los siguientes
indicadores:

o Pardmetros productivos, mortalidad e incidencias patologicas de los animales
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o Nivel de oxidacion in vivo en base a :
= Resistencia de la membrana de los eritrocitos (tasa de hemolisis)
= Estrés oxidativo a nivel sanguineo (TBARs)
0 Poblacion microbiana presente en el tracto intestinal, :
= Cambios en la diversidad microbiana por t-RFLP
= Actividad microbiana a través de productos de fermentaciéon
= Presencia de microorganismos patdgenos como coccidias en excreta

o Histomorfologia del tracto digestivo del ave en muestras de yeyuno.

En paralelo, evaluar el efecto de la edad del ave sobre la evoluciéon de los parametros
anteriormente descritos.

Para el logro de los objetivos propuestos, se disefiaron cuatro experimentos. En el primer
Experimento (T), se evalud la presencia en la grasas de acidos grasos trans; en el segundo
Experimento (D), se evalué la presencia de dioxinas y PCBs; en el tercer Experimento (P), se
evaluo la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPs; y en el cuarto Experimento
(0), la presencia en la grasa de productos de oxidacién lipidica.

En todos los experimentos, segun se detalla en el apartado de material y métodos, se utilizaron 2
niveles diferentes de alteracion o contaminacion de las grasas. Un nivel alto (H) y un nivel bajo
(L) incluidos en raciones base constituidas esencialmente de maiz y soja con un nivel de
inclusion de la grasa del 6 %. Las dietas experimentales asi constituidas se proporcionaron a los
pollos desde los 5 hasta los 37 dias de vida y las variables tratamiento y edad fueron evaluadas
a9, 13, 21y 37 dias de vida. La evaluacion de la presencia de microorganismos patdgenos, en
este caso, coccidias de Eimeridae, se realizo a 18 y 37 dias de vida de las aves.
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Material y Métodos

A continuacién se describe la metodologia empleada en las 4 pruebas experimentales realizadas
en el presente trabajo. En el primer experimento, se evalud la presencia de acidos grasos trans
(T); en el segundo experimento, la presencia de dioxinas y PCBs (D); en el tercero, la presencia
de hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPs (P) y finalmente en el experimento cuarto, la
presencia de productos de oxidacion (O), en las fuentes de grasa del pienso.

Los experimentos T y D fueron realizados en invierno (diciembre 2005 - febrero 2006), en tanto
que los experimentos P y O se llevaron a cabo entre el final de la primavera y principios del
verano (mayo-junio 2006). El inicio de los experimentos tenia una diferencia de 14 dias, asi por
ejemplo, el experimento P empez6 la primera quincena de mayo (4 de mayo) y el experimento O
empezd dos semanas después (18 de mayo).

Todos los experimentos siguieron un mismo protocolo experimental, aprobado por el Comité de
Etica de la UAB, y de acuerdo a las normativas de la Union Europea.

4.1. ANIMALES E INSTALACIONES

Las pruebas experimentales se llevaron a cabo en las Granjas Experimentales del Servei de
Granjes de la Facultad de Veterinaria de la UAB.

En cada uno de los experimentos se utilizaron un total de 160 pollos de carne hembra de la
estirpe Ross 308 (Terra-Avant, S.A., Anglés, Girona), de las cuales 80 fueron seleccionadas al
azar en los sucesivos muestreos realizados. El peso promedio, al inicio de la fase experimental
(5 dias de vida) era de 89 + 0,34 g en el experimento T, de 84 + 0,44 g en el experimento D, de 77 +
0,54 g en el experimento P y de 84 + 0,32 g en el experimento O.

Durante los 4 primeros dias, las aves fueron alojadas en el suelo en corralinas circulares
equipadas de comederos (5 kg) y bebederos tipo tolva de plastico (5 L), l[dmparas infrarrojas y
cama de serrin.

Desde los 5 dias de vida hasta el final de las pruebas (a los 37 dias), las aves fueron distribuidas
al azar en 8 corrales de 2 m2 con una densidad de 10 aves/m? (20 aves por corral), equipados de
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comederos tipo tolva de plastico (10 kg), bebederos automaticos tipo tetina con tanques de agua
independientes de plastico (5 L), lamparas infrarrojas y cama de serrin. La nave en la que se
llevaron a cabo los 4 experimentos permite el control permanente de temperatura, humedad y
ventilacion, adecuados a la edad y nivel de desarrollo de los animales. Estas condiciones de
crianza fueron similares en todos los experimentos y se llevaron a cabo de manera que se
pudieran reproducir en lo posible, las condiciones de manejo y crianza comercial de pollos de
carne.

4.2. DIETAS Y DISENO EXPERIMENTAL

A. Dietas experimentales.- Las raciones alimenticias se prepararon a partir de un pienso
base, comun para todos los experimentos (Tabla 4.1.). Este pienso estaba compuesto
principalmente de maiz y soja, con un nivel de inclusion de la grasa del 6%. Las diferentes
materias grasas utilizadas en los diferentes ensayos se presentan en la Tabla 4.3.

Las dietas fueron formuladas siguiendo las recomendaciones del NRC (1994), y se elaboraron
en la planta de fabricacion de piensos de la Universidad Politécnica de Valencia.

Tabla 4.1. Ingredientes y composicion nutricional estimada del pienso base empleado en los
cuatro ensayos experimentales
Composicion nutricional estimada

Ingrediente (%) (en fresco)
Maiz 52.7 Energia bruta (kcal/kg) 4968
Harina de soja (47% de PB) 30.0 Materia seca, % 90.8
Soja extrusionada 6.0 Cenizas, % 6.5
Grasa afiadida 6.0 Proteina bruta, % 21.1
CIH L-Lisina 0.3 Extracto etéreo, % 9.5
DL-Metionina (99%) 0.2 Fibra bruta, % 3.8
Fosfato dicalcico 2.5
Carbonato de calcio 1.3
Cloruro de sodio 0.5
Corrector* 0.5

*Corrector vitaminico-mineral por kg de pienso: Vitamina A: 6000 Ul; Vitamina D3: 1200 UI; Vitamina E: 10 mg;
Vitamina K: 1.5 mg; Vitamina B+: 1.1 mg; Vitamina B2: 4 mg; Vitamina Be: 1.5 mg; Vitamina B12: 9 ug; Acido folico: 4
mg; Biotina: 50 pg; Acido pantoténico: 6 mg; Acido nicotinico: 21 mg; Colina: 360 mg; Mn: 75 mg; Zn: 50 mg; I: 0,18
mg; Fe: 30 mg; Cu: 6 mg; Se: 0.2 mg; Co: 0.2; Etoxiquin: 16 mg. Adicionalmente 15 mg de Cloruro de colina
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B. Disefio experimental.- Los 4 ensayos experimentales fueron disefiados siguiendo un
mismo esquema, donde el Unico factor de variacion fue el nivel de alteracion o contaminacion de
la grasa afiadida, en concreto:

Experimento T.- Evaluacion de la presencia de acidos grasos trans (T)

o Tratamiento HT, nivel alto de &cidos grasos trans. Suplementacion de 6 % de
destilado de palma hidrogenado.

o Tratamiento LT, nivel bajo de &cidos grasos trans. Suplementacion de 6 % de
destilado de palma sin hidrogenar.

Experimento D.- Evaluacion de la presencia de dioxinas y PCBs (D)

o Tratamiento HD, nivel alto de dioxinas y PCBs. Suplementacion de 6 % de aceite
de pescado A.

o Tratamiento LD, nivel bajo de dioxinas y PCBs. Suplementacion de 6 % de aceite
de pescado B.

Experimento P.- Evaluacién de la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPs (P)

o0 Tratamiento HP, nivel alto de HAPs. Suplementaciéon de 6% de aceite acido de
orujo de oliva.

o Tratamiento LP, nivel bajo de HAPs. Suplementacion de 6% de aceite &cido de
oliva.

Experimento O.- Evaluacién de la presencia de productos de oxidacién (O)

o Tratamiento HO, nivel alto de productos de oxidacién. Suplementacion de 6 % de
aceite de girasol/oliva (70/30) residuo de freiduria. Calentado a 165-170 °C durante
8 horas.

o Tratamiento LO, nivel bajo de productos de oxidacion. Suplementacion de 6 % de
aceite de girasol/oliva (70/30) en condiciones naturales.

Hasta los 4 dias de vida, las aves consumieron el pienso con el nivel de alteracién/contaminacion
bajo (L) (Tabla 4.2.). Entre los 5 y 37 dias de vida (periodo experimental de 32 dias), fueron
alimentadas ad libitum con uno de los 2 piensos experimentales correspondientes a cada
ensayo.
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Cada pienso experimental (H y L) fue administrado a 80 aves, distribuidas al azar en 4 corrales a
razon de 20 aves/corral (2 tratamientos x 4 réplicas x 20 aves)

Tabla 4.2. Nivel de alteracidn o contaminacion de las grasas utilizadas en los 4 experimentos

Experimento Trat* Materia grasa 6% Nivel de alteracion o contaminacion
. HT  Destilado de palma 12,40 % acidos grasos trans A
1. Acidos Grasos hidrogenado
Trans (T)
LT  Destilado de palma 0,65 % &cidos grasos trans?
2. Dioxinas y HD  Aceite de pescado 28,8 pg TEQ/g PCDD/Fs + DL-PCBs de aceite®
PCBs (D) LD  Aceite de pescado 9,64 pg TEQ/g PCDD/Fs + DL-PCBs de aceite®
3. HAPS (P) HP  Aceite acido de orujo oliva 5290 ng HAPs/g aceite+ PBDEs < 2 ng/g aceite®
: S
LP  Aceite acido de oliva <18 ng HAPs/g aceite+ PBDEs < 2 ng/g aceite®
HO  Aceite de girasol/oliva 6,61 % Polimeros y 67,43 p-anisidina®
4. Productos de residuo de fritura (70/30)
Oxidacion (O) LO  Aceite de girasol/oliva 0,35 % Polimeros y 2,74 p-anisidinaP

(70/30)

*H=nivel alto; L=nivel bajo, de los productos de alteracion o contaminacién estudiados; A AG= Acidos grasos Trans;
Andlisis realizado en el Departamento de Ciencia de los Alimentos, Universidad de Bolonia (ltalia); B
TEQ=Equivalentes toxicos; PCDD/Fs= Policloro di benzo dioxinas/furanos; DL-PCBs=Dioxin like-Policloro bifenilos;
Andlisis realizado en el Laboratorio de Dioxinas, Departamento de Ecotecnologias, IIQAB-CSIC (Espafia); ©
HAP=Hidrocarburos aromaticos policiclicos; PBDEs= Difenilos éteres polibromados; Andlisis realizado en el
Laboratorio Fisico & Téxico quimico, Universidad de Burdeos (Francia); O Andlisis realizado en el Departamento de
Nutricién y Bromatologia, Universidad de Barcelona (Espafia)

4.3. CONTROLES DE PRODUCCION

Diariamente, en todos los experimentos se realizaron controles de temperatura, ventilacion,
estado sanitario y posibles bajas. Se realizaron 4 controles productivos, a los 9, 13, 21 y 37 dias
de vida de las aves (que corresponden a los 4, 8, 16 y 32 dias del periodo experimental), para
determinar la ganancia media diaria (GMD, g/ave y dia), consumo medio diario (CMD, g/ave y
dia) y el indice de transformacion (IT, g/g).

4.4. SACRIFICIO E INSPECCION POST-MORTEM

Una vez realizado el control productivo, se procedio a la seleccion al azar de 4 aves por corral
(16 animales por tratamiento) el dia 9 (1¢r sacrificio) y de 2 aves por corral (8 aves por
tratamiento) los otros dias de muestreo (13, 21y 37 dias de vida).
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Inicialmente, se tomaron muestras de sangre; posteriormente, se procedié al sacrificio de los
animales con el empleo de dioxido de carbono 4.5 de alta pureza (Abellé Linde S.A.), en una
camara de aire cerrada. Posteriormente, se realiz6 el examen post-mortem para la evaluacién de
posibles alteraciones patologicas provocadas por los tratamientos y se examinaron el tejido
muscular, higado, bazo, timo, bolsa de Fabricio y tracto digestivo. Los parametros observados en
estos organos fueron la consistencia, el tamafio, el color o la presencia de lesiones
macroscopicas.

4.5. RECOGIDA DE MUESTRAS

En todos los ensayos se tomaron muestras representativas de los diferentes piensos, al inicio
(dia 1) y al final (dia 32) del periodo experimental.

Luego del examen post-mortem, se procedié a la recogida de muestras de contenido cecal y de
tejido intestinal. La Tabla 4.3., presenta los tipos y nimero de muestras recogidas en los
diferentes muestreos realizados.

Tabla 4.3. Dias de control y nimero de muestras recogidas para las determinaciones analiticas
realizadas en los 4 ensayos experimentales

Tipo de muestra Determinacion Dias de muestreo N°
(dias de vida) Muest/Trat
y control
Sangre Tasa de hemdlisis 9,13,21y37 8"
TBARs!
Contenido cecal Andlisis del perfil microbiano por t-RFLP | 9,21y 37 8
Produccién de AGVs?
Excreta Oocistos de Eimerias (coccidias por la | 18y 37 4*
técnica de McMaster)
Porcion yeyuno e ileon | Histomorfologia: 9y 21 8
Longitud de vellosidades
Profundidad de criptas
N° de linfocitos intraepiteliales

*Dia 9: pool de muestras de 2 aves para constituir 8 muestras (procedentes de 16 animales). **pool de
excreta por réplica. ' TBARs= Sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico. 2 AGVs=Acidos grasos volatiles

A los 18 y 37 dias de vida de las aves, se recogieron muestras representativas de excreta por
corral (4 muestras por tratamiento). En este caso el muestreo tuvo una duracién de 2 horas ya
que las referidas muestras deben ser conservadas en refrigeracion (4°C) en el menor tiempo

posible.
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En los 4 experimentos, el dia 9 se procedié a realizar un pool de muestras de 2 aves para
constituir una muestra (debido a que los animales eran muy pequefios), asi se obtuvieron 8
muestras procedentes de 16 animales por tratamiento; este procedimiento se realizd en las
muestras de sangre y de contenido cecal. Para las restantes recogidas, cada ave constituyé una
muestra.

4.5.1. SANGRE

Se tomé6 1 ml de sangre por ave muestreada en tubos de heparina (Venosafe™ VF-054SHL) por
puncion IV en la vena homo braquial, y se almacené a 4 °C para posterior determinacién de la
tasa de hemolisis y TBARs.

4.5.2. CONTENIDO CECAL

Las muestras de contenido cecal fueron recogidas en tubos eppendorf de 1,5 ml de capacidad,
que se congelaron a — 80°C y se conservaron para posterior analisis mediante técnicas
moleculares para determinar la diversidad microbiana y para andlisis de la actividad microbiana a
través de la produccién de acidos grasos volatiles.

4.5.3. EXCRETA

Se tomaron muestras de excreta procedentes de todos los individuos (pool de excreta por
corral), se almacenaron a 4 °C para el posterior anélisis de contenido de coccidios de Eimerias
(ooquistes/gramo) a través de la técnica de MacMaster (Ministry of Agriculture Fisheries and
Food-UK, 1986).

4.5.4. SECCIONES DE INTESTINO PARA HISTOMORFOLOGIA

Una seccion de 10 cm de largo de la porcidn yeyuno-ileon, en concreto de la zona anterior a la
desembocadura de los ciegos, se conservd en formol al 10 % y se almacen a temperatura
ambiente para posterior procesamiento y analisis del posible efecto de los tratamientos sobre la

estructura de la mucosa intestinal.
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4.6. DETERMINACIONES ANALITICAS

Las diferentes muestras recogidas se procesaron por una serie de técnicas analiticas, cuya
descripcién se presentan a continuacion. Las determinaciones relativas a la composicion
nutricional de los piensos, parametros sanguineos, produccién de &cidos grasos de cadena corta
(AGVs), excreta e histomorfologia fueron llevados a cabo por el grupo de nutricién animal de la
UAB; las determinaciones de la diversidad microbiana, se realizaron conjuntamente entre la
unidad de nutricién animal, el laboratorio de genética de la UAB y el CRESA (Centre de Recerca
en Sanitat Animal); finalmente, la determinacion de las caracteristicas y composicién de las
materias grasas utilizadas en los experimentos se llevd a cabo en los laboratorios de los distintos
integrantes del Proyecto Europeo en el que se enmarca el presente trabajo.

4.6.1. ANALISIS DEL PIENSO

Las determinaciones analiticas de los piensos experimentales (Tabla 4.4.) se llevaron a cabo en
los laboratorios de Nutricién y Alimentacion Animal del Departament de Ciencia Animal i dels
Aliments de la UAB. El analisis de la composicién nutricional de los piensos (AOAC, 1995) y del
contenido energético (a través de una bomba calorimétrica de oxigeno adiabatico, IKA
Calorimeter C4000-JANKE & KUNKEL) se realiz6 en muestras representativas de cada pienso
experimental.

Tabla 4.4. Valoracion de la composicion nutricional de los piensos experimentales

Exp. 1.AG Trans (T) 2. Diox. y PCBs (D) 3. HAPs (P) 4. Oxidacion (O)
Trat. HT LT HD LD HP LP HO LO

EB kcal/kg 4383 4324 4707 4,606 4867 4834 4707 4444
MS % 89.3 89.3 90.4 90.0 91.1 91.3 91.0 91.1

GB % 9.38 9.65 9.50 9.02 9.06 9.72 9.80 9.80
PB % 19.30 1913 2215 21.50 23.09 21.07 1997  19.51
Cnzs % 6.92 6.72 6.25 6.20 6.70 6.50 6.70 6.60

EB: Energia bruta; MS: Materia seca; GB: Grasa bruta; PB: Proteina bruta; Cnzs: Cenizas; H y L: Niveles alto y bajo.
Anélisis realizado por el grupo de Nutricion Animal, UAB
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4.6.2. TASA DE HEMOLISIS

Esta técnica analitica, adaptada de otros trabajos previos (Moriguchi et al., 2001; Schiavone et
al., 2005), permite determinar la resistencia de la membrana de los eritrocitos ante cambios del
gradiente de concentracion extracelular. La resistencia puede verse afectada por la alteracién en
la estructura de los lipidos que componen la membrana celular.

Los pasos seguidos en el desarrollo de la técnica (PNT: CAA/TA/0030-00, 2006) se resumen a
continuacion:

Las muestras de sangre fueron centrifugadas para separar la fase solida de la liquida, y
descartar el plasma. El contenido de eritrocitos fue lavado con solucién salina afiadiendo
posteriormente BHP (t-Butil hydroperdxido) a cada muestra. Esta suspension se incubd a
37°C con agitacién constante durante 90 min.

200 pl de la suspension incubada se depositaron en dos tubos, uno con tampén isotdnico (a
pH 7,4) y otro con agua destilada, para su posterior centrifugacion.

Posteriormente, se procedié a la lectura de su absorbancia (A), a una longitud de onda de
540 nm en un espectrofotometro (UV-1203 SHIMADZU).

La tasa de hemolisis (%) fue calculada segun la siguiente formula:

% hemolisis = (A de la muestra en tampon isotdnico/A de la muestra en agua destilada) x 100

Donde: A = Absorbancia en el espectrofotometro

Todas las muestras se procesaron por duplicado.

Finalmente, muestras de suspension de eritrocitos + BHP fueron almacenadas a -80°C en tubos
eppendorf, antes de ser incubadas, para concluir mas adelante con la determinaciéon de
productos intermediarios de oxidacién, TBARs.
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4.6.3. NIVEL DE OXIDACION EN SANGRE (TBARS)

La determinacion (PNT: CAA/TA/0031-00, 2006) de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARs) como productos secundarios de oxidacién, en concreto malondialdehido (MDA), se
realizé a partir de muestras congeladas de eritrocitos + BHP (Beuge y Aust, 1987)

1 ml de muestra enriquecida con BHP sin incubacién previa, mezclado con una solucion
compuesta de TBA (&cido tiobarbiturico), HCL (&cido clorhidrico), TCA (&cido tricloracético) y
BHT (butil hidroxitolueno) fue llevado hasta ebullicion y centrifugado, para la posterior lectura
de su absorbancia (a una longitud de onda de 535 nm).

Los valores de absorbancia obtenidos se transformaron considerando un coeficiente de
extincion molar de 1.56 x 10° M-'cm-' (Wills, 1969), para el MDA. Cada muestra fue
procesada por duplicado.

4.6.4. PERFIL MICROBIANO POR t-RFLP

El estudio de la poblacion microbiana de las muestras congeladas de contenido cecal se realizd
mediante t-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorfism) siguiendo el
procedimiento descrito por Hojberg et al. (2005), con algunas modificaciones. Se describe a
continuacion:

0 La extraccidon del DNA bacteriano se realiza a partir de muestras del contenido cecal
congeladas a -80°C (0,250 g). Se emplea para ello el kit de extraccién QlAamp® DNA
Stool Minikit 50 (QIAgen) siguiendo las indicaciones comerciales. Se incorpora un paso
adicional de lisis enzimatica de las células bacterianas con lisozima (SIGMA: from
chicken egg white L7651-1G).

o El 16S rDNA bacteriano se amplifica por PCR utilizando cebadores universales, en
concreto, el primer S-D-Bact-0008-a-S-20 (5'-6-FAM-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)
marcado  con  fluorescencia 'y el  primer reverso PH1552  (5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3). Las condiciones de amplificacion son las siguientes:
en un volumen final de 25 pl, 2.5 ul de buffer (10xPCR Buffer 1), 2 ul de MgCl, 50 mM,
4 ul dNTPs (1x), 1 ul primer F (10 uM), 1 wl primer R (10 uM), 0.25 ul TAQ (Invitrogen)
(1.25 U) y 0.2 ul ADN. La amplificacion se realiza con 30 ciclos de reaccion, bajo las
siguientes condiciones: 95°C 30 s, 55°C 1 min y 72°C 1 min. La extensién se realiza a
72°C durante 10 min. El producto de PCR amplificado se comprueba en gel de agarosa
al 1%. Se realiza una purificacion del producto de PCR con el kit comercial QIAquick
PCR purification kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones comerciales.
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o El producto de PCR se fragmenta con la enzima de restriccién Hha | (20 U), tras 8 h de
reaccion, en un volumen final de reaccion de 20 ul. A continuacién, se realiza un
proceso de purificacion de los fragmentos, siguiendo el protocolo del kit de purificacion
(QIAquick® Nucleotide Rimoval Kit 50).

0 Los fragmentos obtenidos marcados con fluorescencia, con diferentes tamafios, se
analizan tras separacion por electroforesis capilar utilizando el modo GeneScan (en el
equipo de electroforesis capilar Applied Biosystems, ubicado en el departamento de
Genética de la Facultad de Veterinaria de la UAB). Los tamafios de los fragmentos
pueden ser calculados con ayuda del patron GS-1000 ROX, PE Biosystems.

0 Se realiza una estandarizacion posterior de los datos obtenidos para normalizar el DNA
cargado en el capilar siguiendo las recomendaciones de Kitts (2001). Para ello, en cada
muestra se suman todas las areas de los picos para determinar el ruido basal. Se
calcula la relacion existente entre el rea de cada muestra y el area minima encontrada.
Este cociente a su vez se multiplica por el pico mas pequefio encontrado en la muestra
de menor area. Los picos que presentan un valor inferior a éste obtenido son eliminados.
Ademas se eliminan aquellos picos que presentan menos de 50 pares de bases. El
dendograma se construye empleando el programa Fingerprinting Il (informatix, Bio-Rad)
ubicado en las instalaciones del CreSA.

o0 Adicionalmente, para poder inferir la posible composiciéon bacteriana, se utiliza la
restriccion in silico, tedrica, introduciendo los primers y la enzima de restriccion utilizados
experimentalmente. Esta restriccion tedrica se ha realizado con la ayuda de la
herramienta TAP-RFLP del software Ribosomal Database Il Project (Cole et al., 2003).

4.6.5. PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES

La concentracion de AGVs se determin6é a partir de muestras de contenido cecal (400 mg
aproximadamente) congelado a -80°C (PNT: CAA/PM/0008-00, 2005). Brevemente, el analisis
de AGVs se realizd segun el método de Jensen mediante cromatografia de gases tras su
derivatizacion con MTBSTFA (N-metil-N-tert-butildimetilsililtrifluoroacetamida) utilizando como
patrén interno 4-metil valérico (5 umoles).
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4.6.6. TECNICA DE McMASTER PARA LA DETERMINACION DE COCCIDIAS

Fundamentada en la separacién de particulas por diferencia de densidad, esta técnica nos
permiti6 medir la concentracién de oocistos de Eimeria por gramo de excreta y consta
principalmente de los siguientes pasos:

0 3 g de excreta procedente de cada ave se disuelven en una solucién de sulfato de zinc
con una densidad de 1,18

0 Las particulas groseras se separan por filtracién y el liquido debe ser sometido a
agitacion constante para colectar de su superficie 0,15 ml que son instilados en dos
compartimientos de la camara de McMaster dejando reposar por espacio de 10 min.

0 La lectura de la concentracion de oocistos por gramo, se realiza con la ayuda de un
microscopio de luz optica (Olympus CX31) a 10x y 40x de aumento, realizando el
contaje total en las diez celdas que constituyen cada compartimiento, obteniendo la
media aritmética de ambos compartimientos de la camara y multiplicando el resultado
final por 100.

4.6.7. HISTOMORFOLOGIA

Las posibles alteraciones de las vellosidades intestinales, de las criptas de Lieberkung o la
presencia de un numero anormal de linfocitos intraepiteliales (Uni et al., 1998), en respuesta a
los tratamientos, se determind a través de la inclusién en parafina de muestras de tejido
intestinal, asi:

0 Las muestras de tejido intestinal conservadas en formol, se prepararon para la
realizacion de cortes histolégicos, mediante la inclusion en parafina Los bloques de
parafina se cortaron a 10 ym y las muestras se fijaron en portaobjetos. Posteriormente
los portaobjetos se tifieron con hematoxilina-eosina.

0 Los referidos cortes histologicos nos permitieron observar y medir la longitud de las
vellosidades intestinales considerando la longitud desde la boca de la cripta, hasta el
extremo superior de la vellosidad. El dato de cada muestra fue obtenido calculando el
promedio de 10 vellosidades observadas.

o La profundidad de las criptas intestinales de Lieberkung se midié considerando la boca
de la cripta hasta el fondo del lumen de la misma. También en este caso se promediaron
10 observaciones.
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o El numero de linfocitos intraepiteliales se determiné por conteo directo en el microscopio,
considerando la relacion de linfocitos presentes por cada 100 enterocitos.

o0 Todas las observaciones fueron hechas a través de un microscopio de luz Optica
Olympus CX31 a aumentos de 10X para las mediciones de la longitud de vellosidad y
profundidad de cripta y de 20X para el conteo de linfocitos.

4.6.8. OTRAS DETERMINACIONES ANALITICAS

A. Caracterizacion de las materias grasas.- Las grasas utilizadas en este estudio fueron
caracterizadas de forma exhaustiva a través de diferentes técnicas analiticas desarrolladas en
los distintos laboratorios de los grupos integrantes del Proyecto Europeo (Feeding Fats Safety).
El analisis quimico se fundament6 en la composicion (humedad; acidez; perfil &cidos grasos;
acidos grasos trans; acidos grasos conjugados; colesterol; esteroles; tocoferoles/tocotrienoles);
niveles de degradacion (productos de oxidacién esteroles; productos oxidacion &cidos grasos;
polimeros; mono y diacilglicerol; peréxidos; MDA, p-anisidina); y presencia de contaminantes
(dioxinas y PCBs; hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPS).

Algunos de los resultados mas sobresalientes, asi como el laboratorio responsable, se presentan
en el apartado de anexos: perfil de acidos grasos de las materias grasas y contenido de acidos
grasos de las materias grasas (Anexo 2: Tabla 2A y 2B, respectivamente); presencia de
compuestos de alteracion, colesterol y parametros de calidad de las materias grasas (Anexo 3:
Tabla 3); parametros de oxidacién lipidica y contenido de antioxidantes naturales (tocoferoles y
tocotrienoles) de las materias grasas de los 4 experimentos (Anexo 3: Tabla 4); nivel de
alteracion o contaminacién de los piensos experimentales (Anexo 4: Tabla 5); digestibilidad fecal
aparente de los piensos de los experimentos D, P y O (Anexo 5: Tablas 6, 7 y 8,
respectivamente).

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los experimentos fueron procesados con la ayuda del programa SAS
System® Software, version 9.1.3 (2003), SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.

La hipdtesis estadistica planteada se someti6é a un andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
comparaciéon multiple.
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El modelo estadistico seguido en el analisis de los datos se expresa como:

Yik=H + t + g +(ta); + ejx

Donde: y;:  Variable dependiente
M Media
ti: Efecto del nivel de alteracién o contaminacion de la materia grasa i=2

a;  Efecto de la edad de las aves j=1, 2, 3 6 4 (9,13, 21 ¢ 37 dias de vida)
(tay): Interaccion entre tratamientos x edad
ejx. Error experimental

a < 0,05 fue utilizado para considerar las diferencias significativas.

En el caso de los parametros productivos, la unidad experimental fue el corral mientras que para
el resto de las determinaciones, la unidad experimental fue el individuo.

Los factores de variacion analizados fueron:
- Nivel de alteracion o contaminacion de la materia grasa: Hy L
- Edad de las aves: Parametros sanguineos a 9, 13, 21y 37 dias de vida
Determinaciones en excreta (Eimerias) a 18 y 37 dias de vida
Determinaciones en contenido cecal a 9, 21y 37 dias de vida

Histomorfologia a 9y 21 dias de vida

El procedimiento utilizado fue el PROC GLM y la comparacion de medias se hizo con el test
Tukey-Kramer.

Adicionalmente, se realizd el analisis global de los datos obtenidos en los 4 experimentos entre
si, con la finalidad de evaluar posibles diferencias entre experimentos o las interacciones que
pudieran estar presentes (edad x experimento; nivel de alteracion o contaminacién x
experimento).

103






5. RESULTADOS Y DISCUSION

|.|-.rll.'-h.
. J .pq-|'|.1 \
i@ WAL iy
J" FhjsE .- et b, il

r-'. R u.-r'






Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos en los experimentos desarrollados para la presente memoria de tesis,
asi como su discusion, son presentados en cuatro apartados. En cada uno de ellos se analizo la
respuesta de las aves a la incorporacion en el pienso de materias grasas alteradas o
contaminadas. El propio disefio experimental también permitié estudiar el efecto de la edad de
los animales sobre los distintos parametros analizados. En el experimento T se estudio el efecto
de la incorporacién de acidos grasos trans; en el experimento D la presencia de dioxinas y PCBs;
en el experimento P, la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y en el
experimento O la inclusion de grasas oxidadas.

Las condiciones de crianza y manejo de los animales fueron similares, a las condiciones de
crianza comercial requeridas para las estirpes de aves utilizadas. Los experimentos T y D se
llevaron a cabo a finales de invierno y los experimentos P y O fueron desarrollados a finales de
primavera y principios del verano de 2006.

5.1. PRIMERA PRUEBA EXPERIMENTAL: “Evaluacion de la presencia de
acidos grasos trans (T)”

El presente experimento tuvo como objeto de estudio la presencia de isomeros trans en materias
grasas recicladas a dos niveles diferentes de concentracion: nivel alto, tratamiento HT dado por
la inclusion de aceite destilado de palma, con un 12,4 % de acidos grasos trans (AGT) totales; y
un nivel bajo, tratamiento LT dado por la inclusion de aceite hidrogenado de palma, con un 0,65
% de AGT totales. La caracterizacion de las grasas, realizada por el Departamento de Nutricion y
Bromatologia de la Universidad de Barcelona, en el marco del proyecto europeo “Feeding Fats
Safety” (FFS), del cual forma parte el presente trabajo, reveld un perfil de acidos grasos de estas
materias grasas predominantemente saturado con valores proximos a 85 % y 54 % de acidos
grasos saturados (AGS) en los tratamientos HT y LT, respectivamente (Tabla 5.1.). A su vez,
estas materias grasas presentaron un relativamente alto grado de acidez (alrededor de 180 mg
KOH/g de aceite), en comparacion a las materias grasas de las otras pruebas experimentales
incluidas en la presente memoria de tesis.

Tabla 5.1. Perfil de acidos grasos de las materias grasas de la primera prueba experimental (T)

Trat AGS AGMI AGPI Insat Sat/insat
HT (%) 84,8 15,2 0,0 15,2 5,57
LT (%) 54,1 36,9 9,0 45,9 1,18

AGS: Acidos grasos saturados; AGMI: Acidos grasos monoinsaturados; AGPI: Acidos grasos poliinsaturados

En los ultimos afios se ha publicado bastante informacion en relacion al potencial patdgeno de
los AGT, ya que estan implicados en la generacion de enfermedades principalmente
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cardiovasculares, tanto en seres humanos (Allison et al., 1995; Binkoski et al., 2005; Han et al.,
2002; Karabulut, 2007; Koletzko y Decsi, 1997; Lefevre et al., 2005; Léger et al., 2007; Mann,
1994; Manteca, 1992; Moreno y Mitjavila, 2003; Nestel, 1995; Stender y Dyerberg, 2004;
Wahrburg et al., 2002), como en diferentes especies, entre ellas, ratas (Bretillon et al., 1998;
Moreira et al., 2001), cerdos (Gatlin et al., 2002), rumiantes (de Blas, 2004) y aves (Castillo et al.,
2000; Cherian, 2007; Hermier, 1997; Manteca y Noble, 1993; Yin et al., 2008). A pesar de todo,
son aun escasos los trabajos en los que se haya sido estudiado con profundidad, el efecto de
isémeros trans en la dieta sobre el rendimiento productivo, la histologia del tracto gastrointestinal
(TGlI) o la microbiota como indicadores de salud intestinal.

5.1.1. RENDIMIENTOS PRODUCTIVOS E INCIDENCIAS OBSERVADAS
DURANTE EL PERIODO EXPERIMENTAL

No se observaron incidencias patolégicas ni mortalidad en las aves durante el periodo
experimental. Asimismo, no se observaron lesiones patologicas al momento de realizar el
examen post-mortem. Estos resultados parecen indicar que el consumo de AGT hasta el nivel
maximo de 12,4 % AGT total de la materia grasa, empleado en esta prueba experimental, no
provoco una respuesta negativa de los animales. De igual manera, Javadi et al. (2008), no
reporté manifestaciones clinicas, aunque en este caso los pollos fueron alimentados durante 15
dias con una dieta cuya grasa afiadida contenia solamente un 3 % de AGT. Tampoco se observo
una respuesta negativa en la salud de cerdos alimentados con dietas que contenian hasta 50 %
de AGT (17 % de grasa en el pienso) durante 10 meses (Elson et al., 1981) ni en ratones
alimentados durante 20 meses, con dietas que contenian 25 % de AGT (Atal et al., 1994). Sin
embargo estos resultados no concuerdan en cuanto a efectos sobre el crecimiento, ya que la
productividad de los pollos y cerdos no fue afectada, en tanto que los ratones, presentaron un
menor peso corporal al final de dicho periodo experimental, en comparacién a sus homdlogos
que no recibieron la dieta “trans”. Por otro lado, se ha descrito que la interferencia negativa de
AGT sobre la formacion de derivados de cadena larga a partir de los &cidos grasos esenciales
(AGE) puede provocar serios problemas de salud. (Allison et al., 1995; Barrera-Arrellano y Block,
1993; Hernandez y Boatella, 1986; Koletzko y Decsi, 1997; Mann, 1994; Manteca y Noble, 1993).
Este posible efecto puede prevenirse por el contenido de acidos grasos insaturados de la dieta,
en particular el acido linoleico. Segun Elson et al. (1981), la presencia del 3 % (como minimo) de
acido linoleico, previene la manifestacion de problemas de deficiencia de AGE, por constituir un
precursor en la cadena de formacion de sus derivados. Este nivel de acido linoleico es superior
al 1 % de inclusion recomendado por el NRC (1994), en condiciones de explotacion comercial, o
al nivel observado en nuestro pienso experimental HT, proximo al 1 % de AGI (15 % de
insaturados en la grasa afiadida, Tabla 5.1.) a pesar del cual no se observaron manifestaciones
clinicas, como se habia mencionado lineas arriba.
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Con relacién al rendimiento productivo, la Tabla 5.2., presenta los parametros de consumo medio
diario (CMD, expresado en gramos/ave y dia), ganancia media diaria (GMD, expresado en
gramos/ave y dia) e indice de transformacion (IT, pienso consumido en gramos/ganancia de
peso en gramos), obtenidos en los controles productivos parciales a diferentes edades asi como
en el analisis global del periodo experimental. Los animales alimentados con el tratamiento LT
(pienso con bajo nivel de AGT) mostraron una mayor eficacia alimentaria, estadisticamente
significativa, que los animales alimentados con el tratamiento HT tanto en el periodo parcial
hasta los 21 dias como en el global (P<0,01 en ambos casos). Este resultado se tradujo en un
mayor aunque no estadisticamente significativo peso final de 1823 + 18 g obtenido por los
animales del tratamiento LT, en comparacion a los 1778 + 51 g de los animales del tratamiento
HT. Se deduce que los animales que consumen altos niveles de AGT no varian la cantidad de
pienso ingerida, pero obtienen menores ganancias de peso que al consumir sus isdmeros Cis.

Tabla 5.2. Resultados productivos de la prueba experimental T

Tratamientos HT LT SEM P
6-9 dias
CMD (g/ave) 17,40 17,39 0,75 0,981
GMD (g/ave) 18,96 18,97 0,52 0,989
IT 0,918 0,916 0,030 0,942
10-13 dias
CMD (g/ave) 35,18 34,43 0,93 0,296
GMD (g/ave) 26,72 27,92 0,84 0,090
IT 1,318 1,233 0,043 0,035
14-21 dias
CMD (g/ave) 69,77 69,53 0,89 0,722
GMD (g/ave) 42,08 43,70 0,87 0,041
IT 1,658 1,592 0,021 0,006
22-37 dias
CMD (g/ave) 117,82 116,55 4,04 0,672
GMD (g/ave) 61,56 62,97 1,88 0,332
IT 1,913 1,851 0,034 0,022
Parcial 6-21 dias
CMD (g/ave) 48,03 47,72 0,68 0,544
GMD (g/ave) 32,46 33,57 0,61 0,043
IT 1,479 1,422 0,011 <0,001
Global (6-37 dias)
CMD (g/ave) 85,91 85,08 2,41 0,638
GMD (g/ave) 48,26 49,53 1,09 0,153
IT 1,780 1,717 0,022 0,003

CMD: Consumo medio diario; GMD: Ganancia media diaria; IT: indice de
transformacion; SEM: Error estandar de la media; HT: Nivel alto de AGT; LT:
Nivel bajo de AGT.

Debido a la disposicion espacial de las moléculas de isomeros trans, estos acidos grasos pueden
adquirir propiedades fisico-quimicas similares a los AGS (Barrera-Arrellano y Block, 1993;
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Koletzko y Decsi, 1997; Nelson y Cox, 2001; Simon et al., 2000), y comportarse como tales.
Podemos inferir por ello que una elevada concentracién de AGT como la observada en el
tratamiento HT, tuvo como resultado una menor eficiencia productiva. Ademas, el analisis de la
grasa del pienso, reveld una mayor concentracion de AGS en el tratamiento HT en comparacién
al tratamiento LT (84,8 % vs. 54,1 %, respectivamente), por lo que con toda probabilidad, ambos
efectos han sido influidos en el mismo sentido.

5.1.2. TASA DE HEMOLISIS Y VALORES TBARs EN MUESTRAS DE
SANGRE

El proceso de hidrogenacion, del cual proceden las grasas utilizadas en este experimento, altera
la estructura de los acidos grasos de la materia grasa original. Una vez ingeridas, pueden afectar
a la composicion de los &cidos grasos del organismo. Entre otros efectos, pueden verse
alterados los lipidos de la membrana de los eritrocitos, reduciendo la elasticidad necesaria para
afrontar cambios en los gradientes de concentracion extracelular (Moriguchi et al., 2001),
provocando una mayor susceptibilidad a la hemolisis. Ademas, los AG trans pueden sufrir un
proceso de oxidacion lipidica y, como los cis, dar lugar a la aparicidn de compuestos de
oxidacion secundaria como aldehidos y cetonas reactivos al acido tiobarbiturico (Beuge y Aust,
1987). En las Figuras 5.1 y 5.2 se presentan los resultados de la tasa de hemolisis y la
proporcidn de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, TBARs en sangre, respectivamente.
Ambas determinaciones se realizaron en muestras de sangre de 80 pollos utilizados en este
experimento, colectadas a 9, 13, 21 y 37 dias de vida.

No se observo la existencia de interaccion entre los dos factores analizados (tratamiento y edad
de las aves). Los pollos alimentados con la dieta HT, en comparacion con el tratamiento LT,
presentaron una mayor tasa de hemolisis con diferencias estadisticamente significativas los dias
13 y 37 de vida de las aves (P = 0,035 y P = 0,004, respectivamente). En otras palabras, las
aves que consumian el pienso con el mayor nivel de AGT presentaban una menor resistencia de
la membrana de los eritrocitos. A pesar de que el efecto de la incorporacién en la dieta de AGT
sobre la membrana de los eritrocitos en la sangre de pollos no estd suficientemente
documentado, si se ha demostrado que las formas trans pueden influir negativamente sobre los
lipidos de la membrana en los seres humanos. En concreto, los AGT alteran la estructura de los
fosfolipidos (Chini et al., 2005; Ferreri et al., 2005) y originan una respuesta similar a la
observada por la accion de AGS que disminuyen la resistencia de la membrana al restarle
flexibilidad ante cambios extracelulares o influyendo negativamente sobre el intercambio
osmotico (Brito et al., 2002; Ferreri et al., 2005). Con relacion a los valores TBARs, no se
observaron diferencias provocadas por el nivel de AGT de la racidn, a excepcion del muestreo
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realizado a 21 dias de vidas, en el que la tendencia (P<0,10) observada se tradujo en una mayor
concentracion de TBARSs en los animales que consumieron la dieta LT, frente a sus homélogos
HT. Como se ha mencionado previamente, el comportamiento de las formas trans, similar a los
AGS, puede haber influido en generar una menor susceptibilidad a la oxidacién (dieta HT), que la
dieta mas insaturada (LT).

Tasa de hemolisis

P valor: t =0,002; a <0,001; (tx a) =0,176
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9 13 21 37

edad en dias

Figura 5.1. Tasa de hemdlisis. t: Tratamientos; a: Edad de los animales. HT: Nivel alto de AGT; LT: Nivel bajo; Error
estandar de la media (SEM) del modelo: 17,51; *:P<0,05 (Diferencias observadas entre tratamientos
experimentales)

Al evaluar el efecto sobre la edad de las aves, los animales mas jovenes (9 dias de vida)
manifestaron una elevada tasa de hemdlisis, préxima al 60 %, que descendi6 significativamente
(P<0,001) a los 13 dias de vida (alrededor de 30 %), para aumentar en registros posteriores (21
y 37 dias de vida). En cambio, los valores TBARs fueron relativamente constantes, situandose
entre 0,187 y 0,234 nmol TBARs/ml, aunque si se evidencié una menor concentracion a los 9
dias de vida y una ligera mayor concentracién a los 13 dias de vida (P = 0,002) en comparacién
a las otras edades.

Estas variaciones demuestran una relativa mayor resistencia de la membrana de los eritrocitos
de los animales con mayor edad. Con respecto a la concentraciéon de TBARs, los resultados no
son concluyentes.
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TBARSs

P valor:t=0,427; a=0,002; (t x a) = 0,838
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Figura 5.2. Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) t: Tratamientos; a: Edad de los animales. HT: Nivel
alto de AGT; LT: Nivel bajo; SEM del modelo: 0,03; 1: P<0,10 (Tendencia estadistica observada entre tratamientos
experimentales)

5.1.3. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL (contenido cecal)

A. Diversidad Microbiana: t-RFLP.- La comparacién de los distintos perfiles microbianos
de las muestras de contenido cecal obtenidos en la restriccion enzimatica se presenta en el
siguiente dendograma (Figura 5.3.). Dicho dendograma representa los resultados de 48 aves
que recibieron las dietas experimentales con un nivel alto o bajo de AG trans y que fueron
sacrificadas a 9, 21 y 37 dias de vida. Las distancias de separacion en el dendograma
corresponden al porcentaje de similitud o de homologia entre las bandas patrén generadas por
los diferentes grupos microbianos.

De manera general, todas las muestras analizadas alcanzaron un porcentaje de similitud del
60%, lo cual denota que la composicion de la flora microbiana de los animales estudiados fue
muy parecida entre si. La composicion ecoldgica fue afectada por la edad de los animales, de
esta manera, los animales sacrificados el dia 9, mostraron elevados coeficientes de similitud
entre ellos (70 %), por lo que fueron separados en un cluster diferente (agrupacion de individuos
con un alto grado de similitud en los grupos microbianos presentes). Efectos similares fueron
descritos en trabajos anteriores (Knarreborg et al., 2002) y se atribuyen al establecimiento
paulatino y transitorio de la flora microbiana durante el crecimiento, hasta alcanzar una relativa
estabilidad en el animal adulto. Diversos trabajos coinciden en indicar que la edad influye sobre
la variacion de la dindmica poblacional de los microorganismos gastrointestinales (Hume et al.,
2003; Lu et al., 2006; Lu et al., 2003; Ngoc Lan et al., 2004; Pérez de Rozas A.M. et al., 2003;
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Torok et al., 2007; van der Wielen et al., 2002), de forma que los microorganismos tienden a
agruparse en clusters o segmentos diferenciados a medida que aumenta la edad, constituyendo
una microbiota mas homogénea y estable.

No se observo un claro efecto de la mayor o menor presencia de formas trans en este primer
muestreo. Sin embargo, en el muestreo realizado a los 37 dias de vida de las aves, los animales
se separaron en dos clusters diferentes, tal como puede apreciarse en la figura 5.3. Asi, 5 de 7
aves en un cluster (indicado por flechas, cluster B) procedian del tratamiento LT y 5 de 8
animales que fueron agrupados en otro cluster (indicado por flechas, cluster C) procedian del
tratamiento HT. Por tanto, ademas del efecto de la edad, en este ultimo muestreo, la
composicion de la microbiota también se vio afectada por los tratamientos. A este respecto se ha
sugerido que la presencia de &cidos grasos con diferente grado de saturacién puede influir sobre
la composicion de la flora microbiana. Niveles de inclusién del orden del 10 % de grasas
insaturadas, frente a grasas saturadas, pueden modificar la viscosidad de la digesta (menor
viscosidad), aumentando la velocidad de transito (menores tiempos medios de retencion) y
minimizando la accién de los diferentes microorganismos presentes en el TG, al disminuir el
tiempo de contacto con los sustratos disponibles en el contenido intestinal (Danicke et al., 1999;
Dibner, 1997; Francesch i Ollé, 2007; Knarreborg et al., 2002; Palmquist, 1988).
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Considerando la proporcién de fragmentos terminales detectados en las muestras analizadas
(riqueza de picos, Figura 5.4.), como un indice de la diversidad o complejidad del ecosistema
microbiano, no se encontraron diferencias atribuibles a las dietas experimentales o la edad de las
aves. Una elevada biodiversidad es deseable e indicativa de una dptima resistencia a la
colonizacion del tracto digestivo por patdgenos oportunistas, por lo que puede ser utilizado
también como marcador de salud intestinal (MacFarlane y McBain, 1999).

Riqueza de picos
P valor: t=0,139; a=0,613; (t x a) = 0,285
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Figura 5.4. Riqueza de picos (numero de picos). t: Tratamientos; a: Edad de los animales. HT: Nivel alto
AGT; LT: Nivel bajo; SEM del modelo: 6,31

A pesar de que el andlisis del dendograma presenta diferencias en la composicion de la
microbiota como efecto de la edad de los animales, estas diferencias no se relacionan con un
cambio en la riqueza del ecosistema (la riqueza de picos no fue afectada por la edad). La
agrupacion de individuos en clusters, refleja la homologia existente entre la flora microbiana
observada, es decir, individuos que tienen las mismas bacterias o grupos de bacterias, pero no
refleja el cambio en el nimero de las especies que lo componen, como indica la biodiversidad.

B. Actividad microbiana: Productos de fermentacion.- La capacidad fermentativa de
los microorganismos del TGl en presencia de diferentes sustratos constituye un buen indicador
de actividad microbiana. Asi la produccion de acidos grasos volatiles (AGVs) se utiliza como
referencia para determinar una mayor o menor presencia de microorganismos saprofitos (flora
autoctona que actia en simbiosis con el hospedador) presentes en el animal y de su capacidad
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de colonizacion frente a microorganismo patégenos. Las muestras de contenido cecal de las 48
aves sacrificadas a 9, 21 y 37 dias de vida, se procesaron con este objetivo.

La Figura 5.5., presenta la produccion total de AGVs y la produccién de acido lactico. No se
observaron diferencias significativas provocadas por los tratamientos o la edad de los animales
en la concentracién total de AGVs. Las mayores concentraciones observadas en el presente
experimento se situaron alrededor de 90 pymol/g de muestra, menores a las encontradas por
Jozefiak et al. (2004) que alcanzaron concentraciones totales de entre 107 y 185 pymol/g. No
obstante, la dieta empleada por este autor contenia un alto nivel de polisacaridos no amilaceos
(PNA), alcanzando una concentracion total en la dieta de 25 % de fibra dietética (FD). Si bien no
se ha analizado el contenido en fibra dietética de nuestros piensos, el hecho de que la dieta
estuviera constituida basicamente por maiz y soja, hace suponer que los niveles de FD serian
presumiblemente mucho mas bajos.

Las muestras procedentes de los animales sacrificados el dia 9 presentaron una elevada
produccion de é&cido lactico, en comparacion a las muestras colectadas los otros dias de
sacrificio (21 y 37 dias de vida). Conforme la edad avanza, distintos microorganismos colonizan
el tracto digestivo. Las bacterias &cido lacticas iniciaran su actividad entre los 2 y 4 dias de vida
de las aves (van der Wielen et al., 2000). En los subsecuentes dias, otros grupos bacterianos se
establecen y la influencia de bacterias productoras de &cido lactico, en concreto bacterias del
genero Lactobacillus, disminuye y se compensa con la influencia generada por los otros grupos
bacterianos, principalmente en el ciego (Bjerrum et al., 2006; Ewing y Cole, 1994; Hofacre et al.,
2007; Morales, 2007). Este hecho permite explicar una elevada concentracion de lactato en los
animales mas jovenes; dicha concentracion puede disminuir con el tiempo, por efecto de la
sintesis de otros AGVs (acético y propidnico) a partir del lactato, de lo que son responsables
otros microorganismos (entre ellos Veionella, Clostridium o Propionobacterium), caracteristicos
del ciego aviar (Bernalier et al., 1999; Hume et al., 1992).
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Figura 5.5. Acidos grasos de cadena corta (SCFA) totales y concentracion de acido lactico. t: Tratamientos; a: Edad.
HT: Nivel alto; LT: Nivel bajo; SEM del modelo SCFA total,: 25,79;, SEM del modelo Acido lactico: 0,19

La produccion de los acidos, acético, valérico y ramificados fue influenciada significativamente
por la edad de los animales. No obstante, el consumo de dietas con un elevado contenido de
AGT no provocé diferencias de importancia (Tabla 5.3). La proporcidn de acetato disminuy6 con
la edad significativamente a pesar de que los otros acidos grasos volatiles mayoritarios
(propidnico y butirico) no manifestaron cambios de importancia. Al parecer, la edad influyo
solamente sobre la proporcion de sustrato energético de rapida disponibilidad como es el acetato
(Demigne et al., 1999). A diferencia de los rumiantes, el aporte energético de los AGVs para
satisfacer las necesidades nutricionales de los animales monogastricos no se considera de
importancia. No obstante, la disminucién de acetato pudo haber sido compensada por otras
fuentes energéticas a medida en que el animal crecia, ya que el crecimiento se acompafia del
desarrollo de las habilidades fisiolégicas del TGl y de su capacidad de digestién y absorcion de
nutrientes.

Tabla 5.3. Perfil de Acidos grasos de cadena corta (%)

Edad (dias) 9 21 37 SEM Pt Pa P(txa)
HT LT HT LT HT LT

Acético % 768 754 709 739 689 710 491 0127 0,002 0,339
Propionico% 109 91 123 101 136 122 381 0,138 0,65 0,957
Butirico % 115 138 143 145 131 133 416 0,169 0649 0,248
Valérico % o8 10 17 16 20 17 052 0670 0001 0,199

Ramificados% 09 10 09 07 24 19 064 039 <0,001 0,216

SEM: Error estandar de la media; Pt: p valor para los tratamientos; Pa: p valor para la edad; P(txa): p valor de la
interaccion. HT: Nivel alto AGT; LT: Nivel bajo

117



Resultados y Discusion

Por otro lado y a diferencia de nuestros resultados, Rehman et al. (2007) encontraron una baja
proporcion de propionato en relacién al butirato, que se mantuvo con la edad, al alimentar pollos
con dietas ricas en carbohidratos fermentables. Estos datos respaldan la suposicion de que el
tipo de sustrato puede modificar las concentraciones de los AGVs, aunque no hay una clara
evidencia de la influencia de los AG, y en concreto los isomeros trans, sobre la concentracion de
los AGVs mayoritarios.

C. Microorganismos patdgenos: Presencia de coccidias en excreta.- El efecto de
la incorporacién de materias grasas con un elevado contenido de formas trans, sobre la
proliferacion de microorganismos patdgenos, en este caso de parasitos del género Eimeria se
determind a partir de muestras de excreta de las aves, colectadas a 18 y 37 dias de vida.

La figura 5.6., presenta los resultados del conteo de ooquistes por gramo (OPG) de dichos
agentes patdgenos. El conteo de coccidias de Eimeria no superd los niveles considerados como
normales en condiciones de crianza comercial de pollos (valores inferiores a 8 log OPG de
excreta) y que una vez superados suponen un riesgo potencial para la salud del animal. A lo
largo del periodo experimental, el tratamiento HT gener6 menores conteos de OPGs (P=0,032).
Estos resultados contrastan con los descritos por otros autores (Allen et al., 1997; Allen y
Danforth, 1998; Korver et al., 1997; Yang et al., 2006), en lo relativo al efecto del consumo de
materias grasas sobre la presencia de coccidias de Eimeridae. Estos autores observaron que la
adicion de acidos grasos, principalmente poliinsaturados, se traduce en una disminucion del
numero de ooquistes. Las grasas de la dieta HT, predominantemente saturadas y con un
elevado contenido de AGT provocaron una disminucién dificil de interpretar y que merece un
estudio mas detallado.

Coccidias en excreta

P valor: t =0,032; a =0,989; (t x a) = 0,188
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Figura 5.6. Coccidias en excreta. OPG: Ooquistes por gramo de excreta (logaritmo); HT: Nivel alto de AGT;
LT: Nivel bajo; SEM del modelo: 0,24
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5.1.4. HISTOMORFOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

(secciones de yeyuno)

El siguiente apartado presenta los resultados obtenidos del analisis de muestras de tejido
intestinal, en concreto, de la porciéon yeyuno e ileon, de los pollos del experimento 1. Las
muestras fueron colectadas en los sacrificios realizados a 9 y 21 dias de vida de las aves.

La observacién de los cortes histoldgicos permitié la medicion de la longitud de las vellosidades
(LV) y la profundidad de criptas intestinales (PC), cuyos resultados se presentan en la Figura 5.7.
A lo largo del periodo experimental, el tratamiento con el nivel bajo de &cidos grasos trans (LT)
presento la tendencia a inducir una mayor longitud de vellosidades (P<0,10), frente al tratamiento
HT. Asi mismo, se observé una mayor, aunque no significativa, profundidad de criptas
intestinales con el mismo tratamiento. Esto podria traducirse como un efecto beneficioso del
tratamiento LT, ya que, a mayor longitud de las vellosidades, mayor superficie de absorcién. El
hecho de que la profundidad de las criptas intestinales observada en las aves alimentadas con el
pienso LT sea numéricamente mayor, indicaria ademas un incremento de la capacidad
regenerativa del epitelio. Al respecto, algunos autores (Uni et al., 1998; Uni et al., 2003) han
relacionado el incremento de la actividad en la cripta intestinal con el aumento del numero de
enterocitos que migraran hacia la vellosidad, generando el incremento en su longitud.

Longitud de vellosidades Profundidad de criptas
P valor: t = 0,064; a <0,001; (t x a) = 0,996 P valor: t =0,215; a = 0,487; (t x a) = 0,487
1 0,4
0,8
e 0,6 OHT OHT
€ 04 BLT E 02 BLT
0,2
0 0
9 21 9 21
edad en dias edad en dias

Figura 5.7. Longitud de vellosidades y profundidad de criptas. t: tratamientos; a: edad. HT: nivel alto; LT: nivel bajo;
SEM del modelo longitud: 0,12; SEM del modelo profundidad: 0,05

La edad manifest6 una influencia significativa (P<0,001) sobre la longitud de las vellosidades, las
cuales aumentaron conforme la edad avanzaba, no asi la profundidad de las criptas, que
disminuy6 levemente en el mismo periodo. El desarrollo del TGl, en aves alimentadas en
condiciones semejantes a explotaciones comerciales, en experimentos realizados por otros
autores, sigue este comportamiento, es decir el aumento paulatino de la longitud de las
vellosidades, acompafiado de la disminucion de criptas (Geyra et al., 2001; Pelicano et al., 2005;
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Sklan y Noy, 2003). Los resultados observados en el presente experimento parecen estar mas
relacionados con el perfil de &cidos grasos de las materias grasas utilizadas (mayor contenido de
AGS), que con el nivel de alteracidn (isdmeros trans) presente en las mismas.

El recuento de linfocitos intraepiteliales (IEL) constituye un indicador de la activacion de
mecanismos de defensa ante la presencia de un estimulo externo, en cuyo caso puede
observarse un aumento en el nimero de linfocitos que migran hacia el epitelio. La presencia de
IEL fue similar entre ambos tratamientos tanto a los 9 como a los 21 dias de vida estudiados. No
obstante, el numero de linfocitos en las vellosidades disminuyé con la edad de manera
significativa (P<0,001), tal como puede apreciarse en la Tabla 5.4.

Estos resultados concuerdan con los descritos por Han et al. (2002), quienes emplearon dietas
que contenian materias grasas hidrogenadas (margarina vegetal) con un nivel de 6,7 % AGT, en
comparacion a dietas que contenian materias grasas saturadas (mantequilla) con 1,3% AGT.
Este autor no observé diferencias en el nimero de linfocitos, aunque el efecto se midi6 en
muestras de sangre de seres humanos.

Con relacién al efecto de la edad, Parmentier et al. (2002) observd el incremento de los titulos
de anticuerpos en pollos a los 7 dias de edad, como respuesta a la alimentacion con acidos
grasos de la serie n-6. Los titulos de anticuerpos observados por este autor la primera semana
disminuyeron conforme la edad aumentaba. A pesar de que el experimento determind los niveles
de inmunoglobulinas, la respuesta podria inducir también a un comportamiento similar en los
linfocitos ya que ambos elementos de defensa se activan como respuesta a la presencia de
antigenos en el organismo vivo.

Tabla 5.4. Numero de linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos
Edad (dias) 9 21 Pt Pa | P(txa)
HT LT HT LT
IEL 26,74| 26,10] 16,87 15,99| 0,653|<0,001 | 0,943

Pt: p valor tratamientos; Pa: p valor edad; P(txa): p valor de la interaccion ~ HT: Nivel alto;
LT: Nivel bajo; IEL: Linfocitos intraepiteliales; SEM del modelo; 4,51
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5.2. SEGUNDA PRUEBA EXPERIMENTAL: “Evaluacion de la presencia de
Policloro-dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), Policloro-dibenzo-furanos (PCDFs) y
Policloro-bifenilos (PCBs) (D)”

En este experimento se utilizaron materias grasas contaminadas con Dioxinas y PCBs a un nivel
alto HD= 28,80 pg TEQ PCDD/Fs+DL-PCBs/g de aceite (1,75 pg TEQ PCDD/Fs+DL-PCBs/g de
pienso) y bajo LD= 9,64 pg TEQ PCDD/Fs+DL-PCBs/g de aceite (0,59 pg TEQ PCDD/Fs+DL-
PCBsl/g de pienso).

Las materias grasas empleadas en la elaboracién de los piensos experimentales fueron dos
aceites comerciales de pescado. El analisis de calidad de dichos aceites reveld una elevada
concentracion de productos de oxidacién secundaria (TBARS) de 2819 ug MDA/kg en el aceite
incluido en el tratamiento LD y de 65 ug MDA/kg para el aceite del tratamiento HD (Analisis
realizado en el Departamento de Nutricion y Bromatologia, Universidad de Barcelona).

Tabla 5.5. Perfil de acidos grasos de las grasas incluidas en el segundo experimento (D)

Trat AGS AGMI AGPI Insat Sat/insat
HD (%) 23,2 43,0 31,8 74,8 0,31
LD (%) 30,3 34,2 33,2 67,4 0,45

AGS: Acidos grasos saturados; AGMI: Acidos grasos monoinsaturados; AGPI: Acidos grasos polinsaturados

El perfil de &cidos grasos (Tabla 5.5.) de ambas materias grasas fue similar aunque la HD
presento un mayor grado de insaturacién. Dentro de la caracterizacion de las materias grasas del
proyecto europeo FFS y paralelamente al desarrollo del ensayo, se realizaron dos balances de
digestibilidad a los 14y 37 dias de vida en aves alojadas en jaulas, con objeto de determinar los
coeficientes de digestibilidad aparente de la materia seca, materia organica y del extracto etéreo
(Mateus, 2007). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el coeficiente de
digestibilidad aparente de las grasas a primeras edades (83,6% HD vs. 79,8% LD, P< 0,001) que
no se manifestaron a los 37 dias de vida. Es bien sabido que conforme disminuye la insaturacion
también lo hace la digestibilidad de la materia grasa, y tal como puede observarse en la Tabla
5.5., el tratamiento LD presenta un relativamente menor contenido de AG insaturados.
Normalmente, las diferencias motivadas por el grado de saturacién en la digestibilidad de las
materias grasas disminuyen conforme la edad aumenta.
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5.2.1. RENDIMIENTOS PRODUCTIVOS E INCIDENCIAS OBSERVADAS
DURANTE EL PERIODO EXPERIMENTAL

El periodo experimental se caracterizd por la ausencia de incidencias y mortalidad de las aves.
Asi mismo, no se observaron lesiones patoldgicas al momento de realizar el examen post-
mortem. Aparentemente, los niveles de contaminacion alto y bajo de las materias grasas
incluidas en las raciones alimenticias no provocaron una respuesta negativa de los animales. El
hecho de que el nivel alto de dioxinas y PCBs fuera préximo al limite superior permitido por la
normativa regulatoria de la UE, de 24 pg TEQ/g PCDD/Fs+DL-PCBs de aceite (Directiva
2006/13/CE, 2006) podria explicar este resultado. No obstante, el potencial toxico de estos
contaminantes organicos ha sido demostrado por numerosos trabajos en aves y diferentes
especies, incluido el hombre (Bell et al., 2006; Bernard et al., 1999; Bernard et al., 2002;
Bruggeman et al., 2007; Custer, 2000; De Vries et al., 2006; Gorrachategui, 2001; Guruge y
Tanabe, 2004; Halouzka et al., 1990; Kim et al., 2004; Lindstrom et al., 2002; Moser y
McLachlan, 1999; Pirard y De Pauw, 2005; Schecter et al., 2006; Tard et al., 2007). Estos
estudios establecen la posibilidad de que estas sustancias tdxicas tengan un efecto acumulativo
en el tiempo, fenémeno conocido como bioacumulacién (Diaz, 2007), principalmente en tejido
adiposo (Maervoet et al., 2004) e higado (Hansen et al., 1983), motivo por el cual seria
interesante evaluar su efecto por un periodo de tiempo mas largo que el observado en este
experimento.

La Tabla 5.6., presenta el consumo medio diario (CMD, expresado en gramos/ave), ganancia
media diaria (GMD, expresado en g/ave) e indice de transformacion (IT, pienso
consumido/ganancia de peso) obtenidos en los controles productivos a diferentes edades, el
control parcial a los 21 dias de vida de las aves y el control productivo global del periodo
experimental. Unicamente de los 9 a los 13 primeros dias de vida, los pollos del tratamiento HD
presentaron mejor IT (IT=1,289) en comparacion a las aves del tratamiento LD (IT=1,333). Con
tal salvedad, no se registraron variaciones importantes entre los tratamientos en los parametros
productivos estudiados. De hecho los pesos a la finalizacidn del periodo experimental (37 dias)
de 1872+31 g del tratamiento HD y de 1904182 g del tratamiento LD no fueron diferentes
(P>0,05) y manifiestan una recuperacion de las aves del tratamiento LD.

Un mejor IT a 13 dias de vida podria estar relacionado a una mejor digestibilidad de las grasa del
tratamiento HD, tal y como previamente se ha sefialado. La ausencia general de diferencias
entre los tratamientos coincide con trabajos en los que se evaluaron los rendimientos productivos
de pollos de carne con el empleo de dioxinas y PCBs. En concreto, De Vos et al. (2003) e Iben et
al. (2003) a niveles méximos de 12 pg TEQ/g PCDD/Fs+DL-PCBs de pienso y 25,2 pg TEQ/g
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PCDD/Fs+DL-PCBs de aceite, respectivamente, no hallaron diferencias en la productividad de
los animales. Por el contrario, determinaciones realizadas por otros autores, con elevados
niveles de dioxinas y PCBs en las grasas (alrededor de 150 pg de PCDD/Fs por gramo de grasa)
del pienso de pollos y gallinas ponedoras, revelaron un efecto contrario con rendimientos
productivos muy bajos y elevada mortalidad de los animales (Bernard et al., 2002; Bernard et al.,
1999; Pirard y De Pauw, 2005).

Tabla 5.6. Resultados productivos de la prueba experimental D

Tratamientos HD LD SEM P
6-9 dias
CMD (g/ave) 21,26 21,59 0,48 0,396
GMD (g/ave) 21,09 2313 1,43 0,090
IT 1,011 0,934 0,054 0,063
10-13 dias
CMD (g/ave) 35,48 36,16 1,26 0,477
GMD (g/ave) 27,54 2713 0,97 0,577
IT 1,289 1,333 0,021 0,012
14-21 dias
CMD (gl/ave) 59,29 59,70 1,53 0,720
GMD (g/ave) 42,80 43,34 1,66 0,658
IT 1,387 1,378 0,043 0,785
22-37 dias
CMD (g/ave) 111,92 112,42 2,51 0,785
GMD (g/ave) 67,07 68,40 2,71 0,513
IT 1,669 1,645 0,033 0,368
Parcial 6-21 dias
CMD (g/ave) 43,83 44,28 1,11 0,586
GMD (g/ave) 30,92 31,34 0,86 0,513
IT 1,418 1,413 0,024 0,819
Global (6-37 dias)
CMD (g/ave) 80,79 81,26 1,80 0,718
GMD (g/ave) 50,55 51,46 1,78 0,494
IT 1,599 1,580 0,032 0,351

CMD: Consumo medio diario; GMD: Ganancia media diaria; IT: indice de
transformacion; SEM: Error estandar de la media; HD: Nivel alto de dioxinas y
PCBs; LD: Nivel bajo.

5.2.2. TASA DE HEMOLISIS Y VALORES TBARs EN MUESTRAS DE
SANGRE

La resistencia de los eritrocitos a la hemolisis (tasa de hemolisis) y la proporcién de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs), para determinar el estrés oxidativo provocado en los
animales, se presentan en las figuras 5.8., y 5.9., respectivamente. Se realizaron cuatro colectas
de sangre a 9, 13, 21y 37 dias de vida de las aves.
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La tasa de hemolisis observada revela que préacticamente no existen diferencias provocadas por
los tratamientos (HD vs. LD), salvo en el caso del anélisis realizado el dia 21, en el que se
registr6 una mayor proporcion en los animales alimentados con la dieta LD. En general, la
resistencia de la membrana parece aumentar con la edad, motivo por el cual se observa la
disminucién de los valores a medida que la edad avanza. Por el contrario, los valores de TBARs
obtenidos presentaron un incremento en la concentracion de productos de oxidacion, significativa
conforme la edad aumentaba (P<0,001). En el caso de los animales alimentados con la dieta LD,
la concentracion fue mayor que la relativa a la dieta HD (P<0,005), a 21 dias de vida de los
animales. Independientemente de la edad, se observo un efecto general de este tratamiento (LD)
que generd6 mayores concentraciones (P=0,028, Figura 5.9) de productos de oxidacion
secundaria.

No hay evidencia de que la presencia de dioxinas y PCBs en la sangre tenga efecto sobre la
resistencia de la membrana de los eritrocitos, ain a pesar de que estos contaminantes puedan
estar asociados a los lipidos circulantes e incorporarse a la membrana celular. Los
contaminantes son absorbidos casi intactos (dependiendo del tamafio de la molécula), es decir,
sin haber sido afectados por la digestion gastrointestinal (Gorrachategui, 2001), pueden
encontrarse en la sangre en concentraciones elevadas (Schecter et al., 2006) e inducir estrés
oxidativo (Bruggeman et al., 2007) por interferir con los niveles sanguineos de glutation
peroxidasa. En nuestro caso, no es posible relacionar directamente la presencia de dioxinas y
PCBs con los resultados obtenidos. Debido a que el tratamiento LD gener6 tanto una mayor
susceptibilidad a la hemdlisis como una mayor concentracion de TBARs, es importante
considerar que la grasa de este tratamiento (LD), presentaba un alto grado de oxidacion (elevada
proporcidn de productos de oxidacion secundaria como el malondialdehido: 2819 ugMDA/kg de
grasa), en comparacion al tratamiento HD (65 ugMDA/kg de grasa).

Al igual que en el experimento T (isomeros trans), la resistencia de la membrana de los
eritrocitos aumenta significativamente conforme lo hace la edad. Esto se traduce en una
disminucion de la proporcidn de hemolisis en las aves de mayor edad. Por el contrario los
valores TBARs siguen un comportamiento ascendente, es decir aumentan significativamente su
concentracion con la edad. Dada la ausencia de un “efecto tratamiento”, es posible sugerir que la
resistencia a la hemdlisis aumenta con la edad, como respuesta a una mayor resistencia de los
animales mayores, adquirida al alcanzar el desarrollo fisiologico de sus funciones de defensa y
adaptacion, tal y como ya hemos comentado en el primer experimento.
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Tasa de hemoalisis

P valor: t =0,672; a<0,001; (t x a) = 0,742
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Figura 5.8. Tasa de hemdlisis. t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HD: Nivel alto de dioxinas y PCBs; LD:
Nivel bajo; SEM del modelo: 12,31; *: P<0,05 (Diferencias observadas entre tratamientos experimentales)

Es de especial importancia considerar que, a pesar de no observarse un claro efecto del nivel de
contaminacion sobre la respuesta de los animales, si se determind un elevado grado de
transferencia y acumulacion de dioxinas y PCBs presentes en el pienso (< 1,75 TEQ
PCDD/Fs+DL-PCBs/g de pienso), sobre la carne de los animales, con valores de hasta 16,71 pg
TEQ PCDD/Fs+DL-PCBs/g de tejido muscular (de los cuales 4,6 pg/g corresponden PCDD/Fs),
frente a los 4 pg TEQ PCDD/Fs+DL-PCBs/g de tejido muscular, permitidos por la norma europea
(Directiva 2006/13/CE, 2006) El analisis de la transferencia fue realizado por el Laboratorio de
Dioxinas del Departamento de Ecotecnolgia IIQAB-CSIC, en el marco del proyecto europeo FFS.
Al evaluar la estabilidad de la carne, se determind una mayor concentracion de TBARs (>400
MgMDA/kg de tejido muscular) en la carne de pollos alimentados con la dieta LD que los
alimentados con la dieta HD (Anélisis realizado por la Unidad de Nutricion y Bromatologia de la
Universidad de Barcelona), corroborando el efecto de la calidad de las grasas (grado de
oxidacion de las grasas) empleadas en las dietas experimentales, mas que el efecto del nivel de
contaminacion. Hay pocas referencias acerca del efecto de estos contaminantes sobre la
generacion de productos de oxidacion secundaria en el animal. Hilscherova et al. (2003)
determinaron elevadas concentraciones de productos de oxidacién en higado de pollos recién
eclosionados (196 nmol vs 157 nmol MDA/g, P<0,05), provocadas por la inyeccion in ovo de 150
pg TCDDs (tetracloro dibenzo p-dioxinas)/g de huevos. El mecanismo propuesto es la
interferencia negativa que podrian ejercer estos contaminantes sobre los niveles sanguineos de
glutation peroxidasa, lo que tendria como consecuencia la formacién de elevadas
concentraciones de productos de oxidacion secundaria como el malondialdehido (MDA).
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TBARSs
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Figura 5.9. TBARs en muestras de sangre. t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HD: Nivel alto de dioxinas y
PCBs; LD: Nivel bajo; SEM del modelo: 0,03; *: P<0,05 (Diferencias observadas entre tratamientos)

5.2.3. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL (contenido cecal)

A. Diversidad microbiana: t-RFLP.- La Figura 5.10., presenta la comparacion de los
distintos perfiles microbianos de las aves, obtenidos en la restriccidn enzimética. El % de
homologia expresado en el dendograma representa los resultados del andlisis del contenido
cecal de 48 aves que recibieron las dietas experimentales con un nivel alto y bajo de dioxinas y
PCBs y que fueron sacrificadas a 9, 21y 37 dias de vida.

47 de las 48 muestras analizadas alcanzaron un porcentaje de similitud del 55 %, observandose
ademas que la composicion ecoldgica de la microbiota fue afectada por la edad de los animales.
Asi, los animales sacrificados el dia 9 mostraron elevados coeficientes de similitud entre ellos,
del orden del 65 % constituyendo un cluster. Esta diferenciacion de los animales en el primer
periodo coincidi6 con un menor grado de biodiversidad del ecosistema microbiano (Figura 5.11.).
A pesar del aparente efecto de dioxinas y PCBs en la edad temprana de los animales y de que a
21 dias de vida se observe un efecto pronunciado del tratamiento HD (7 de 8 muestras en un
cluster diferente, ver figura 5.10, dia 21), el anélisis del dia 37 no reveld diferencias significativas,
mostrando una distribucion discontinua entre los clusters formados en nuestras condiciones
analiticas.

En términos de biodiversidad, nuestros resultados, podrian compararse con el desarrollo de la
microbiota en condiciones de explotacién comercial ya que no se determind un efecto directo de
los tratamientos alto y bajo de dioxinas y PCBs sobre el desarrollo de la microbiota cecal.
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Pedroso et al. (2005) indican que aun antes de la eclosién se inicia un proceso de colonizacion
del tracto digestivo por parte de diferentes microorganismos; a medida en que la edad avanza,
aumentan en concentracion pero también en diversidad, paulatinamente (Lu et al., 2003; van der
Wielen et al., 2002) hasta estabilizarse entre los 21 a 40 dias de vida. Los resultados de estos
autores corroboran el efecto de la edad, observado con claridad en este experimento, que se
expresa en el incremento de la biodiversidad con una diferencia pronunciada entre el dia 9 y los
21y 37 dias de vida de las aves (Figura 5.11.). La diferencia en la riqueza de picos debido a la
edad no se manifest6 en el experimento T ya descrito anteriormente.
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Figura 5.10. Dendograma que presenta la similitud entre bandas patrén obtenidas por t-RFLP
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Riqueza de picos
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Figura 5.11. Riqueza de picos (nimero de picos). t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HD: Nivel alto de
dioxinas y PCBs; LD: Nivel bajo; SEM del modelo: 7,46.

B. Actividad microbiana: Productos de fermentacion.- La produccion total de acidos
grasos volatiles (AGVs) y la produccion de é&cido lactico, como indicadores de la actividad
microbiana, se presentan en la Figura 5.12. Durante todo el periodo experimental, las muestras
de contenido cecal procedentes de los animales alimentados con el tratamiento HD mostraron
una mayor concentracion de acido lactico (P=0,002), en comparacion con los animales
alimentados con la dieta LD. No se observaron diferencias en cuanto a la concentracion total de
AGVs en funcion de las variables analizadas (edad o tratamientos).

Las diferencias observadas en la produccion del acido lactico pueden estar relacionadas con la
calidad de los aceites empleados en este experimento. En concreto, una menor produccion de
lactato en el tratamiento LD, significativa en los tres muestreos realizados, podria ser la
consecuencia del efecto del nivel de oxidacion de la grasa de este tratamiento. Como ya se
habia mencionado, las referidas grasas presentaban un alto grado de oxidacion, medido por
elevadas concentraciones de TBARs (2819 pyg MDA/kg). Algunos autores sugieren que las
grasas oxidadas pueden tener un efecto negativo sobre la membrana, a través del ataque a los
lipidos que la componen (Aslan et al., 1998; Dibner et al., 1996; Gradinski-Vrbanac et al., 2002;
Udilova et al., 2003; Venereo, 2002). De hecho, Chin Sou Fei (1995) afirma que la proporcion de
Lactobacillus sp decrece y aumenta la presencia de E. coli en el contenido del TGI cuando los
animales son alimentados con grasas con alto potencial oxidativo. Este autor concluye que a
diferencia de E. coli u otras bacterias, los Lactobacillus no manifiestan una respuesta eficiente de
la superoxido dismutasa frente al estrés oxidativo.
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Figura 5.12. Acidos grasos de cadena corta (SCFA) totales y concentracion de &cido l4ctico. t: Tratamientos; a:
Edad; HD: Nivel alto; LD: Nivel bajo; SEM del modelo total: 16,57; SEM del modelo lactico: 0,13

La Tabla 5.7., resume el perfil de acidos grasos de cadena corta, en las muestras cecales de los
pollos del experimento D. Las diferencias estadisticas observadas corresponden a las
concentraciones de los acidos propionico, butirico y los acidos grasos volatiles ramificados, que
fueron influenciadas por la edad de los animales. La presencia de contaminantes del tratamiento
HD o el mayor nivel de oxidacion del tratamiento LD no tuvieron una clara influencia sobre la
actividad microbiana. La produccién de acetato se mantuvo casi inalterable durante el periodo
experimental, en tanto que las ligeras variaciones en la concentracién del propionato y del
butirato (en general, una mayor concentracion de acido butirico que de propidnico), sugieren una
mayor actividad de respuesta defensiva o regenerativa del epitelio en animales jéovenes. Una
mayor produccion de butirato, estd asociada al mantenimiento de la salud intestinal por estimulo
de la proliferacion de células epiteliales y desarrollo de sus actividades metabdlicas (Demigne et
al., 1999; Montagne et al., 2003). Las concentraciones de ambos AGVs en el presente
experimento descienden independientemente del tratamiento, a medida que aumenta la edad,
hecho que demuestra la poca influencia del contaminante sobre los pardmetros analizados y el
efecto significativo de la edad.

De manera general, la relacion (%) acético: propi6nico: butirico, no siguid una secuencia
gradativa butirico < propiénico < acético como la observada por otros autores que emplearon
dietas suplementadas con carbohidratos fibrosos (Jozefiak et al., 2007; Rehman et al., 2007). En
nuestro caso, las raciones experimentales empleadas (en base a maiz y soja) no fueron
concebidas para lograr una elevada proporcién de fibra (3,8 % de FB) que estimule la actividad
de los microorganismos.
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Tabla 5.7. Perfil de acidos grasos de cadena corta (%)

Edad (dias) 9 21 37 SEM Pt  Pa P(txa)
HD LD HD LD HD LD

Acético % 684 655 713 742 721 71,0 530 0628 0081 0,118

Propidnico% 122 132 82 83 117 111 292 0935 0001 0,929

Butirico % 16,1 174 170 144 102 132 418 0509 0006 0,333

Valérico % 18 24 22 21 24 22 053 0694 0548 0,182

Ramificados% 16 15 13 13 36 25 087 0177 <0001 0,192

SEM: Error estandar de la media; Pt: p valor para los tratamientos; Pa: p valor para la edad; P(txa): p valor de la
interaccion; HD: Nivel alto; LD: Nivel bajo

C. Microorganismos patogenos: Presencia de coccidias en excreta.- La
proliferacion de microorganismos patdgenos, en este caso de parasitos del género Eimeria,
como resultado de la incorporaciéon de materias grasas contaminadas con dioxinas y PCBs, se
valor6 en muestras de excreta de las aves, colectadas a 18 y 37 dias de vida. La figura 5.13.,
presenta los resultados del conteo de ooquistes de estos agentes patdgenos por gramo de
excreta (OPG).

Los animales alimentados con el tratamiento HD presentaron un mayor conteo de coccidias de
Eimeria que sus homologos LD. Ademas, la concentracion de OPG de la excreta incremento
significativamente con la edad. No obstante, dichas concentraciones no provocaron signos
clinicos durante el periodo experimental. Aparentemente, los niveles de contaminacion
empleados en este experimento, aunque notables, no revisten importancia desde el punto de
vista epidemioldgico.

Las diferencias observadas entre los tratamientos parecen estar condicionadas al efecto de las
grasas oxidadas sobre los parasitos ya que éstos también son susceptibles al estrés oxidativo.
Asi, un menor conteo en las muestras de excreta de los animales del tratamiento LD podria ser
consecuencia de la utilizaciéon de una grasa altamente degradada sin la adicién de antioxidantes.
Estos resultados coinciden con trabajos que han observado que la adicion de antioxidantes, en
concreto acetato de a-tocoferol, aumenta el conteo de de OPG de coccidias. Asi, Allen y Fetterer
(2002) con el empleo de 200 ppm de acetato de a-tocoferol y posteriormente Choque-Lépez et
al. (2006) con el empleo de grasas oxidadas y grasas suplementadas con vitamina E (200 ppm
de acetato de a-tocoferol) se observd un incremento del conteo de OPG de coccidias en
aquellas dietas que contenian la vitamina E (3 OPG log en la dieta oxidada vs. 5 OPG log en la
dieta protegida con el antioxidante). La adicion de vitamina E, cuyo objetivo era contrarrestar el
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estrés oxidativo en el animal, se vio acompafiado del paralelo aumento en la viabilidad de los
parasitos.

Coccidias en excreta

P valor: t =0,003; a <0,001; (t x a) = 0,900

51 T
5 4l =
= 371 O HD
8 217 ELD
@) 14
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18 37
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Figura 5.13. Coccidias en excreta. OPG: Ooquistes por gramo de excreta (logaritmo); HD: Nivel alto de dioxinas y
PCBs; LD: Nivel bajo; SEM del modelo: 0,19; * P<0,05; T P<0,10 (Diferencias observadas entre tratamientos
experimentales)

5.2.4. HISTOMORFOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

(secciones de yeyuno)

La Figura 5.14., presenta los resultados obtenidos al evaluar la influencia de las grasas afiadidas
en el pienso sobre la morfologia del tracto gastrointestinal, en concreto, sobre la longitud de las
vellosidades y la profundidad de criptas del yeyuno aviar. De manera general, la edad manifestd
una influencia significativa (P<0,001) sobre la longitud de las vellosidades, las cuales
aumentaron conforme la edad avanzaba; la profundidad de las criptas disminuy6 leve pero
significativamente (P<0,001) con la edad de los animales. No se observaron diferencias
estadisticas generadas por los tratamientos analizados.

Al igual que en el experimento con formas trans (primera prueba experimental) en la dieta de los
animales, el desarrollo de las vellosidades y criptas intestinales, sigue un patron de crecimiento
relativamente normal, como el observado en condiciones no experimentales. De ello derivan las
diferencias observadas en cuanto a la edad de los animales.
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Figura 5.14. Longitud de vellosidades y profundidad de criptas. t: Tratamientos; a: Edad; SEM del modelo longitud:
0,10; SEM del modelo profundidad: 0,02

La presencia de linfocitos intraepiteliales (IEL) fue similar entre ambos tratamientos analizados,
tanto a 9 como a los 21 dias de vida. No obstante, el numero de linfocitos en las vellosidades
disminuy6 significativamente (P=0,002) a los 21 dias de vida, tal como puede apreciarse en la
tabla 5.8, similarmente a lo observado en el primer experimento.

De acuerdo a revisiones acerca de la utilizacién o exposicion de dioxinas y PCBs en animales y
seres humanos, cabria esperar diferencias entre tratamientos. Fairbrother et al. (2004), Gallego
et al. (2005) y posteriormente Schecter et al. (2006) coinciden en indicar que la exposicién a
dioxinas y PCBs tiene como una de sus consecuencias la disminucion de la respuesta inmune
por inmunosupresion. Pero la falta de respuesta manifestada por los animales, tanto a nivel de
los rendimientos productivos como de signos clinicos, hace entrever que no existié una situacion
de activacion del sistema inmune que pudiera permitir observar diferencias derivadas del
consumo de contaminantes por parte de los animales, aunque tambien cabe la posibilidad de
que los niveles empleados en el presente experimento no fueran lo suficientemente altos como
para provocar un estado de inmunosupresion.

Tabla 5.8. Numero de linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos
Edad (dias) 9 21 Pt Pa | P(txa)
HD LD HD LD
IEL 26,11| 27,83 21,78 19,52| 0,888| 0,002| 0,304

IEL: Linfocitos intraepiteliales; Pt: p valor tratamientos; Pa: p valor edad; P (txa): p valor de
la interaccion; HD: Nivel alto de dioxinas y PCBs; LD: Nivel bajo; SEM del modelo: 5,16
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La mayor parte de los efectos observados corresponden principalmente a la calidad de la materia
grasa, mas que al contenido de las sustancias contaminantes. En general, el efecto de la edad
fue significativo en tanto que los tratamientos no provocaron diferencias de importancia
estadistica. No obstante, la transferencia de dioxinas y PCBs del pienso hacia la carne esta
claramente demostrada y requiere una especial atencién al momento de generar
recomendaciones acerca del uso de grasas recicladas en las que se encuentren presentes
niveles variables de estos contaminantes organicos.
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5.3. TERCERA PRUEBA EXPERIMENTAL: “Evaluacion de la presencia de

hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAPs (P)”

En esta prueba experimental, se utilizaron materias grasas con un diferente contenido de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), en concreto, aceite acido comercial de orujo de
oliva con un contenido de 5291 ng HAPs/g de aceite (271 ng HAPs/g de pienso) afiadido a la
dieta experimental HP, y aceite acido de oliva con un contenido de <18 ng HAPs/g de aceite
(traza en el pienso) afiadido a la dieta experimental LP. En ambos casos, habia un contenido de
< 2 ng PBDEs (difenilo éteres polibromados)/g de aceite. Diversos autores (Arrebola et al., 2006;
Ballesteros et al., 2006; Guillen et al., 2004; Moreda et al., 2004; Moret et al., 1997), coinciden en
identificar elevados niveles de HAPs en aceites acidos de oliva u orujo de oliva, mas que en
otros tipos de aceites, debido al proceso que siguen para su obtencidn y purificacion.

La racion base asi como el nivel de inclusién de las materias grasas fueron los mismos que en
las otras pruebas experimentales. El analisis de calidad de estos aceites reveld un grado de
acidez del orden de 100,4 mg KOH/g de aceite para el tratamiento HP y de 108,3 mg KOH/g de
aceite para el tratamiento LP (Anélisis realizado en el Departamento de Nutricion y Bromatologia,
Universidad de Barcelona). La Tabla 5.9., presenta el perfil de &cidos grasos de las materias
grasas del presente experimento. La composicién de las grasas incluidas en los dos tratamientos
dietéticos es practicamente la misma, no observandose diferencias en la relacion
saturado/insaturado (0,23 en ambos tratamientos). Los coeficientes de digestibilidad aparente de
la materia seca y materia organica obtenidos a partir de balances de digestibilidad realizados a
los 14 y 37 dias de vida fueron similares para ambos piensos experimentales. La digestibilidad
aparente fecal del extracto etéreo fue ligeramente superior en el tratamiento LP en ambas
edades (74,9 % y 78,2%, LP vs. 72,8% y 76,6%, HP, 14 y 37 dias respectivamente, P<0,05)
(Mateus, 2007)

Tabla 5.9. Perfil de acidos grasos de las materias grasas incluidas en el tercer experimento (P)

Trat AGS AGMI AGPI Insat Sat/insat
HP (%) 19,0 69,7 11,3 81,0 0,23
LP (%) 18,9 71,2 9,9 81,1 0,23

AGS: Acidos grasos saturados; AGMI: Acidos grasos monoinsaturados; AGPI: Acidos grasos poliinsaturados

Existe una amplia documentacion y también una gran controversia sobre el efecto de estos
contaminantes en el medio ambiente, los animales silvestres y los seres humanos. Sin embargo,
la informacion es escasa en relacidén a su efecto sobre los animales de explotacion ganadera,
tanto en el impacto sobre su productividad y salud, como sobre el riesgo de la transferencia
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hacia el producto final, en términos de seguridad alimentaria, objetivo Ultimo del proyecto
europeo “Feeding Fats Safety”.

5.3.1. RENDIMIENTOS PRODUCTIVOS E INCIDENCIAS OBSERVADAS
DURANTE EL PERIODO EXPERIMENTAL

No se observaron incidencias destacables o mortalidad de las aves durante el periodo
experimental. Asimismo, no se observaron lesiones patolégicas en el momento de realizar el
examen post-mortem. Aparentemente, un alto nivel de contaminacion de las materias grasas
incluidas en los piensos, no genera una respuesta negativa de los animales. Estos resultados
concuerdan con los observados por Ciganek (2002) y Ciganek y Neca (2006), quienes tampoco
reportaron problemas de salud en cerdos y bovinos alimentados con dietas que contenian 256
ng HAPs/g de pienso y 14156 ng HAPs/g de pienso, respectivamente, durante periodos
experimentales de 6 y 8 meses. Paralelamente, el impacto de los HAPs sobre la salud de los
animales fue evaluado en un experimento realizado por Beauchamp et al. (2002), con el empleo
de fibra de papel como fuente de celulosa, a niveles de inclusién en el pienso de 0 %, 5 % y 10
% (0, 310 y 620 ug HAPs/g de pienso, respectivamente), ante la posibilidad de la ingestion de
este material contaminado (este tipo de trabajos esta destinado a la bisqueda de material para
camas, alternativo en regiones que presentan poca productividad de residuos de fibra o serrin).
El periodo de exposicion de las aves fue de 7 semanas. En dicho experimento, la salud de los
animales no se vio afectada.

Por el contrario, distintas referencias apuntan a un efecto negativo de los HAPs sobre la salud,
tanto de personas como de animales. Estos efectos incluyen la generacién de diferentes cuadros
clinicos asi como la capacidad carcinogénica y mutagénica de estos compuestos de
contaminacion organica (Mastandrea et al., 2005; SCF, 2002a; SCF, 2002b; vanSchooten et al.,
1997; Villar, 2004). No obstante, estas manifestaciones son caracteristicas de individuos que han
sido sometidos a un largo periodo de exposicién, mayor al empleado por los autores
anteriormente citados y en nuestro periodo experimental. Por otro lado, parece ser que cuanto
menor es el desarrollo de los animales, la sensibilidad a la exposicidn de estos contaminantes es
mayor. En el trabajo publicado por Brunstrom et al. (1990), la exposicion a niveles de 4,6 - 6,5 %
wiw (sobre el peso de los huevos) de soluciones de HAPs inoculadas en el saco vitelino de
huevos fertiles a partir del dia 5 de incubacidn produjo elevadas tasas de mortalidad (de hasta el
100 % en el caso de patos y del 40 % en pollos) en los embriones de pollos, pavos y patos
domésticos. Otros autores (Engwall et al., 1999; Matlova et al., 1995) coinciden en indicar la
mayor susceptibilidad, a elevadas dosis del contaminante, durante el desarrollo de embriones de
pollo.
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En el marco del proyecto de investigacién (FFS) del cual forma parte la presente memoria,
Devier y Budzinski (2007) realizaron un experimento en el que alimentaron pollos de carne con
piensos que contenian materias grasas a las que se contamind con niveles cuatro veces
superiores a los empleados en la presente prueba experimental (1200 ng HAPs/g de pienso). En
dicha prueba no se observaron manifestaciones clinicas ni incidencias durante el periodo
experimental de 40 dias. Ademas, se midié la transferencia del contaminante en la carne e
higado de los animales, observandose niveles que no superaron los 8 ng HAPs/g de tejido tanto
hepatico como muscular. La transferencia del contaminante en la carne e higado de los pollos de
nuestra prueba experimental tampoco supero los 8 ng HAPs/g de tejido.

La Tabla 5.10., presenta el consumo medio diario (CMD, expresado en gramos/ave y dia),
ganancia media diaria (GMD, expresado en g/ave y dia) e indice de transformacién (IT, pienso
consumido/ganancia de peso), obtenidos en los controles productivos a diferentes edades, el
control parcial a los 21 dias de vida de las aves y el control productivo global del periodo
experimental. En general, el rendimiento productivo de las aves no se vio afectado por los
niveles de contaminaciéon de HAPs en la dieta, ya que no se registraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Los pesos vivos finales alcanzados por las aves a la conclusion del
periodo experimental fueron similares entre tratamientos (1902+120 g, HP vs 1920+140 g LP; P
<0,05). Estos resultados corroboran los obtenidos por Devier y Budzinski (2007), en cuyo
experimento con niveles de concentracién superiores, descritos previamente, no generaron
diferencias en la productividad de los pollos de carne.

En el trabajo ya mencionado de Beauchamp et al. (2002), se determiné la transferencia del
pienso a los tejidos del animal, hallando niveles de concentracion de HAPs totales, proximos a 7
ng HAPs/g de tejido hepatico y de 4 ng HAPs/g de tejido adiposo, cuando el nivel de inclusién de
la fibra de papel era del 10 %, aportando 620 ug HAPs/g de pienso. A pesar de ello, las aves no
manifestaron problemas de salud, pero si una menor ganancia de peso en comparacion a los
animales que no consumieron las dietas que contenian HAPs (tratamiento con el 0% de
inclusion), que puede ser explicada por las diferencias en el contenido en fibra de las dietas
experimentales utilizadas por los autores.
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Tabla 5.10. Resultados productivos de la prueba experimental P

Tratamientos HP LP SEM P
6-9 dias
CMD (g/ave) 17,15 17,20 0,58 0,902
GMD (g/ave) 13,92 13,83 0,79 0,874
IT 1,233 1,245 0,030 0,602
10-13 dias
CMD (g/ave) 33,82 34,16 5,30 0,931
GMD (g/ave) 26,68 27,38 0,65 0,186
IT 1,266 1,247 0,184 0,892
14-21 dias
CMD (g/ave) 52,76 54,48 0,78 0,021
GMD (g/ave) 42,20 43,38 1,01 0,149
IT 1,251 1,256 0,031 0,802
22-37 dias
CMD (g/ave) 117,19 118,86 2,51 0,384
GMD (g/ave) 69,73 70,07 6,61 0,945
IT 1,690 1,709 0,160 0,869
Parcial 6-21 dias
CMD (g/ave) 39,12 40,08 1,09 0,258
GMD (g/ave) 31,25 31,99 0,54 0,104
IT 1,253 1,253 0,043 0,994
Global (6-37 dias)
CMD (g/ave) 81,5 82,85 1,34 0,204
GMD (g/ave) 52,14 52,66 3,71 0,85
IT 1,569 1,580 0,111 0,896

CMD: Consumo medio diario; GMD: Ganancia media diaria; IT:
Indice de transformacion; SEM: Error estandar de la media; HP:
Nivel alto de HAPs; LP: Nivel bajo.

5.3.2. TASA DE HEMOLISIS Y VALORES TBARs EN MUESTRAS DE
SANGRE

Las muestras de sangre colectadas a 9, 13, 21 y 37 dias de vida de las aves se analizaron para
determinar la resistencia de la membrana de los eritrocitos a la hemolisis (tasa de hemdlisis) y la
proporcién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs). Estos resultados se
presentan en las figuras 5.15., y 5.16., respectivamente. Con relacién a la tasa de hemdlisis, no
se observaron diferencias provocadas por los tratamientos (HP vs. LP), salvo en el caso del
andlisis realizado el dia 13, en el que se registré una mayor tasa de hemolisis en los animales
alimentados con la dieta LP, sin razén aparente. En general, la resistencia de la membrana
aumentd con la edad reflejandose en una disminucion del porcentaje de hemdlisis a medida en
que la edad aumentaba, tal y como también se observé en los experimentos anteriores. A pesar
del efecto significativo de la edad (P<0,001), los valores de oxidacion secundaria TBARs

138



Resultados y Discusion

presentaron variaciones de concentracién ligeras situandose en valores de entre los 0,189 y
0,264 nmol/ml de TBARs. Los tratamientos no generaron diferencias estadisticamente
significativas en esta segunda determinacion analitica.

Tasa de hemoalisis

P valor: t =0,307; a <0,001; (t x a) = 0,013
701 %
60+
50+
40+

% 30+
20+

OHP
mLP

9 13 21 37
edad en dias

Figura 5.15. Tasa de hemdlisis. t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HP: Nivel alto de HAPs;
LP: Nivel bajo; SEM del modelo: 13,06; *: P<0,05 (diferencia observada entre tratamientos a esta edad)

TBARS
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Figura 5.16. Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). t: Tratamientos; a: Edad de los animales;
HP: Nivel alto de HAPs; LP: Nivel bajo; SEM del modelo estadistico: 0,02

Al analizar muestras de aceite de orujo de oliva, resultantes del procesamiento de aceite virgen
de oliva extra, Guillen et al. (2004) concluyen que los antioxidantes naturales que estan
presentes en estos aceites pueden ser absorbidos junto a los HAPs que los contaminan,
inhibiendo ciertas reacciones de oxidacion. De hecho, las materias grasas del experimento
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presentaron un nivel relativamente alto de antioxidantes (tocoferoles y tocotrienoles), en concreto
el a-tocoferol alcanzé una concentracién de 248 mg/kg tratamiento HP y 69 mg/kg en el
tratamiento LP (Analisis realizado en el Departamento de Nutricién y Bromatologia, Universidad
de Barcelona).

5.3.3. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL (contenido cecal)

A. Diversidad microbiana: t-RFLP.- La comparacion de los distintos perfiles microbianos
de las aves, obtenidos en la restriccion enzimatica se presenta en la Figura 5.17. El dendograma
(obtenido del analisis de muestras de contenido cecal de 48 pollos) representa los resultados
observados a la aplicacion de las dietas experimentales con un nivel alto y bajo de HAPs. Al
igual que los otros experimentos, las muestras corresponden a aves que fueron sacrificadas a 9,
21y 37 dias de vida. Las distancias de separacion en el dendograma corresponden al porcentaje
de similitud.

En nuestras condiciones y de manera general, todas las muestras analizadas alcanzaron un
considerable grado de similitud del 68 %. La composicion ecoldgica de la microbiota fue afectada
por la edad de los animales, en tanto que los tratamientos no manifestaron diferencias de
importancia estadistica. Asi, los animales sacrificados los dias 9 6 37 mostraron elevados
coeficientes de similitud entre ellos (76 y 78 %, respectivamente), separandose en clusters
diferentes (clusters A y B, respectivamente). Esta diferenciacion de los animales en el primer y
ultimo periodo, es una consecuencia de la transicion de la microbiota del animal joven hacia el
adulto, fenémeno que fue discutido ya en apartados anteriores. Con relacion a los animales
sacrificados el dia 21, estos se distribuyen heterogéneamente a lo largo del dendograma sin
manifestar un claro efecto asociado a los tratamientos (flechas de color azul).

Por otro lado, algunos animales sacrificados el dia 21, que recibieron el nivel alto de HAPs (HP),
se agruparon en un cluster asociado a los animales sacrificados el dia 37 (seccion inferior del
dendograma). Este aparente efecto de los HAPs sobre la microbiota en el tercer periodo, podria
sugerir un ligero desarrollo de la microbiota influenciado por el tratamiento, pero que no se
considera como un claro disturbio en el equilibrio de la ecologia microbiana.
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Figure 5.17. Dendograma que presenta la similitud entre bandas patron obtenidas por t-RFLP

141



Resultados y Discusion

A pesar del numero de fragmentos terminales que increment6 progresivamente con la edad de
los animales (Figura 5.18.), no se observaron diferencias estadisticas provocadas por la
aplicacion de los tratamientos. El incremento en la biodiversidad, similar al esperado en
condiciones no experimentales, sugiere un cierto grado de adaptacidn por parte de las bacterias
a las condiciones del medio (probablemente muy préximo al rango minimo de adaptacion).

Riqueza de picos
P valor: t =0,197; a <0,001; (t x a) = 0,424
1001
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40 1 mLP
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Figura 5.18. Riqueza de picos (nimero de picos). t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HP: Nivel alto de HAPs;
LP: Nivel bajo; SEM del modelo: 10,61

B. Actividad microbiana: productos de fermentacion.- Las muestras de contenido
cecal, se procesaron para determinar la actividad microbiana en términos de concentracion
(umol/g de muestra), asi como de proporcidén (%) de los mas importantes productos de
fermentacidn. Asi, la produccion total de acidos grasos volatiles (AGVs) y la produccidn de acido
lactico se presentan en la Figura 5.19., en tanto que la proporcién de los AGVs mayoritarios se
presenta en la tabla 5.8.

El total de los AGVs producidos manifestd un descenso en la concentracion conforme la edad
avanzaba, aunque esta disminucion asi como las diferencias entre los tratamientos no fueron
estadisticamente significativas.

En cuanto a la concentracion de &cido lactico, las muestras procedentes de animales
sacrificados el dia 21 presentaron un desmesurado nivel de &cido lactico, que se normalizo a los
37 dias de vida. Este fendmeno no tiene una clara explicacion y podria estar relacionado con un
error metodoldgico en el procesado de las muestras, por lo que estos resultados deben
considerarse con precaucion.
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SCFA Total Acido lactico
P valor: t = 0,933; a=0,084; (t x a) = 0,272 P valor: t = 0,644; a = 0,069; (t x a) = 0,815
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Figura 5.19. Acidos grasos de cadena corta (SCFA) totales y concentracién de acido lactico. t: Tratamientos; a:
Edad de los animales; HP: Nivel alto; LP: Nivel bajo; SEM del modelo SCFA Total: 27,67; SEM del modelo Acido
lactico: 0,94

La Tabla 5.11., resume el perfil de acidos grasos de cadena corta en las muestras de contenido
cecal de los pollos del experimento P. Las diferencias estadisticas observadas corresponden a la
concentracion de los acidos, acético, propidnico, valérico y los é&cidos grasos volatiles
ramificados, que fue influenciada significativamente por la edad de los animales. La proporcion
de acetato disminuy6 significativamente en tanto que la produccion de acido propiénico aumenté
al igual que las proporciones de los acidos volatiles ramificados. En ninguno de los casos se
observo diferencia entre los tratamientos (HP vs. LP).

Tabla 5.11. Perfil de &cidos grasos de cadena corta (Expresado en %)

Edad (dias) 9 21 37 SEM Pt  Pa P(txa)
HP P HP P HP LP

Acético % 788 768 754 775 697 691 387 0877 <0001 0,366

Propionico% 47 76 63 62 139 119 358 0812 <0001 0,198

Butirico % 134 124 155 139 122 143 398 0892 0448 0,39

Valérico % 19 22 17 14 20 23 045 0712 0002 0,107

Ramificados% 12 14 10 10 22 25 083 0536 <0,001 0,768

SEM: Error estandar de la media; Pt: p valor para los tratamientos; Pa: p valor para la edad; P(txa): p valor de la
interaccion; HP: Nivel HAPs; LP: Nivel bajo.

La relacion entre los AGV mayoritarios mantuvo la tendencia de acético > butirico > propiénico
durante todo el periodo experimental. Este comportamiento es similar al observado por van der
Wielen et al. (2000), quienes estudiaron la produccion de AGVs en pollos en crecimiento en
condiciones comerciales, en las que el pienso estaba compuesto principalmente por maiz y soja
(de manera similar a nuestro experimento). A diferencia de este autor, Rehman et al. (2007) y
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Montagne et al. (2003) observaron un incremento en la proporcion de propionato por encima de
la proporcién de butirato (y menor que la de acetato), en pollos alimentados con dietas
suplementadas con fibra. Parece l6gico suponer que el sustrato alimenticio puede modificar la
produccion de AGVs, en tanto que no se ha detectado un efecto del nivel de contaminacién de
las materias grasas empleadas en nuestro experimento.

C. Microorganismos patogenos: Presencia de coccidias en excreta.- El nimero de
coccidias en excreta contabilizados a 18 y 37 dias de vida de los animales se presenta en la
Figura 5.20. Las aves alimentadas con la dieta HP, mostraron un mayor conteo de ooquites de
coccidia por gramo de excreta (OPG). Asi mismo, la concentracion de OPGs, incremento
significativamente con la edad. No obstante, los niveles encontrados no provocaron
manifestaciones clinicas y se situaron dentro de rangos considerados normales en condiciones
comerciales.

No hay evidencia que nos permita relacionar un efecto de estos contaminantes organicos sobre
una mayor o menor viabilidad de los parasitos. Los efectos observados parecen estar
relacionados mas a la calidad y a la composicién de las materias grasas que al diferente nivel de
contaminacion estudiados. Asi, la diferencia significativa entre los conteos de ooquistes de
coccidias de los tratamientos HP vs. LP podria estar relacionada con su mayor contenido de
antioxidantes como los tocoferoles y tocotrienoles, que alcanzaron una concentracién total de
278 mgl/kg de aceite en HP en comparacién a los antioxidantes determinados en el tratamiento
LP de 69 mg/kg de aceite. Allen y Fetterer (2002) observaron un incremento en el conteo de
OPGs en la excreta de pollos alimentados con una dieta suplementada con 200 ppm de acetato
de a-tocoferol, frente a otra sin la adicidn del antioxidante.

Coccidias en excreta

P valor: t = 0.008: a <0.001: (t x a) = 0.609

5_

5+ 3

o) 4 mLP
0

18 37

edad en dias

Figura 5.20. Coccidias en excreta. OPG: Ooquistes por gramo de excreta (logaritmo); HP: Nivel alto;

LP: Nivel bajo; SEM del modelo: 0,19; * P<0,05; 1 P<0,10 (Diferencias observadas entre tratamientos
experimentales)
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5.3.4. HISTOMORFOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

(secciones de yeyuno)

La Figura 5.21., presenta los resultados obtenidos al evaluar la influencia de las grasas
contaminadas afadidas en el pienso sobre la morfologia del tracto gastrointestinal, en concreto,
sobre la longitud de las vellosidades y la profundidad de criptas de una seccion intestinal
correspondientes al yeyuno de las aves utilizadas en este experimento.

De manera general, la edad manifestd una influencia significativa (P<0,001) sobre la longitud de
las vellosidades, las cuales aumentaron conforme la edad avanzaba; la profundidad de las
criptas disminuy6 leve pero significativamente (P<0,001) con la edad de los animales. No es
posible establecer una clara relacion entre la presencia de HAPs en el pienso de los animales y
la morfologia del tracto digestivo, aun a pesar de la diferencia significativa observada en la
profundidad de las criptas entre los animales que consumian la dieta LP y sus homélogos que
consumian la dieta HP (P<0,05) a 21 dias de vida, debido a que no se dispone de informacion
suficiente a cerca del efecto de estos contaminantes sobre los parédmetros histologicos
estudiados.

El patron evolutivo de las vellosidades intestinales, asi como la disminucion en la profundidad de
las criptas intestinales conforme la edad aumenta, se corresponden con los experimentos
anteriores (isomeros trans y Dioxinas — PCBs) y con el desarrollo esperado en condiciones no
experimentales.

Longitud de vellosidades Profundidad de criptas
P valor: t = 0,637; a <0,001; (t x a) = 0,050 P valor: t = 0,572; a <0,001; (t x a) = 0,097
1+ 0,4+
0,84 -I-
- - O HP o
g gi/ mLP g 0.21 * IEE
0,27
O+ 0-
9 21 9 21
edad en dias edad en dias

Figura 5.21. Longitud de vellosidades y profundidad de criptas. t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HP: Nivel
alto HAPs; LP: Nivel bajo; SEM del modelo longitud: 0,06; SEM del modelo profundidad: 0,02; 1: P<0,10; *: P<0,05
(Diferencias observadas entre tratamientos experimentales)

La respuesta inmune estimada Unicamente a partir del nimero de linfocitos intraepiteliales (IEL,
Tabla 5.12.) no manifestd diferencias de importancia entre tratamientos tanto en el conteo
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realizado a 9 como a 21 dias de vida. No obstante, y al igual que en los experimentos anteriores,
el nimero de linfocitos en las vellosidades disminuyé significativamente (P<0,001) a los 21 dias
de vida de las aves.

La presencia de HAPs en la dieta no manifestd un claro efecto sobre la respuesta inmune de los
animales. Similarmente a lo apuntado en el caso de las dioxinas, cabia esperar que la presencia
de grasas contaminadas provocara una inmunosupresion. Los reportes y la opinién cientifica del
Scientific Committee on Food de la UE (SCF, 2002a; SCF, 2002b) evaluaron el riesgo de
exposicion a los HAPs de los seres vivos y concluyen en que uno de sus efectos es la
inmunosupresién, e incluye entre otras cosas, la disminucion de la respuesta mediada por
células (linfocitos T).

No obstante, nuestros resultados no son concluyentes. La respuesta inmune, como ya se ha
comentado en el experimento anterior, es un proceso complejo que en muchos casos necesita
una activacion para manifestar diferencias. Es probable que la falta de respuesta observada
también en este experimento se deba a la no activacion o no estimulacién del sistema inmune,
motivo por el cual se deben cuestionar la importancia relativa de este parametro (conteo de IELS)
como Unico indicativo de la respuesta inmune.

Tabla 5.12. Numero de linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos
Edad (dias) 9 21 Pt Pa | P(txa)
HP LP HP LP
|EL 26,07| 22,70| 18,05| 18,82| 0,384|<0,001 | 0,169

Pt: P valor tratamientos; Pa: P valor edad; P(txa): P valor de la interaccién; HP: Nivel alto
HAPs; LP: Nivel bajo HAPs; SEM del modelo: 4,16

El efecto de los HAPs presentes en las materias grasas que se incluyen en los piensos animales
depende, fundamentalmente, del nivel de contaminacion (grado de exposicion) y el tiempo de
exposicion en los animales. En este sentido, la ausencia de diferencias de importancia
estadistica observadas entre nuestros tratamientos, reflejan hasta cierto grado la inocuidad del
nivel empleado. No obstante, la transferencia y las vias de excrecion de estos contaminantes
deben ser consideradas con especial atencidn. Asi por ejemplo, Devier y Budzinski, en el marco
del proyecto europeo FFS determinaron niveles totales proximos a 130 ng HAPs/g de bilis en los
pollos de nuestro experimento alimentados con la dieta HP, en comparacion a < 15 ng HAPs/g
de bilis del tratamiento LP; el resto pudo ser eliminado en la excreta aunque lamentablemente no
se disponen de datos de esta via de excrecion.
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5.4. CUARTA PRUEBA EXPERIMENTAL: “Evaluaciéon de la presencia de

productos de oxidacion (O)”

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la presencia de aceites reciclados de
freiduria en la dieta de pollos de carne durante un periodo experimental de 5 a 37 dias de vida.
Los piensos experimentales empleados, estaban compuestos por una racién base (maiz y soja)
que incluian un 6 % de grasa con 2 niveles de alteracion: nivel alto, compuesto por una mezcla
70/30 de aceite de girasol y oliva, residuo de freiduria (HO=6,61 % de contenido de polimeros y
67,43 valor p-anisidina) y nivel bajo, compuesto por una mezcla 70/30 de aceites comerciales de
girasol y oliva sin calentar (LO=0,35 % de contenido de polimeros y 2,74 valor p-anisidina).
Como se habia mencionado en el capitulo de material y métodos, los aceites del tratamiento HO
se calentaron adicionalmente a 165-170°C durante 8 horas, para conseguir el presente grado de
oxidacion.

Determinaciones realizadas por el Departamento de Nutricion y Bromatologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Barcelona revelaron que el perfil de &cidos grasos de las grasas
utilizadas fue bastante similar (Tabla 5.13), aunque la grasa LO presentd 7 unidades
porcentuales mas de AGPI. Debido a que la proporcion de AGMI fue inversa a la proporcién de
AGPI, la proporcién de insaturados asi como la relacion saturados vs insaturados fue
practicamente la misma en los dos tratamientos experimentales.

El contenido en Vitamina E de los aceites también fue diferente. Probablemente como resultado
del proceso de calentamiento de la grasa HO, el contenido en tocoferoles y tocotrienoles totales
(317,78 mg/kg de los cuales 296,58 correspondian a a-tocoferol) fue inferior al determinado en el
aceite del tratamiento LO que present6 una concentracion total de 501,96 mg/kg, de los cuales
460,72 correspondian al a-tocoferol. Por otro lado, la digestibilidad aparente fecal de las grasas
(extracto etéreo), no se diferenci6 de las obtenidas en los experimentos 2 (dioxinas y PCBs) y 3
(HAPs), situdndose en valores proximos a 78 % en tanto que las grasas de los otros 2
experimentos alcanzaron 82 y 75 %, respectivamente.

Tabla 5.13. Perfil de acidos grasos de las materias grasas de la cuarta prueba experimental (O)

Trat AGS AGMI AGPI Insat Sat/insat
HO (%) 14,1 44,9 40,9 85,9 0,16
LO (%) 12,4 39,2 48,4 87,6 0,14

AGS: Acidos grasos saturados; AGMI: Acidos grasos monoinsaturados; AGP!: Acidos grasos poliinsaturados
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El efecto de la adicion de grasas poliinsaturadas y antioxidantes en la dieta sobre los
rendimientos productivos y los niveles de oxidacion en la carne de pollo y huevos, esta bien
documentado (Bou et al., 2006; Cortinas et al., 2004; Galobart, 2000; Galobart et al., 2001; Grau
et al., 2001; Lin et al., 1989b; Maraschiello et al., 1999; Robey y Shermer, 1994; Ruiz et al., 1999;
Villaverde et al., 2004; Villaverde, 2005; Wang et al., 1997). Estos trabajos se centran en los
resultados de determinaciones post-mortem realizadas con el objetivo de evaluar el efecto del
potencial oxidativo de las grasas poliinsaturadas y su correccién a través de antioxidantes en el
pienso sobre la estabilidad de los lipidos de los productos finales.

Por el contrario, son escasos los trabajos orientados a estudiar el impacto de la ingestion de
materias grasas oxidadas sobre parametros de salud de los animales en produccién (estrés
oxidativo in vivo) y, mas concretamente sobre parametros indicadores de lo que genéricamente
denominamos “salud gastrointestinal” (efecto sobre la mucosa), asi como sobre la flora
microbiana (tanto saprofita como patdgena).

5.4.1. RENDIMIENTOS PRODUCTIVOS E INCIDENCIAS OBSERVADAS
DURANTE EL PERIODO EXPERIMENTAL

El periodo experimental se caracterizé por la ausencia de incidencias y mortalidad de las aves.
Asi mismo, no se observaron lesiones patoldgicas al momento de realizar el examen post-
mortem. El nivel de alteracion de las materias grasas incluidas en los piensos no parece
provocar una respuesta negativa de los animales. Estas observaciones son similares a las
descritas por Oertel y Hartfiel (1982), con el empleo de grasas oxidadas. En este trabajo, un
nivel de inclusién en el pienso de 7 % de aceite de soja oxidado (condiciones de oxidacion no
especificadas) no generd problemas de salud. Liu y Huang (1996) tampoco observaron
problemas en la salud en ratas alimentadas con piensos que contenian grasas oxidadas (15 %
de aceite de soja termooxidado a 205 + 5°C por 6 horas). En contraposicion, diversos trabajos
(Chin Sou Fei, 1995; Dibner et al., 1996; Eder et al., 2003; Penumetcha et al., 2000; Staprans et
al., 1996a; Staprans et al., 1996b) resaltan el potencial riesgo de la generacién de enfermedades
con el empleo de materias grasas oxidadas. También se alerta de que una severa oxidacion de
los lipidos en grasas potencialmente oxidables de la dieta pueden causar la deplecion del
contenido de antioxidantes como la vitamina E (Sheehy et al., 1993), provocando severos
cuadros de encefalomalacia (Lin et al., 1989a; Wang et al., 1997), e inmunoincompetencia (Turek
etal., 2003).

Los parametros productivos, consumo medio diario (CMD, expresado en gramos/ave y dia),
ganancia media diaria (GMD, expresado en g/ave y dia) e indice de transformacion (IT, pienso
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consumido/ganancia de peso), obtenidos en los controles productivos a diferentes edades, el
control parcial a los 21 dias de vida de las aves y el control productivo global del periodo
experimental, se presentan en la Tabla 5.14. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el periodo productivo global entre tratamientos, aunque los animales
alimentados con el tratamiento LO (pienso con bajo nivel de productos de oxidacion) mostraron
un ligero mejor IT que los animales alimentados con el tratamiento HO (P=0,018) en el periodo
comprendido entre 6 y 21 dias de vida. Las diferencias no se mantuvieron en los animales a
mayor edad cuyos pesos finales fueron 1815 + 68 g para el tratamiento HO y de 1802 + 64 g
para el tratamiento LO.

Tabla 5.14. Resultados productivos de la prueba experimental O

Tratamientos HO LO SEM P
6-9 dias
CMD (g/ave) 21,58 21,19 0,23 0,053
GMD (g/ave) 18,04 17,39 0,58 0,162
IT 1,198 1,219 0,044 0,485
10-13 dias
CMD (g/ave) 38,59 37,60 0,77 0,120
GMD (g/ave) 29,18 28,73 0,90 0,502
IT 1,323 1,309 0,031 0,537
14-21 dias
CMD (g/ave) 66,31 65,01 1,16 0,165
GMD (g/ave) 46,64 47,84 1,39 0,269
IT 1,422 1,359 0,032 0,020
22-37 dias
CMD (g/ave) 104,14 103,25 4,18 0,772
GMD (g/ave) 61,53 60,59 3,18 0,689
IT 1,694 1,705 0,041 0,720
Parcial 6-21 dias
CMD (g/ave) 48,20 47,21 0,70 0,094
GMD (g/ave) 35,12 35,45 0,59 0,469
IT 1,372 1,331 0,024 0,018
Global
CMD (g/ave) 78,57 77,62 2,48 0,610
GMD (g/ave) 49,46 49,10 1,88 0,796
IT 1,589 1,581 0,033 0,708

CMD: Consumo medio diario; GMD: Ganancia media diaria; IT:
Indice de transformacion; SEM: Error estandar de la media; HO:
Nivel alto de productos de oxidacién; LO: Nivel bajo.

La presencia de grasas oxidadas en el pienso de los animales ha recibido especial atencién por
parte de algunos autores (Chin Sou Fei, 1995; Hamilton y Kirstein, 2003; Robey y Shermer,
1994; Sheehy et al., 1994; Sheehy et al., 1993; Wang et al., 1997), quienes coinciden en indicar
que el empleo de materias grasas sometidas a procesos térmicos tiene una repercusion negativa
en el rendimiento productivo, de manera que aves alimentadas con dichos aceites, entre ellos
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aceite de girasol oxidado, provocaron menores rendimientos productivos en comparacion con las
aves que consumian dietas suplementadas con aceites sin procesar. En vista de nuestros
resultados, nosotros no podemos concluir un efecto negativo sobre la productividad las grasas
derivado de la presencia de productos de oxidacién en el pienso de los pollos en crecimiento. De
hecho, como anteriormente se ha comentado, los balances de digestibilidad aparente efectuados
a dos edades (Mateus, 2007) no mostraron diferencias entre tratamientos en el coeficiente de
digestibilidad fecal de la materia seca, la materia organica o el extracto etéreo.

5.4.2. TASA DE HEMOLISIS Y VALORES TBARs EN MUESTRAS DE
SANGRE

Los parametros sanguineos tasa de hemdlisis y valores TBARs, son presentados en la Figura
5.22. Las muestras de sangre procedian de los 80 pollos incluidos en esta prueba experimental y
corresponden a 32 aves de la colecta realizada a 9 dias de vida (16 muestras = pool de 2
aves/muestra) y 16 aves cada uno de los 13, 21 y 37 dias de vida. No se observo la existencia
de interaccion entre las dos variables analizadas (tratamientos y edad de las aves). La aplicacién
de los tratamientos no gener6 diferencias estadisticas significativas relativas a la resistencia de
la membrana de los eritrocitos. En el caso de la concentracién de productos de oxidacion
secundaria (TBARs) tampoco se observaron diferencias entre tratamientos. Unicamente los
animales de 9 dias de vida que recibieron la dieta HO presentaron una ligera mayor
concentraciéon de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (P<0,05) que los animales que
recibieron la dieta con el nivel bajo (LO). Por otro lado, la tasa de hemdlisis fue menor
estadisticamente (P<0,001) en animales que alcanzaron mayor edad (37 dias de vida) que
aquellos mas jovenes, demostrando el efecto de la edad sobre el estado oxidativo in vivo. Por el
contrario, los valores TBARs, que se situaron entre 0,201 y 0,237 nmol TBARs/ml de sangre, no
se diferenciaron estadisticamente con la edad a lo largo del periodo experimental.

Por tanto podemos concluir que el consumo de productos de oxidacion lipidica no provoco un
claro efecto sobre los parametros sanguineos estudiados. Un ensayo experimental previo
realizados por nuestro grupo (Choque-L6pez et al., 2006) corrobora los resultados obtenidos en
la tasa de hemdlisis ya que el empleo de grasas oxidadas, en concreto, aceite de girasol oxidado
calentado a 180 °C durante 35 horas vs aceite de girasol sin oxidar, al mismo nivel de inclusién
utilizado en este experimento (6%), no provoco efecto alguno en este pardmetro.

Las diferencias encontradas en la bibliografia en la tasa de hemolisis de los eritrocitos (como
parametro indicativo del estado oxidativo in vivo del animal) se deben al potencial oxidativo de
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las grasas, relacionado con el grado de insaturacion. Conforme aumenta el grado de insaturacion
de las materias grasas se incrementa su susceptibilidad a la oxidacion. (Moriguchi et al., 2001;
Schiavone et al., 2005) observaron un descenso en la integridad de los eritrocitos al aumentar el
grado de insaturacion de la grasa dietética, coincidiendo con otro de los trabajos de nuestro
grupo (Choque-Lépez et al., 2005) que reveld que animales alimentados con grasa insaturada (9
% de linaza), presentaron una mayor sensibilidad a la hemdlisis (39 %), que los animales
alimentados con una dieta control (0 % de grasa afiadida, hemdlisis del 23 %) o los alimentados
con grasas saturadas (9 % sebo, hemolisis del 21 %). La colecta de sangre en este experimento
se realizo a 42 dias de vida de las aves. Este dato también coincide con los observados en la
presente prueba experimental, en la que los animales de mayor edad registran menores tasas de
hemdlisis.

Con relacion a la concentracion de TBARs, la ausencia de diferencias entre tratamientos y el
hecho de que los valores registrados no sean elevados, nos induce a insistir en la idea de que
los acidos grasos insaturados (fundamentalmente poliinsaturados) tienen un mayor potencial
oxidativo que los acidos grasos oxidados, pero ademas sugiere el papel antioxidante de la
vitamina E y su capacidad de actuar como agente protector. EI mayor contenido en vitamina E de
los piensos experimentales se ha observado en los aceites utilizados en este experimento, con
concentraciones proximas a 500 mg/kg, en la grasa LO y a 300 mg/kg, en la grasa de la dieta
HO.

El nivel de oxidacién en el organismo depende fundamentalmente del equilibrio entre la
presencia de sustancias susceptibles de oxidacién, sobre todo cidos grasos insaturados, y de
compuestos que previenen este proceso, en concreto la disponibilidad de vitamina E. De hecho,
el empleo de grasas poliinsaturadas en la dieta de los animales hace necesario el suplementar
una mayor cantidad de vitamina E con la finalidad de proporcionar estabilidad oxidativa a los
lipidos del organismo. Numerosos estudios han demostrado que el perfil en &cidos grasos de los
depdsitos del animal refleja el perfil lipidico de la dieta. Asi, la incorporacion de altos niveles de
AGPI en la racién y, consecuentemente, en los tejidos, provocan una menor estabilidad frente a
la oxidacion (Cortinas et al., 2005; Golapakrishna y Prabhakar, 1986; Villaverde et al., 2004).
Otros trabajos de nuestro grupo (Villaverde et al., 2008; Villaverde et al., 2004) observaron que
conforme aumenta el nivel de inclusion de vitamina E disminuye la susceptibilidad a la oxidacién
de los tejidos. En el presente trabajo, debemos considerar que el alto nivel de antioxidantes
totales (tocoferoles y tocotrienoles) mencionado con anterioridad podria haber generado un
aporte de vitamina E que previniera la posible oxidacién provocada por las grasas administradas.
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A la vista de estos resultados y en funcion a la bibliografia consultada, los AG poliinsaturados sin
oxidar parecen tener un mayor potencial oxidativo que AG oxidados.

Tasa de hemodlisis TBARs
P valor: t = 0,954; a <0,001; (t x a) = 0,351 P valor: t =0,721; a = 0,231, (t x a) = 0,109
70+ 0,4
601 B
504 g 0,34
o 404 O HO % OHO
% 50 ELO g 0.2 mLO
201 0,11
101
0 0
9 13 21 37 9 13 21 37
edad en dias edad en dias

Figura 5.22. Tasa de hemolisis y Sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARs) en muestras de sangre. t:
Tratamientos; a; Edad de los animales; HO: Nivel alto de productos de oxidacion lipidica; LO: Nivel bajo; Error
estandar de la media (SEM) del modelo hemolisis: 13,50; SEM del modelo TBARSs: 0,02; *: P<0,05 (Diferencia

observada entre tratamientos experimentales)

5.4.3. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL (contenido cecal)

A. Diversidad microbiana: t-RFLP.- El perfil microbiano de las 48 aves alimentadas con
las dietas experimentales HO y LO (niveles alto y bajo de productos de oxidacion,
respectivamente) se presenta en la Figura 5.23. Las muestras de contenido cecal fueron
colectadas en los sacrificios realizados a 9, 21 y 37 dias de vida. Las distancias de separacion
en el dendograma corresponden al porcentaje de similitud.

El proceso de restriccion dio como resultado un inusual bajo numero de bandas patrén, en
comparacidbn a las anteriores pruebas experimentales, probablemente por razones
metodol6gicas no establecidas. La mayor parte de las aves (39 de 48 aves) presentaron un
porcentaje de similitud del 55 %. A su vez, la composicidn de la microbiota fue afectada por la
edad de los animales, de modo que los animales del ultimo sacrificio (37 dias) se agruparon en
un cluster diferente (cluster A, homologia del 63 %). No se observaron diferencias inducidas por
los tratamientos, los cuales se distribuyeron irregularmente a lo largo del dendograma.
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El efecto observado demostré estar mas relacionado con la edad de los animales que con los
tratamientos aplicados. Asi, la agrupacion de individuos relativamente mas homogénea
observada el dia 37 podria compararse con la flora microbiana de un animal en condiciones no
experimentales, que ha alcanzado estabilidad con la edad. Al respecto, se considera que la
poblacién microbiana intestinal alcanza niveles estables entre los 21 y 40 dias de vida de las
aves (Barnes, 1972; Corrier et al., 1992; Furuse y Yokota, 1985; Lu et al., 2003; Salanitro et al.,
1978). En este caso, la ausencia de homogeneidad en las otras edades podria estar relacionada
al periodo de colonizacion, proceso transitorio hasta alcanzar estabilidad a la edad indicada.

Al analizar la proporcion de fragmentos terminales detectados en las muestras analizadas
(Riqueza de picos, figura 5.24.), como un indice de la diversidad o complejidad del ecosistema
microbiano, no se encontraron diferencias atribuibles a las dietas experimentales o la edad de las
aves. Cada pico representa una bacteria o grupo de bacterias afines, en este caso, la cantidad
de picos contabilizados en las muestras de contenido cecal se situ6 alrededor de 40 picos.

Si bien el efecto de la ingestion de grasas oxidadas no tuvo significancia estadistica, las
diferencias numéricas observadas entre los tratamientos (HO > LO) a 9 y 21 dias de vida, se
parecen al efecto descrito pos otros autores (Aslan et al., 1998; Chin Sou Fei, 1995; Dibner et al.,
1996; Gradinski-Vrbanac et al., 2002), relativos a la influencia negativa que ejercen las grasas
oxidadas sobre los lipidos de la membrana. Es importante sefialar que existe una laguna
importante en el conocimiento del efecto de los productos de oxidacidén sobre la poblacion
microbiana.

Riqueza de picos
P valor: t =0,450; a = 0,245; (t x a) = 0,247

100+
28 O HO
404 mLO

O_

9 21 37
edad en dias

Figura 5.24. Riqueza de picos (nUmero de picos). t: Tratamientos; a: Edad de los animales; HO: Nivel alto de los
productos de oxidacion lipidica; LO: Nivel bajo; SEM modelo: 9,73.
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B. Actividad microbiana: Productos de fermentacion.- El siguiente apartado,
presenta la concentracion de &cidos grasos volatiles (AGVs) de cadena corta, como productos
de fermentacion resultantes de la actividad microbiana, en las muestras de contenido cecal de
las aves. La Figura 5.25., presenta la produccién total de AGVs y la produccién de acido lactico.
La produccion total de AGVs no fue afectada por la dieta, no observandose diferencias
estadisticas significativas tanto entre los tratamientos (HO vs. LO), como por la edad de los
animales. A diferencia de la produccion total, los animales alimentados con la dieta HO
presentaron una relativa mayor producciéon de acido lactico (P<0,1) en comparacion a sus
homologos LO. En general, la concentracién de lactato disminuyé significativamente con la edad
(P=0,006).

No parece que las grasas insaturadas, que inicialmente pueden actuar como catalizadores en la
reaccion de oxidacion, una vez oxidadas supongan un riesgo para la actividad microbiana, aun a
pesar del menor contenido en antioxidantes presentes en el aceite HO. Tampoco las pequefias
diferencias en el perfil de &cidos grasos resultaron en diferencias en la produccion de AGVs por
parte de la microbiota cecal. Por ello, las diferencias en el contenido de acido lactico son de dificil
interpretacién. En cualquier caso, estos resultados avalan la suposicién de que la presencia de
productos de oxidacién lipidica en el alimento no constituye un serio riesgo para la microbiota.

El efecto significativo de la edad, traducido en la disminucién de la produccién de lactato,
conforme la edad aumenta, podria estar relacionado con la proliferacién de otros
microorganismos que utilizan el &cido lactico como sustrato fermentativo para la produccién de
aceético y propidnico. En condiciones no experimentales, se ha evidenciado el predominio de
bacterias acido lacticas en animales jévenes, cuya proporcion desciende con la edad para dar
paso a otros microorganismos tales como Veionella, Clostridium o Propionobacterium. (Bernalier
etal.,, 1999; Hume et al., 1992).

AGVs Total Acido lactico
P valor: t=0,279; a=0,172; (tx a) = 0,213 P valor: t = 0,066; a = 0,006; (t x a) = 0,688
120+ 1.2-
1001 "1
%” 801 oHo|| & 0,81 OHO
60 9 0,61
= : mLO
S 407 Lo g 0,41
20- 012-
0- 0-
9 21 37 9 21 37
edad en dias edad en dias

Figura 5.25. Acidos grasos de cadena corta (SCFA) totales y concentracion de acido lactico. t: Tratamientos; a:
Edad de las aves; HO: Nivel alto; LO: Nivel bajo; SEM modelo AGVs Total: 29,39; SEM modelo Acido lactico: 0,42
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El perfil de &cidos grasos volatiles de cadena corta presentado en la Tabla 5.15., muestra que el
porcentaje de los acidos, propionico, butirico, valérico y los &cidos grasos volatiles ramificados,
fue influenciado significativamente por la edad de los animales, pero no por los tratamientos. La
tendencia observada en la concentracion del acido acético, que disminuye levemente con la
edad (P=0,059), el aumento en la proporcion de acido propionico (P<0,001) desde 9 % (9 dias
de vida) hasta casi 15 % (37 dias de vida) y las proporciones fluctuantes en la concentracion del
acido butirico, no proporcionan una clara evidencia del efecto de las grasas alteradas. En
principio, una mayor produccién de butirato como la que se observa a los 9 y 21 dias de vida
estad asociada al mantenimiento del endotelio, como sustrato para la proliferacion de células
epiteliales y desarrollo de sus actividades metabdlicas. Demigne et al. (1999) y Montagne et al.
(2003), entre otros autores, sefialan una correlacion positiva entre la concentracion de butirico y
la proliferacion de células epiteliales, acompafiado de un aumento en la profundidad de criptas
intestinales.

Tabla 5.15. Perfil de acidos grasos de cadena corta

Edad (dias) 9 21 37 SEM Pt  Pa P(txa)
HO LO HO LO HO LO

Acético % 731 749 715 711 711 695 362 0976 0059 0,540

Propibnico% 97 101 107 90 145 148 334 0791 <0001 0,654

Butirico % 142 11,3 151 173 102 121 363 0725 0002 0,230

Valérico % 18 19 17 16 21 20 030 075 0014 0,764

Ramificados% 13 17 10 09 22 17 069 0,746 0,003 0,300

SEM: Error estandar de la media; Pt: p valor para los tratamientos; Pa: p valor para la edad; P (txa): p valor para la
interaccion; HO: Nivel alto de oxidacion; LO: Nivel bajo.

C. Microorganismos patdgenos: Presencia de coccidias en excreta.- El efecto de
la incorporacion de lipidos dietéticos alterados sobre la proliferacion de microorganismos
patdgenos, en este caso de parésitos del género Eimeria se determind a partir de muestras de
excreta de las aves. La figura 5.26., presenta los resultados del conteo de ooquistes por gramo
de excreta (OPG).

A pesar de establecer diferencias significativas entre los tratamientos experimentales (HO vs
LO), en concreto, un mayor conteo de coccidias observado en las excretas de los animales
alimentados con el tratamiento HO en los dos controles a 18 y 37 dias de vida (P<0,05 en ambos
casos) y la influencia significativa de la edad (aumento del nimero de coccidias con la edad de
los animales), el conteo de coccidias de Eimeria no superd los niveles considerados normales en

156



Resultados y Discusion

condiciones comerciales (valores inferiores a 8 log. OPG) y que una vez superados suponen un
riesgo potencial para la salud del animal.

El estadisticamente significativo menor conteo de coccidias en las muestras de los animales
alimentados con la dieta LO (P<0,05), en comparacién a sus homélogos HO, en los muestreos
realizados a ambas edades, podria estar relacionado con la menor presencia de grasas oxidadas
ya que el perfil en AG de las dietas es similar.

Coccidias en excreta

P valor: t <0,001; a = 0,002; (t x a) = 0,706

5_
=3 k-
g 3 O HO
gf g mLO
S 4

0_

18 37
edad endias

Figura 5.26. Coccidias en excreta. OPG: Ooquistes por gramo de excreta (logaritmo); HO: Nivel alto de productos
de oxidacion; LO: Nivel bajo; SEM modelo: 0,19; * P<0,05 (Diferencias observadas entre tratamientos
experimentales)

5.4.4. HISTOMORFOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

(secciones de yeyuno)

La influencia de las grasas afiadidas en el pienso sobre la morfologia del tracto gastrointestinal,
en concreto sobre la longitud de las vellosidades (LV) y la profundidad de criptas (PC) del
intestino aviar, se presenta en la Figura 5.27. Tanto la LV como la PC observadas en los dos
tratamientos fueron practicamente iguales, no observandose diferencias estadisticas
significativas entre ellas. Por el contrario, la edad tuvo, al igual que lo observado en los
experimentos anteriores, una influencia significativa (P<0,001) sobre ambos parametros. En el
caso de la longitud de las vellosidades, se observd un aumento de tamafio conforme la edad
avanzaba, en tanto que la profundidad de las criptas disminuy6 levemente con la edad.

El incremento en la LV, acompafiado de un descenso en el desarrollo de las criptas y la ausencia
de lesiones en la mucosa, observada en el examen post-mortem, sugieren un desarrollo
relativamente normal de las aves, tal como se observa en condiciones de explotacién comercial,
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con independencia de los tratamientos. Contrariamente a nuestros resultados, estudios previos
demostraron que dietas con presencia de lipidos oxidados provocaron una respuesta negativa
tanto en la longitud de las vellosidades (disminucion de la LV) como en la profundidad de las
criptas (incremento de la PC), aun a pesar de que, en algunos casos, estaban protegidas con
antioxidantes afadidos a la dieta, como la vitamina E (Chin Sou Fei, 1995; Dibner, 1997; Dibner
etal., 1996).

Una posible diferencia entre los trabajos mencionados y los resultados observados en esta
prueba experimental es la proporcion de productos de oxidacién presentes en la materia grasa,
resultante de un diferente protocolo de oxidacién, es decir, el tiempo e intensidad de calor al que
fueron sometidas las grasas. En nuestro caso el aceite ya utilizado en freiduria fue sometido
adicionalmente al calentamiento durante 8 horas a 165-170 °C, obteniéndose un valor de
perdxidos (PV) de 1,7 meqg/kg de aceite en el tratamiento HO, frente a 5,13 meq/kg de aceite en
el tratamiento LO. En tanto que Dibner et al. (1996), por ejemplo, obtuvieron PVs de hasta 212,5
meq/kg calentando la grasa a 90 °C por un lapso de tiempo indeterminado, presumiblemente
mas corto que el nuestro. Bajo estas condiciones, los animales respondieron desfavorablemente,
incrementando el intercambio celular (mayor actividad cripta-vellosidades), ademas de presentar
bajos indices productivos. Una menor proporcion de productos de oxidacién, en concreto
perdxidos, en las grasas empleadas en nuestro experimento, es reflejo de un mayor grado de
oxidacién de las grasas a efecto de un mayor tiempo e intensidad de calor. Los perdxidos son
productos de oxidacion primaria y su concentracion disminuye conforme aumenta o prosigue el
proceso de autooxidacion, dando lugar a la formacion de otros compuestos, denominados
compuestos de oxidacién secundaria como el MDA.

Longitud de vellosidades Profundidad de criptas
P valor: t =0,622; a <0,001; (t x a) = 0,549 P valor: t = 0,668; a <0,001; (t x &) = 0,151
1+ 0,4-
0,81
c 0,6 O HO c 02 O HO
€ g 0,
0,41 mLO mLO
0,271
0 0+
9 21 9 21
edad en dias edad en dias

Figura 5.27. Longitud de vellosidades y profundidad de criptas. t: Tratamientos; a: edad; HO: Nivel alto;
LO: Nivel bajo; SEM modelo longitud: 0,10; SEM modelo profundidad: 0,02
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Tal como puede apreciarse en la Tabla 5.16., la respuesta inmune medida por la presencia de
linfocitos intraepiteliales (IEL) fue similar entre ambos tratamientos durante los periodos
estudiados. Por tanto, no hubo diferencias derivadas del grado de oxidacion de la grasa dietética.
Por otra parte, el nimero de linfocitos que migraron hacia las vellosidades disminuy6 con la edad
de manera significativa (P<0,001). La reduccién en el conteo de linfocitos con la edad, se debe
probablemente a una respuesta fisiologicamente normal, que implica el descenso de la
respuesta inmune ante la ausencia de un estimulo externo.

Acerca del efecto de la grasa oxidada sobre parametros inmunolégicos, Girotti (1998) indica que
la presencia de productos de oxidacion, entre ellos hidroperoxidos, puede inducir a una
apoptosis (renovacién fisiolégica de células mediada por fagocitosis, que implica la muerte
celular sin la presencia de una respuesta inflamatoria) no programada. Esto conlleva, entre otras
cosas, un aumento en el nimero de leucocitos (células de la serie blanca entre las que se
encuentran los linfocitos), principalmente neutréfilos. Sin embargo, no esté establecido que las
grasas oxidadas actuen directamente sobre la proliferaciéon de los linfocitos presentes en la
mucosa intestinal.

Tabla 5.16. Numero de linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos
Edad (dias) 9 21 Pt Pa | P(txa)
HO LO HO LO
|EL 26,41 | 26,98 | 20,76 | 20,21 | 0,997 | <0,001 | 0,695

Pt: p valor tratamientos; Pa: p valor edad; P (txa): p valor interaccion; HO: Nivel alto; LO:
Nivel bajo; IEL: Linfocitos intraepiteliales; SEM modelo estadistico: 3,98
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Analisis Global de los Resultados e Implicaciones

En este capitulo se aborda la comparacion de los resultados obtenidos en las cuatro pruebas
experimentales con el empleo de dos niveles, alto y bajo, de AG trans (experimento T), dioxinas
y PCBs (experimento D), HAPs (experimento P) y productos de oxidacién lipidica (experimento
0), presentes en las materias grasas recicladas objeto de estudio.

Las dietas experimentales se prepararon a partir de una mezcla base (maiz y soja) con un nivel
de inclusion de las materias grasas del 6 %. La composicidon nutricional de los piensos
experimentales fue similar en todos los ensayos (Tabla 4.4., Material y métodos), aunque los
contenidos de energia bruta (EB) y de proteina bruta (PB) de los experimentos D y P fueron
ligeramente superiores en comparacion a los experimentos T y O. Por otra parte, las grasas
empleadas eran diferentes en los distintos ensayos. Asi, las grasas de las pruebas D, P y O,
presentaron en general un mayor contenido de acidos grasos insaturados (AGlI), principalmente
de las series n-3, n-9 y n-6 (aceites de pescado, de oliva y girasol/oliva, respectivamente) que las
grasas de las pruebas T que fueron predominantemente saturadas (aceite de palma).

De manera general, el anélisis de la interaccion entre las variables, tratamiento y edad de los
animales, no presentd una interaccion significativa, motivo por el cual, ambas se trataron
independientemente. El hecho de que los tratamientos no generaran diferencias de significacion
estadistica, en casi todas las determinaciones realizadas, permite incluir un analisis de la
comparacion entre experimentos y su posible interaccion con la edad de los animales, aun a
pesar de las posibles diferencias derivadas de las condiciones ambientales que, en cierta
medida, se han tenido en cuenta en la discusién conjunta de los resultados.

6.1. RENDIMIENTOS PRODUCTIVOS E INCIDENCIAS OBSERVADAS
DURANTE EL PERIODO EXPERIMENTAL

Un factor comun entre las cuatro pruebas experimentales fue la ausencia de incidencias y
mortalidad de las aves. De igual manera, no se observaron lesiones patologicas en los
examenes post-mortem, que permitan suponer un efecto negativo como consecuencia de los
contaminantes o productos de alteracién a los que fueron expuestos.
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La productividad de los animales no fue afectada por los tratamientos experimentales, excepto
en el caso de la primera prueba experimental (AG trans), en la que los animales alimentados con
la dieta que contenia el nivel de alteracién bajo (LT), presentaron un mejor indice de
transformacion (IT), que los animales alimentados con la dieta HT (Tabla 5.2.). El analisis de la
calidad de estas grasas revel6 una elevada proporcién de AGS en la dieta HT, motivo por el cual
no es posible suponer que el efecto observado esté relacionado unicamente con un efecto
directo del nivel de AGT de la dieta experimental.

La Tabla 6.1., presenta el resumen de los resultados obtenidos del analisis de la productividad
de los animales, en las cuatro pruebas experimentales. Las ganancias de peso (GMD) de las
pruebas experimentales D y P, superiores (P=0,022) a las obtenidas en las pruebas T y O,
explican las diferencias estadisticas significativas (P=0,025), observadas en el peso vivo final de
los animales, superiores (préximos a 1900 g) en los experimentos D y P, que los observados en
los experimentos T y O (préximos a 1800 g). En el experimento O se registraron consumos
inferiores, en gran medida la época del afio pudo afectar la ingestién, ya que éste Ultimo
experimento se realizo entre mediados de mayo y junio, registrandose temperaturas ambientales
de 26-30 °C como maximas y de 20-24 °C como minimas en la granja experimental de la UAB,
donde se desarrollaron los ensayos experimentales. Normalmente, la temperaturas ambiente
recomendada a partir de la cuarta semana de vida, oscila entre 19y 23 °C. Las diferencias en el
IT fueron evidentes en el experimento T, en el que los animales presentaron peores indices de
transformacion en comparacion a las otras pruebas experimentales. Aunque existen numerosas
referencias bibliograficas, acerca de la menor digestibilidad de las grasas saturadas vs las
insaturadas (Blanch et al., 2000; Blanch et al., 1995; Zumbado et al., 1999), lamentablemente no
disponemos de la determinacién de los coeficientes de digestibilidad aparente en este
experimento, que ayude a explicar las diferencias observadas.

Tabla 6.1. Resumen de resultados productivos de las cuatro pruebas experimentales

Exp.* 1(T) 2 (D) 3 (P) 4 (0) SEM P

Trat H L H L H L H L EXP TRAT EXT

CMD 85,922 85082 80,79 81,28 81,500 82,850 7857c 77,62¢ 206 <0,001 0985 0,640
GMD 4826 49,53> 50,558 51,468 52142 52,662 4946° 49,106 233 0,022 0483 0,908
IT 1,780a 1,718a 1,609> 15800 1,569 1,580 1,589 1,581t 0,06 <0,001 0,371 0,667
Pi(g) 8893 89,232 8377° 8352 76,89 76,91c 83,67° 8395 043 <0,001 0574 0,569
Pf(g) 1778 1823¢ 1872° 1904 19012 19192 1815¢ 1802¢ 81,52 0,025 0,485 0,907

*1: AG trans; 2: Diox PCBs; 3: HAPs; 4: Oxidacion; CMD: Consumo medio diario (g/ave); GMD: Ganancia media diaria
(g/ave); IT: indice de transformacion (g/g); Pi: Peso inicial; Pf: Peso final; SEM: Error estandar de la media; EXP:
Experimentos; Trat: Tratamientos; E x T: Interaccion; Exp x Trat; H: Nivel de concentracién alto del alterado o
contaminante; L: Nivel bajo; a, b, ¢: diferentes estadisticamente (P<0,05).
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6.2. TASA DE HEMOLISIS Y VALORES TBARs

Ni la resistencia de la membrana de los eritrocitos (tasa de hemodlisis) ni la presencia de
productos secundarios de oxidacion (TBARs), estuvieron bajo la influencia del tratamiento. Es
decir, el efecto generado por la presencia de contaminantes o productos de alteracion, en
general, no fue estadisticamente significativo, salvo en el caso del experimento 1, en el que un
mayor grado de saturacién de la grasa (tratamiento HT), se tradujo en una mayor fragilidad de la
membrana. En apartados anteriores hemos establecido que las caracteristicas fisico-quimicas de
las grasas trans, les confieren propiedades similares a los AGS (Barrera-Arrellano y Block, 1993;
Koletzko y Decsi, 1997; Nelson y Cox, 2001). Ademas, hay evidencia que sugiere que el tipo de
grasa, en funcién al grado de saturacion y su nivel de oxidacion, afecta tanto a la resistencia de
la membrana como a la susceptibilidad a la oxidacién del eritrocito (Moriguchi et al., 2001;
Schiavone et al., 2005). Por lo que es dificil distinguir si los efectos observados son atribuibles a
las grasas trans o al grado de saturacién de las grasas empleadas.

Tasa de hemdlisis

P valor: Exp<0,001; edad <0,001; (E x €) > 0,10

70+
60
so41 | 09 dias
o B 37 dias
0
a 301 |
2011 |
1047
o

AG trans Dioxinas PAHs Oxidacioén

Figura 6.1. Tasa de hemdlisis. Exp: Experimentos; E x e: Interaccion experimento y edad; SEM modelo: 14,31

La Figura 6.1., presenta la comparacién de los experimentos a dos diferentes edades, al inicio y
al final del periodo experimental. El efecto de la edad, se tradujo en diferencias estadisticamente
significativas (P<0,001), entre animales jovenes (9 dias) y animales de mayor edad (37 dias de
vida). A medida que el animal crece aumenta la resistencia de los eritrocitos y la integridad de la
membrana mejora. Este hecho fue notorio en los experimentos D, P y O, en los que partiendo de
elevadas tasas de hemolisis a 9 dias de vida (entre 45 y 65 %) se alcanzaron bajas tasas de
hemdlisis a 37 dias de vida (entre 5y 15 %). En el experimento T, también se observd una
mejora de la integridad de la membrana con la edad, aunque de menor magnitud (de 60 % a 28
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%). Como ya se ha puntualizado, el contenido de AGS de estas dietas podria ser el responsable
de esta menor respuesta.

Las graficas relativas a los niveles de oxidacion en sangre en las diferentes edades estudiadas
(9, 13, 21 y 37 dias), se muestran en los apartados correspondientes a cada ensayo. Cabe
destacar que, al comparar los resultados obtenidos con el empleo de las diferentes grasas
recicladas en la dieta, los valores de TBARs observados en las pruebas experimentales T, O y P,
no siguen un patron de comportamiento acumulativo como el observado en la exposicion a
grasas contaminadas con dioxinas y PCBs. No se encontraron reportes acerca del efecto
acumulativo de grasas alteradas, pero si de la acumulacién y biomagnificacion de grasas
contaminadas. En general los niveles de concentracién TBARs fueron claramente superiores en
la prueba experimental D (dioxinas y PCBs), en la que los niveles observados probablemente
responden al empleo de aceites de pescado (mayor poliinsaturacion y potencial de oxidacion).

TBARs- 37 dias de edad
P valor: Exp < 0,01; Trat <0,10; (EXT) < 0,05)

AG trans Dioxinas PAHs Oxidacion

Figura 6.2. Valores TBARs en muestras de sangre (expresado en nmol/ml de sangre). Exp: Experimentos;
Trat:Tratamientos; E x T: Interaccion experimento x tratamiento, H: Nivel alto; L: Nivel bajo; SEM: 0,04
ab(experimentos): letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas entre experimentos
(P<0,05)

Asi, el andlisis realizado al final del periodo experimental a los 37 dias de vida (Figura 6.2.),
permitié establecer diferencias estadisticamente significativas entre los experimentos (P<0,01).
En el experimento D (dioxinas y PCBs) los productos secundarios de oxidacion sobrepasaron los
0,400 nmol TBARs/ml, en contraste con los experimentos T, P y O que mostraron valores
proximos a 0,220 nmol TBARs/ml de sangre. Este valor concuerda con anteriores resultados
obtenidos por nuestro equipo de trabajo (Choque-Lopez et al., 2005), cuando se utilizarén
piensos sin grasa afiadida o bien suplementadas con aceite de girasol sin oxidar u oxidado por
calentamiento. Las muestras de sangre de los animales utilizados, presentaron concentraciones
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préximas a 0,200 nmol TBARs/ml tanto en las dietas control como en las dietas que contenian el
aceite de girasol. A falta de referencias bibliograficas, esta concentracion de TBARs es la que se
puede considerar como fisiolégicamente normal en animales sin exposicién a un alto potencial
oxidativo, como el provocado en el experimento D.

6.3. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL

El estudio de la microbiota presente en el tracto digestivo de los animales se centrd en muestras
de contenido cecal debido a que el ciego representa una seccion idonea en la que es posible
colectar una suficiente cantidad de muestra (las otras secciones presentan generalmente menos
cantidad de contenido intestinal) y con una mayor facilidad. Los parasitos del género Eimeria se
estudiaron en muestras de excreta, en la que es posible encontrar una mayor concentracion de
ooquistes. La eliminacién de los parasitos por esta via constituye un factor importante en la
epidemioldgia de la coccidiosis.

A. Diversidad microbiana: t-RFLP.- La evaluacion de los dendogramas obtenidos en los
cuatro experimentos demostré que la composicién de la flora microbiana no fue influenciada por
los tratamientos experimentales. Por el contrario, los microorganismos o grupos de
microorganismos presentes en cada muestra mostraron porcentajes de homologia relativamente
elevados entre animales de la misma edad (esto fue mas notorio a los 37 dias de vida). Asi, el
numero de fragmentos terminales, expresado en pares de bases (bp) obtenidos por la restriccion
enzimatica (t-RFLP), fue similar entre las diferentes muestras de contenido cecal (entre
individuos) y a medida en que la edad aumentaba, el nimero de fragmentos también lo hacia. La
figura 6.3. presenta tal desarrollo, tomando como ejemplo las muestras de contenido cecal de los
pollos del experimento P (HAPs), en el que se observé la mayor biodiversidad y, como en los
otros experimentos, la ausencia de efecto tratamiento. El analisis de la biodiversidad cecal (de
acuerdo al tamafio de los fragmentos terminales expresado en pares de bases) presenta la
distribucion de los 48 pollos utilizados en este experimento, divididos en 3 grupos de acuerdo a
la edad, del 1 al 16 corresponden a pollos de 9 dias de vida, del 17 al 32 a pollos de 21 dias de
vida y del 33 al 48 a pollos de 37 dias de vida. La restriccion enzimatica se realizé con el enzima
de restriccion Hhal. Los diferentes microorganismos o grupos de microorganismos se presentan
asociados en secciones (intervalos de amplitud variable, segun el tamafio en pares de bases),
que van desde la A hasta la K, siguiendo un orden ascendente a medida que los grupos
aumentan de tamario.
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Como pueden apreciarse en los segmentos E y F, algunos de los animales de 21 dias de vida
(animales del 17 al 32) manifestaron la aparicién de bacterias o grupos de bacterias que no
estaban habitualmente presentes o que tenian una baja proporcion a los 9 dias de vida
(animales del 1 al 16), manteniéndose a los 37 dias (animales del 33 al 48). Estas bacterias
podrian corresponder a Escherichia coli y Eubacterium.
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Analisis de la biodiversidad cecal por t-RFLP con el enzima de restriccién Hhal. Experimento 3 (HAPS)
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Figura 6.3. Fragmentos terminales obtenidos tras la restriccién enzimatica (enzima Hhal) de muestras de contenido cecal a 9 (animales del 1 al 16), 21 (animales del 17 al 32) y 37 (animales
del 33 al 48) dias de vida de los pollos del experimento 3 (HAPs): Andlisis de los fragmentos obtenidos y comparacion con la restriccion tedrica de las muestras procesadas con la herramienta
TAP-RFLP del software Ribosomal Database Il Project. Size: Tamafio en pares de bases (bp); A: 70-109 bp = Cytophaga, Flexibacter, Bacteriodes, Flavobacterium sp., Campylobacter sp.; B:
109-140 bp = NE (no establecido); C: 140-200 bp = Fibrobacter succinogenes (140-147 bp), Clostridium clostridiforme (184-194 bp), Ruminococcus, Eubacterium; D: 200-260 bp =
Fusobacterium sp. (201 bp), Lactobacillus delbrueckii (223-225 bp), Mycoplasma; E: 260-310 bp = NE; F: 310-380 bp = Escherichia coli (371-377 bp), Eubacterium; G: 380-400 bp =
Lactobacillus aviarius (385-394); H: 400-450 bp = NE; I: 450-500 bp = Streptomyces (466-474 bp); J: 500-560 bp = Clostridium butyricum (546-557 bp); K: >560 bp = NE.
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Con relacion a la proporcién de microorganismos, la restriccion enziméatica muestra una mayor
abundancia para aquellos fragmentos comprendidos entre 70 y 260 bp (segmentos A, B, C y D);
dichos fragmentos estaban presentes en todos los animales independientemente del tratamiento
y edad estudiados e incluyen especies o grupos bacterianos considerados como grupos
mayoritarios (entre las que se encuentran Bacteroides y Flavobacterium). Ademéas puede
observarse, en general, una mayor abundancia de fragmentos en las muestras correspondientes
a 21y 37 dias de vida, intérvalo de edad en la cual la flora microbiana ya presenta una mayor
estabilidad, segun se ha discutido en apartados anteriores.

La comparacion entre los fragmentos obtenidos tras la restriccion enzimatica (restriccion real),
con los fragmentos calculados con el programa TAP-RFLP del software Ribosomal Database I
Project (restriccion In silico), propuesto por Cole et al. (2003), que se presenta en la Figura 6.3.,
permiti6 hacer una estimacion de los microorganismos presentes en las muestras analizadas.
Muchos de estos microorganismos concuerdan con los descritos por otros autores como flora
habitual del pollo (Tabla 6.2.). La bibliografia encontrada presenta los resultados del empleo de
distintas técnicas analiticas, entre las que se incluye la t-RFLP, y describe un mayor nimero de
microorganismos que en este estudio, basandose en la obtencién de mayores tamafios de
fragmentos, algunos superiores a 1119 bp. En nuestro caso, las bacterias compatibles
identificadas a partir de la restriccion teorica (In silico) alcanzaron los 560 bp, no lograndose
identificar mas grupos bacterianos por encima de esta cifra. Siendo las causas metodoldgicas la
explicacion mas probable (cuando en un gel de electroforesis entran muchos fragmentos cortos
la deteccion de los fragmentos mas largos se hace mas dificil), estas diferencias también pueden
ser atribuibles a las diferentes condiciones ambientales, a las diferentes dietas de estudio o a la
diferente edad de los animales entre los trabajos referenciados. Ademas, se debe mencionar que
la asignacién de los fragmentos encontrados con dichos grupos bacterianos (Figura 6.3.) es
meramente especulativa, y deben entenderse como bacterias potencialmente compatibles
teniendo en cuenta la descripcidn de la microbiota habitual realizada por otros autores.

Tabla 6.2. Descripcion de las especies microbianas identificadas como microbiota habitual del
pollo, por otros autores. Simulacién computacional de los fragmentos 5 esperados tras
restriccion enzimatica con el enzima Hhal.

Fragmento 5’
Microorganismo identificado Técnica de analisis calculado* Referencia
utilizada (Pares de bases,
. JA bp)
Ochrobactrum anthropi Anal@s del 16S rF.{NA' 61 (Lu et al., 2003)
Peptostreptococcus spp. (clonacién y secuenciacion)
Flavobacterium ferrugineum AnaI!§|s del 165 rF.iNA’ 67 (Luetal., 2003)
(clonacidn y secuenciacion)
Andlisis del 16S rRNA (Lu et al., 2003; Salanitro et
Bacteroides spp. (clonacidn y secuenciacion), 95-104 al., 1978; Zhu y Joerger,
FISH, cultivos tradicionales 2003)
Fusobacterium sp. AnaI.|IS|s del 16S rRNA 199-212 (Lu et al., 2003; Salanitro et
(clonacién y secuenciacion), al.,, 1978)
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cultivos tradicionales
E Analisis del 16S rRNA (Gong et al., 2002; Lu et al.,
nterococcus cecorum (clonacién) 218 2003)
. Andlisis del 16S rRNA
Enterococcus faecium (clonacion y secuenciacion) 220 (Luetal., 2003)
Lactobacillus delbrueckii Andlisis del 16S rRNA 973 (Lu et al., 2003)
subsp. lactis (clonacién y secuenciacion) i
. . Andlisis del 16S rRNA
Clostridium perfringens (clonacién y secuenciacion) 233 (Lu etal., 2003)
Lactobacillus delbrueckii Andlisis del 16S rRNA
subsp. delbrueckii (clonacion y secuenciacion) 254 (Lueetal, 2003)
'(Az:rI]c?rl::gc’?:)l L?sse;?\éé (Amit-Romach et al., 2004;
Escherichia coli sondas ’cultivos 371-373 Gong et al., 2002; Lu et al.,
. 2003; Salanitro et al., 1978)
tradicionales
Analisis del 16S rRNA
. iy . Gong et al., 2002; Lu et al.
Eubacterium desmolans (clonacion), cultivos 377 ( , . ' '
iradicionales 2003; Salanitro et al., 1978)
Lactobacillus aviarius subsp. AnaI.|IS|s del 168 rRNA (Lu et al., 2003; Ngoc Lan et
L (clonacién y secuenciacion), 394
aviarius TRFLP al., 2004)
Analisis del 16S rRNA )
Lactobacillus reuteri (clonacidn y secuenciacion), 407 (Luet aI.,;OOziidol\Alfg)Joc Lan et
TRFLP B
Achromobacter xylosoxidans (clop;1naac|ilzlr? Sil&lﬁgnrggc?én) 567 (Luetal., 2003)
Alcaligenes spp. Analisis del 165 rRNA 67, 580, 852 (Lu etal., 2003)
(clonacidn y secuenciacion)
Andlisis del 16S rRNA )
Lactobacillus acidophilus (clonacidn y secuenciacion), 597 (Luet aI.,jOO23dOI\ig);oc Lan et
TRFLP B
Weissella spp. Andlisis del 165 RNA 609-610 (Lu etal, 2003)
(clonacidn y secuenciacion)
Fusobacterium prausnitzii Ana“ig:ﬁ;gigﬁ)rRNA 6700 (Gong et al., 2002)
. Analisis del 16S rRNA (Gong et al., 2002; Lu et al.,
Ruminococcus spp. (clonacién) 1074, 189 2003)
Andlisis del 16S rRNA ] )
Clostridium oroticum (clonacién y secuenciacion), 1087 (Luet aI.,afO?%}gillamtro et
cultivos tradicionales i
(Amit-Romach et al., 2004;
Lactobacillus spp. FISH, TRFLP 1119 Ngoc Lan et al., 2004; Zhu y

Joerger, 2003)

Streptococcus alactolyticus

Andlisis del 16S rRNA
(clonacién), cultivos

(Gong et al., 2002; Salanitro

- etal., 1978)
tradicionales
Holdemania filiformis Andlisis del 1.(?8 "RNA (Gong et al., 2002)
(clonacion)

* Los resultados se obtuvieron con la herramienta TAP-RFLP del software Ribosomal Database I Project.
ay b El fragmento se calculd manualmente con la secuencia de la bacteria publicada en el GeneBank

Paralelamente, las muestras fueron procesadas con otra enzima de restriccion, la Rsal, con la
finalidad de ayudarnos a identificar mas grupos bacterianos. La Figura 6.4., presenta el analisis
de la biodiversidad de las mismas 48 muestras de contenido cecal de los pollos del experimento
P (HAPs) analizadas en la Figura 6.3. La asignacién de individuos por edades es similar a la
anterior figura (3 edades: 9, 21 y 37 dias de vida), asi como la agrupacion en secciones (de A a
K) segun el tamafio en pares de bases.
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Analisis de la biodiversidad cecal por t-RFLP con el enzima de restriccion Rsal. Experimento 3 ( HAPS)
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Figura 6.4. Fragmentos terminales obtenidos tras la restriccién enzimatica (enzima Rsal) de muestras de contenido cecal a 9 (animales del 1 al 16), 21 (animales del 17 al 32) y 37 (animales
del 33 al 48) dias de vida de los pollos del experimento 3 (HAPs): Analisis de los fragmentos obtenidos y comparacion con la restriccion tedrica de las muestras procesadas con la herramienta
TAP-RFLP del software Ribosomal Database Il Project. Size: Tamafio en pares de bases (bp); A: <109 bp = Lactobacillus reuteri (58 bp), Ochrobactrum anthropi (106 bp); B: 109-140 bp =
Flavobacterium ferrugineum (116 bp); C: 140-200 bp = NE (no establecido); D: 200-260 bp = Flexibacter spp. (248, 459 bp); E: 260-310 bp = NE; F: 310-380 bp = NE; G: 380-400 bp = NE; H:
400-450 bp = Escherichia coli (423 bp); I: 450-500 bp = Clostridium perfringens (453 bp), Eubacterium desmolans (468 bp), Clostridium oroticum (472 bp), Peptostreptococcus spp. (485 bp),
Alcaligenes spp. (427-429, 485 bp), Fusobacterium spp. (444-457 bp), Ruminococcus spp. (453-468 bp), Bacteriodes spp. (478, 649 bp); J: 500-560 bp = Achromobacter xylosoxidans (567
bp); K: >560 bp = (560-900 bp= NE); Enterococcus cecorum (902 bp), Lactobacillus spp. (903 bp), Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (905 bp), Lactobacillus delbrueckii subsp. aviarius (905
bp), Lactobacillus aviarius subsp. aviarius (906 bp), Enterococcus faecium (908 bp), Lactobacillus acidophilus (908 bp), Weisella spp. (919-921 bp).
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En general, la mayor presencia de grupos microbianos se observo a partir de los 400 bp, hasta
los 921 bp. Al igual que los resultados de la restriccién con el anzima Hhal, la biodiversidad
aumenta con la edad, observandose una relativa mayor abundancia de especies (diversidad
entendida como numero de fragmentos) a partir de la mitad de la distribucién (animales del 17 al
32, de 21 dias de vida), hasta estabilizarse en los animales del tercer grupo (aves de la 33 a la
48, de 37 dias de vida). Por otro lado, se oberva un menor nimero de fragmentos entre los
microorganismos de < 109 a 140 bp (secciones A y B), al contrario de lo observado con el
empleo del enzima Hhal, cuando en estas secciones estaban incluidos los microorganismos
considerados mayoritarios en las aves, como es el caso de los generos Flexibacter y
Bacteroides. No obstante, estos microorganismos se situaron en otras secciones (D e |,
respectivamente). Cada enzima realiza el corte en un punto diferente alejado del extremo 5’, por
lo que existe poca probabilidad de que un mismo fragmento corresponda a diferentes bacterias.
El hecho de que se observara un mayor nimero de microorganismos con mayores tamafos de
bp y que sea posible estimar algunos microorganismos que no fueron identificados con el
anterior enzima (p.e Lactobacillus reuteri, Ochrobactrum anthropi 6 Flavobacterium ferrugineum)
hace posible concluir que la restriccién realizada con el enzima Rsal, podria servir de
complemento a los resultados obtenidos con el enzima Hhal, en el estudio de un mayor espectro
de bacterias presentes en las muestras analizadas. Los resultados no son, por tanto,
excluyentes, sino complementarios.

La Tabla 6.3., resume la diversidad microbiana (riqueza de picos) establecida en las muestras de
contenido cecal a diferentes edades (9, 21 y 37 dias de vida), en las cuatro pruebas
experimentales. Ni la interaccidn entre variables (edad x tratamiento), ni la presencia de niveles
alto y bajo de contaminantes o productos de alteracién provocaron diferencias de significacion
estadistica. No obstante, se observd un aumento estadisticamente significativo (P<0,001), en el
numero de picos conforme aumentaba la edad, en los experimentos D y P este incremento es el
esperado en animales en crecimiento en los que la microbiota sigue un proceso de desarrollo.
Por el contrario, en los experimentos T y O no se observaron diferencias con la edad. Si bien
podria especularse que la diferencia entre la riqueza de picos de las pruebas experimentales en
las que se emplearon grasas contaminadas, de las que se emplearon grasas alteradas, pudiera
estar relacionada con las diferencias encontradas en la composicién nutritiva de los piensos
experimentales, y mas concretamente con el contenido en proteina bruta (PB) de las dietas
(Tabla 4.4. del apartado 4.6.1., material y métodos) que resultd superior en los piensos
experimentales Dy P (proximas a 22 % de PB) respecto al pienso de las pruebas Ty O (19 %
de PB), lo mas probable es que las diferencias observadas estén relacionadas con problemas
metodoldgicos, ya que las muestras de cada experimento se procesaron en diferentes placas,
por lo que no es factible comparar los resultados entre dichos experimentos. La restriccion
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enzimatica de la cual se obtuvieron estos datos se realizé con la ayuda de la enzima de
restriccion Hhal.

Tabla 6.3. Riqueza (numero) de picos de las cuatro pruebas experimentales, obtenidas tras la
restriccion enzimatica con el enzima Hha | (t-RFLP)
Experim 9 21 37 SEM Pt Pe P(txe)
H L H L H L

Trans (T) 34,25 39,38 32,28 36,87 36,12 34,75 6,31 0,139 0,613 0,285
Dioxinas (D) 28,86 35,00 68,88 66,88 69,88 71,86 7,46 0,366 <0,001 0,340
PAHSs (P) 55,50 56,75 75,00 66,38 89,25 84,62 10,61 0,197 <0,001 0,424
Oxidacion(O) 29,71 31,88 28,57 36,75 38,50 34,75 9,73 0,450 0,245 0,247

9, 21y 37: Dias de vida de las aves; SEM: Error estandar de la media; Pt: P valor de los tratamientos; Pe: P valor
edades; P (t x €): Interaccion entre las variables tratamiento y edad; H: Nivel alto; L: Nivel bajo

A pesar de que el efecto edad no pudo ser detectado analizando el nimero de fragmentos
presentes en los electroferogramas en los experimentos T y O, los dendogramos permitieron
agrupar por similitud los animales de 9 y 37 dias de vida, indicando una mayor homologia entre
dichos animales diferenciandose incluso en un cluster separado al del resto de animales.

B. Actividad microbiana: Productos de fermentacion.- La produccion y absorcién de
acidos grasos volatiles representa un aporte de nutrientes modesto para el animal pero, como se
ha comentado, tiene implicaciones destacadas en la modulacion de las poblaciones microbianas
y el metabolismo local de la mucosa intestinal. El butirico se considera el principal sustrato
energético de los enterocitos y presenta efectos beneficiosos sobre la mucosa intestinal
lesionada (Topping y Clifton, 2001). La concentracién total de AGVs en las muestras de
contenido cecal de los cuatro experimentos no fue afectada por los tratamientos, no
observandose diferencias significativas provocadas por los productos de alteraciéon o los
contaminantes estudiados. De manera general, la concentracidn total no superé los 90 umol/g de
muestra analizada y el segundo experimento (D) presentd concentraciones préximas a 50
pmol/g. El sustrato alimenticio parece estar relacionado con la diferente produccion de AGVs en
el TGl y valores de 50 a 200 umol/g, han sido registrados en muestras de contenido cecal de
pollos alimentados con distintos niveles de polisacaridos no amilaceos (PNA) que llevaron a
contenidos en FD en pienso muy variables, de entre 18 y 37% (Jorgensen et al., 1996; Jozefiak
et al., 2004; Montagne et al., 2003; Williams et al., 2001). Hay que recordar que los sustratos
mayoriamente uitlizados por la microbiota intestinal son los componentes no absorbidos,
principalmente carbohidratos (almidon resistente, algunos azucares libres no absorbidos y los
PNA).
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Nuestras dietas fueron concebidas con la finalidad de determinar si las materias grasas alteradas
o0 contaminadas ejercen algun efecto sobre la dindmica poblacional de la microbiota cecal. No se
dispone de informacién bibliografica acerca del efecto de las materias grasas sobre la actividad
microbiana, ni si las materias grasas utilizadas constituyen un sustrato idéneo o no para el
desarrollo de los microorganismos o si modifican el tiempo de trénsito digestivo, factor
determinante en el patron de los AGV. La menor produccién de AGVs observada en el segundo
experimento (D) podria estar relacionada con la composicién y calidad de las materias grasas ya
que éstas eran predominantemente poliinsaturadas. Sin embargo, estos resultados no son
concluyentes ya que la disminucién de la producciéon de AGVs no se acompafié del cambio en
las especies bacterianas mayoritarias. El perfil microbiano obtenido por t-RFLP no nos ayuda a
interpretar estos resultados. Es preciso recordar que las técnicas de “fingerprinting” basadas en
la PCR solamente toman en cuenta los grupos microbianos que representan mas del 1 % de la
poblacion total, sin considerar a los grupos minoritarios que podrian tener impacto sobre la
cuantificacion del metabolismo y la actividad fermentativa del ecosistema global.

A pesar de las ligeras diferencias observadas entre los 4 experimentos, la relacion acético:
propiénico: butirico fue bastante similar, situandose entre 70 y 74 % para el caso del &cido
aceético, 9 y 12 % para el acido propionico y 12 a 14 % para el acido butirico. En general, la
relacion acético > propionico < butirico fue constante entre las 4 pruebas experimentales, hecho
que respalda la conclusion del poco efecto del nivel de contaminacién o alteracion estudiados.
Dicha relacion es semejante a la que podria esperarse en condiciones de crianza no
experimentales en aves alimentadas con piensos comerciales (van der Wielen et al., 2000).

A parte de los AGVs mayoritarios, se encuentran en menor cantidad otros acidos organicos
como el lactato. El contenido en acido lactico de las muestras cecales fue muy variable en los
distintos experimentos y muestras analizadas. Esto no es de extrafiar si tenemos en cuenta que
el lactato puede considerarse como un compuesto intermediario, ya que recientemente se ha
sugerido su papel como un precursor en la sintesis de butirato (Bourriaud et al., 2005) y, por
tanto, su concentracion fluctia a la vez que lo hace la concentracién de este ultimo. Observando
conjuntamente los cuatro experimentos, vemos que la concentracion de lactato fue influenciada
significativamente por los tratamientos en los experimentos D y O, no observandose diferencias
estadisticas significativas en los otros dos experimentos (T y P). Las diferencias observadas en
los experimentos D y O se orientaron hacia una menor producciéon de acido lactico en el
tratamiento con el nivel bajo (L) que el alto (H). Como ya se habia mencionado, en el caso del
experimento D, el aceite empleado en el tratamiento LD presentaba una alta concentracién de
TBARs. El descenso en la produccion de lactato como consecuencia de la ingestion de grasas
altamente reactivas fue descrito por Chin Sou Fei (1995) y esta relacionado con la deficiente
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respuesta de las bacterias acido lacticas frente a estrés oxidativo (inadecuada respuesta del
antioxidante superdxido dismutasa). Pero en el caso del experimento O fue en las muestras
cecales del tratamiento LO y, no del HO, donde se observé la menor concentracion de &cido
lactico, por lo que, una vez mas parece mas el potencial oxidativo de la digesta que no la
presencia de grasas oxidadas lo que condiciona la respuesta.

Por otro lado, el significativo descenso en la concentracion de lactato conforme la edad
avanzaba, observado en los experimentos T y O, corresponde a la evoluciéon esperada en
condiciones de crianza comercial. Conforme la edad avanza, la proporcion de bacterias acido
lacticas (Lactobacillus, Streptococcus) desciende, para dar lugar a la colonizacion de otros
grupos bacterianos como Veionella, Clostridium o Propionobacterium entendiendose como un
proceso de maduracion (Bernalier et al., 1999; Hume et al., 1992). Sin embargo, esta evolucion
no se observo en los experimentos D y P, en los que los valores no presentaron una clara
tendencia a disminuir con la edad, sin que podamos dar una explicacion plausible a la falta de
respuesta.

C. Microorganismos patégenos: Presencia de coccidias en excreta.- A pesar de
que la determinacion de la presencia de coccidias de Eimeria en la excreta de las aves fue la
Unica técnica analitica en la que se observd un claro efecto de los tratamientos, no se
sobrepasaron los niveles de concentracién considerados peligrosos desde el punto de vista
epidemioldgico y no se observaron manifestaciones clinicas. Las diferencias estuvieron
orientadas a un menor conteo de OPGs del tratamiento bajo (L) en los experimentos D, Py O
que su homoélogo H (nivel alto). Estos resultados parecen indicar que el nivel de alteracién o
contaminacion estudiado se traduce en un ligero efecto directo sobre la proliferaciéon de estos
parasitos, pero sin relevancia clinica. Por el contrario, el efecto observado en el experimento T
(mayores conteos en el tratamiento LT que en el HT), en el que las grasas presentaron una
mayor proporcion de AGS, principalmente en el tratamiento HT. Estos resultados se entrelazan
con el nivel de alteracion (proporcién de AG Trans) lo que hace dificil su interpretacion.
Aparentemente la presencia de formas trans y de grasas mas saturadas tuvo un impacto
negativo sobre la proliferacion de coccidias, a diferencia de lo observado por otros autores (Allen
et al., 1997; Allen et al., 1998; Allen y Danforth, 1998; Korver et al., 1997) que describen que
altos niveles dietéticos de AG insaturados se traducen en una disminucion del nimero de
ooquistes presentes en la yacija de los animales.

Por otro lado, el anélisis conjunto de los datos, cuyos resultados se presentan en la Figura 6.5.,
hacen referencia a un efecto de la edad. Este efecto es evidente en 3 de las cuatro pruebas
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experimentales. Nuevamente el primer experimento (AG trans) salta la tendencia observada en
los otros experimentos (efecto de la interaccion E x e). Si hay un efecto inhibitorio provocado por
las grasas saturadas o en su defecto por la presencia de AG trans, sobre la infestacion por
coccidias, seria interesante realizar mas pruebas para dilucidar esta hipétesis.

Coccidias en excreta
P valor: Exp < 0,001; edad <0,001; (Exe) = 0,023)

OPG (log)
N
5

AG trans Dioxinas PAHs Oxidacioén

Figura 6.5. Presencia de coccidias en excreta observada en las cuatro pruebas experimentales. OPG (log):
Ooquistes por gramo de excreta expresado en logaritmo en base 10; Exp.: P valor experimentos; (E x e): P valor de
la interaccion entre los experimentos y la edad de los animales; SEM modelo: 0,30

6.4. HISTOMORFOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

La ausencia tanto de diferencias significativas entre los tratamientos en las cuatro pruebas
experimentales en cuanto a la histomorfologia de las vellosidades y criptas intestinales, como de
lesiones en el epitelio intestinal en el examen post-mortem, indican que el nivel de alteracién o
contaminacion estudiados no tienen un efecto directo sobre estos parametros. Por otro lado, la
edad tuvo un efecto significativo (Tabla 6.4.), traducido en un general aumento de la longitud de
la vellosidades (LV), una disminucion en las profundidad de criptas (PC) y un descenso en la
proporcion de linfocitos intraepiteliales (IEL). La toma de muestras para histologia en los cuatro
experimentos fue concebida con la finalidad de observar el efecto de las materias grasas
recicladas en los animales, durante el periodo de desarrollo del TGI, que segun se ha descrito en
el capitulo de revision bibliografica, es de aproximadamente 21 dias a partir de la eclosion de los
pollos. Asi, nuestras determinaciones se realizaron a 9 y 21 dias de vida de las aves por lo que
se disponen de dos puntos de apreciacion. Esto limita, en parte, el analisis ya que en el caso de
los linfocitos, por ejemplo, tal vez un mayor nimero de observaciones en el tiempo nos
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permitirian estimar mas claramente una respuesta inmune asociada a nuestros resultados. Como
ya se ha comentado en los capitulos correspondientes a los distintos experimentos, la respuesta
inmune es compleja y puede estar condicionada por diversos factores y mecanismos
desencadenantes que no se han manifestado en los ensayos realizados. La sola cuantificacién
del nimero de linfocitos intraepiteliales probablemente no es parametro suficiente para valorar
cambios en la respuesta inmune asociados a la exposicién de contaminantes o productos de
alteracion de las grasas.

Tabla 6.4. Parametros histolégicos de secciones de yeyuno-ileon de pollos a 9 y 21 dias de vida,
determinados en las cuatro pruebas experimentales.

Experim.* 1 2 3 4 SEM P valor

Edad (dias) 9 21 9 21 9 21 9 21 Exp edad Exe
LV (mm) 0,46 0,70 056 0,77 052 068 054 0,79 0,10 0,001 <0,001 0,269
PC (mm) 0,16 0,15 0,17 0,14 0,18 0,13 0,17 0,14 0,03 0,986 <0,001 0,176
IEL 26,42 16,40 26,97 20,65 24,39 18,44 26,69 20,49 4,39 0,044 <0,001 0,234

*1: AG trans; 2: Diox PCBs; 3: HAPs; 4: Oxidacion; SEM: Error estandar de la media; LV: longitud de vellosidades: PC:
profundidad de criptas; IEL: linfocitos intraepiteliales x 100 células observadas.

Al hacer una retrospectiva en los resultados observados en las anteriores pruebas
experimentales y comparar los cocientes vellosidad/cripta (V/C) obtenidos de las cuatro pruebas
experimentales (Fig. 6.6.), puede apreciarse una relativa similitud de resultados existente entre
las pruebas experimentales, aunque el cociente fuera ligeramente superior en el caso de los
experimentos D y O. Estas relaciones no estan suficientemente documentadas en la bibliografia
encontrada. En todos los experimentos se alcanzaron los mayores cocientes a 21 dias de vida
(P<0,001), por lo que si queda evidente el efecto de la edad y demuestra el incremento
estadisticamente significativo (P<0,001) de la relacién V/C conforme el animal crece.

Relaciéon Vellocidad:cripta

P valor: Exp =0,05; edad <0,001; (E x €)<0,05

09 dias

VIC

W 21 dias

AG trans Dioxinas PAHs Oxidacion

Figura 6.6. Relacién Vellosidad/cripta (V/C) de las cuatro pruebas experimentales. Exp: Experimentos; E x e:
Interaccion entre los experimentos y la edad; SEM modelo: 0,57
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Figura 6.7. Mucosa intestinal: Cortes histologicos de secciones de yeyuno a 4X de aumento. Tincion hematoxilina-
eosina. Ay A 9y 21 dias de vida, respectivamente, del experimento T (AG Trans); By B': 9 y 21 dias de vida del
experimento O (Oxidacién). Las muestras no correspondian al mismo tratamiento, debido a la ausencia de efecto
provocado por esta variable. Notese la diferencia entre la longitud de las vellosidades y la profundidad de criptas. La

relacién V/C aumenta con la edad.

et Y

6.5. IMPLICACIONES

Con la realizacion de las cuatro pruebas experimentales se pretendia conocer las implicaciones
de la utilizacion de grasas recicladas en la alimentacion de pollos de carne sobre la productividad
y la salud de los animales, a partir del estudio de una serie de parametros. Algunos de estos
parametros se centran en el TGl como primera barrera de defensa y porque su integridad
compromete a la digestibilidad y absorcion de nutrientes que el animal necesita para su
desarrollo. Los resultados obtenidos en los cuatro experimentos, de manera general, no
mostraron un claro efecto de los tratamientos (alto vs bajo), reflejando el bajo impacto del nivel
de contaminacién o alteracidn de las materias grasas recicladas utlizadas en este estudio en la
productividad y la salud de los animales. Esto no quiere decir, sin embargo, que no se
observaran en algun caso diferencias entre los tratamientos pero, a menudo, dichas diferencias
parecen estar ligadas a la calidad de las materias grasas o a su diferente composicién.

179



Analisis Global de los Resultados e Implicaciones

La caracterizacién quimica y la trazabilidad de materias grasas recicladas utilizadas como
suplemento alimenticio adquieren una singular importancia. Ya en una primera parte del proyecto
Feeding Fats Safety, del cual forman parte los experimentos realizados, se procedié a la
caracterizacion de distintas materias grasas recicladas (un total de 120 grasas diferentes entre
las que se encuentran las utilizadas en nuestros ensayos). Los niveles de alteracion o
contaminacién encontrados no fueron alarmantes.

El mayor nivel de contaminacion empleado en la prueba D (dioxinas y PCBs) estuvo muy
proximo al nivel maximo establecido por la normativa regulatoria en materia de seguridad
alimentaria y fue bajo en comparacién a otros trabajos realizados sobre esta tematica. Los
aceites de pescado utilizados, sobre todo para el nivel bajo de contaminacién, presentaban
niveles de oxidacién muy elevados. El nivel alto de HAPs no sobrepasé los empleados por otros
autores, presentando ademas variaciones en la calidad de la grasa (elevada acidez). EI mayor
nivel de alteracion de las grasas con isdmeros trans se confunde con un mayor contenido de
AGS y también present6 variaciones en la calidad de la grasa (elevada acidez).

Las caracteristicas de las materias grasas recicladas procedentes de diferentes procesos y de
calidad variable, con toda probabilidad, influyen sobre su aporte energético, hecho que
condiciona su uso en los piensos de los animales.

Es bien sabido que el valor energético de las materias alimenticias influye sobre la eficiencia de
alimentacion y los costes de produccion. Este factor debe ser necesariamente considerado en la
formulacion de los piensos. Por ello, muchos esfuerzos son realizados con la finalidad de hacer
una mejor valoracién de su potencial energético y de los factores que afectan a su utilizacién.
Desde este punto de vista, el empleo de materias grasas en la formulacién de raciones es una
practica habitual por ser una fuente concentrada de energia. El nivel de inclusién normalmente
empleado, en la dieta de los pollos de carne, se sita entre 3 — 10 % y representa el 50 — 75 %
de la grasa dietaria total que el animal consume.

Asi, la inclusién de materias grasas recicladas hidrogenadas, ricas en AG Trans (y AGS), o de
aceites acidos con altos niveles de HAPs en el pienso de los animales, puede reducir la
digestibilidad de las grasas, generar un inferior valor energético de la dieta y reducir los
rendimientos productivos en los animales que las consumen. Consecuentemente, seria
recomendable realizar la valoracién del potencial energético de estas materias grasas recicladas
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asi como complementar la informacidn existente acerca de su digestibilidad, cuando se destinen
a la alimentacién animal, con tal de completar su caracterizacién en términos de energia
metabolizable.

La inclusién de aceites de pescado que contenian policlorobibenzo-p-dioxinas y dibenzofuranos
(PCDD/Fs), asi como policlorobifenilos (PCBs) a niveles ligeramente superiores a los permitidos
por la normativa vigente (117 %), no provocd un efecto negativo sobre los rendimientos
productivos ni la salud de los animales. No obstante, es importante considerar que el uso de
aceites de pescado al nivel de inclusién en la dieta estudiado (6 %) podria ser responsable del
deterioro de la calidad sensorial de la carne. De hecho, algunos trabajos como el de Lopez-
Ferrer et al. (1999) concluyen en que el uso de aceites de pescado no es apto para la
alimentacion de los pollos en fase de acabado. También el control de calidad y la caracterizacién
de las materias grasas adquieren relevancia ante la posibilidad de encontrar en el mercado
aceites (en este caso aceite de pescado) con un alto grado de deterioro.

A pesar de no haber observado un efecto negativo con el empleo de grasas con alto grado de
oxidacién, seria recomendable realizar controles adicionales con estas grasas recicladas.
Lamentablemente los trabajos relativos al empleo de grasas oxidadas y su efecto sobre los
parametros productivos y de salud son aun escasos; solamente dietas con altos niveles de
grasas oxidadas (por encima del 12 %), claramente superiores a la inclusién normal en piensos
para animales de granja, provocaron lesiones hepaticas en ratas (Lopezvarela et al., 1999) y
carnivoros (Engberg y Borsting, 1994), ademas de provocar inmunosupresion y una deficiente
formacion del hueso, entre otros efectos (Turek et al., 2003).

De vuelta a nuestros resultados, debemos considerar algunos elementos que contribuyeron a la
obtencion de los mismos:

o En primer lugar, el nivel de alteracion o contaminacién, como se ha mencionado, no fue
extremo en ninguno de los casos, sino que estuvo por debajo o cerca del limite maximo
exigido por la legislacion europea, cuando este limite existe. Por ello, es dificil
determinar un nivel de riesgo ante la ausencia de una respuesta significativa tanto a
nivel productivo como de salud de los animales.

o En segundo lugar, no fue posible el uso del mismo tipo de fuente o grasa reciclada en
todos los experimentos. De ello derivan las diferencias en la composicion, el perfil de
acidos grasos y otros valores analiticos de los piensos experimentales, sin considerar la
alteracién o contaminacion organica estudiada.
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Bajo tales condiciones, la ausencia de un claro efecto del nivel de contaminacion o alteracion
estudiado sobre la salud de los animales o la respuesta en términos de productividad,
observadas en las 4 pruebas experimentales, no condiciona el hecho de que tales productos
sean transferidos al producto final (Abalos et al., 2008). Asi, la presencia en la carne y tejido
hepatico de contaminantes como las dioxinas y PCBs, en una concentracién igual o mayor a la
establecida en el pienso y superior a las recomendaciones emitidas por la CE (en
determinaciones hechas en el marco del proyecto europeo), asi como de elevadas
concentraciones de TBARs, que pueden influir negativamente sobre la estabilidad oxidativa del
producto final, requieren de estudios complementarios, dada su importancia en materia de
seguridad y calidad alimentaria, respectivamente.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en los experimentos desarrollados en la presente memoria de tesis,
bajo las condiciones experimentales indicadas, nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

La inclusion en el pienso de materias grasas recicladas con diferentes niveles de isomeros trans,
dioxinas y PCBs, HAPs o productos de oxidacién lipidica:

1. No genera problemas de salud en los pollos carne, ya que no se observaron signos
clinicos durante el periodo productivo, ni alteraciones patolégicas en los examenes post-
mortem realizados en cada uno de los sacrificios.

2. No tiene un efecto negativo en la produccién de las aves, a excepcion de grasas con un
nivel elevado de &cidos grasos saturados y dobles enlaces en configuracion trans que da
lugar a peores rendimientos productivos.

3. No afecta a los niveles de oxidacién secundaria de la sangre ni a la integridad de la
membrana del eritrocito. Sin embargo la utilizaciéon de grasas saturadas y con presencia
de dobles enlaces tipo trans provoca una mayor tasa de hemolisis.

4. No tiene un efecto importante sobre el equilibrio de la microbiota cecal, evaluado por t-
RFLP a través del analisis de la homologia entre bandas patrén (dendograma) o bien
por el numero de fragmentos terminales (biodiversidad). Tampoco afecta a la actividad
microbiana, medida en términos de concentracion de productos de fermentacion.

5. No se asocié con contajes de ooquistes de coccidia por gramo de excreta que
alcanzaran niveles de infestacion de importancia clinica o patolégica.

6. No altera la estructura de la mucosa intestinal (porcion de yeyuno) medida en base a la
longitud de las vellosidades y la profundidad de criptas ni la respuesta inmune medida por la
presencia de linfocitos intraepiteliales (IEL).
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En cuanto al efecto de la edad:

7. Con la edad del ave aumenta la resistencia a la hemolisis de los eritrocitos, la
complejidad de la microbiota cecal y la longitud de las vellosidades, al mismo tiempo que
se produce un descenso de la profundidad de criptas y del numero de linfocitos
intraepiteliales.
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La construccion del conocimiento se asemeja a la construccion de una casa,
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ANEXO 1

Tabla 1. Dioxinas y PCBs permitidos por la legislacion vigente en ingredientes para la fabricacion

de los piensos para animales. Directiva 2006/13/CE (2006)

Suatancias Indeseahles

Productos destinados a la alimentaciin animal

Contenddo mixdmo en plensos caloulado sobre b
fage de un contenddo de humedad del 12 %

la grasa de huevo

] B 3
«274) Dioxina [suma de policlorodibenzo-para | 4 Materias primas para la alimentacion ani- | 0,75 ng EQT PCDDJF OMS/kg (=) (=)
dioxinas (PCDD) v polidorodibenzofum- mal de origen vegetal, excepto los aceites
nos (PCDF] expresada en equivalentes - vegetales ¥ sus subproductos
sices de la Organizadon Mundid de la
Salud (EQT-OMS), utilizando los factores | o 4 i sales hradu 0.75 e EOT PCDDIE OMS ke =) (===
de equivalenda de toxicidad de b misma | © et A .75 ng EQT PCDD) R ANAN
organizacion (FET-OMS, 1997) (%) _ _
¢ Materias primas para la alimentacién ani- | 1,0 ng EQT PCODJF OMS/ kg (=) ==
mal de origen mineral
) Grasa animal, incluida b grasa de keche ¥ [ 2,0 ng EQT PCODF OMS/ kg (=) ==
la grasa de huevo
¢ Otmos productos de animalkes terrestres, | 075 ng EQT PCODF OMS kg (=) (==
incluidos la leche v los productos leteos
¥ lis huevos y los ovoproductes
fi  Aceite de pescado 6,0 ng EQT PCODJF OMS kg (=) (==
gl Pescados, otros animales acudticos, sus | 1,25 ng EQT PCODF OMS/ kg (=) (==
productos ¥ subproductos, excepto el
aceite de pescado y los hidmlisatos de
protemas de pescado que contengan mas
de un 20% de grasa (=)
K Hidrolisatos de proteinas de pescado que | 2,25 ng EQT PCODF OMS/ kg (=) (==
contengan mas de un 200% de grasa
i Les aditivos, ardllas caolindicas, sulfato | 0,75 ng EQT PCODF OMS/ kg (=) (==
de calcio dihidratado, vermiculita natro-
litafonolita, aluminatos de caldo sintét-
cos y clinoptilalita de origen sedimentario
pertenecientes al grupo de los ag]uﬁnamu
¥ amiag]urm:mnu:x
i Aditivos pertenecientes al grupo funcional | 1,0 ng EQT PCDDJF OMS/ kg (=) {==9
de los compuestos de olipoelementos
K Premezdas 1,0 ng EQT PCODJF OMS kg (=) (==
I Piensos compuestos, excepto los pienses | 0,75 ng EQT PCODF OMS/ kg (=) (==
para animales de peleteria, de comparia y
para peces
m} Piensos para peces. 2,25 ng EQT PCODJF OMS/kg (=) (==
Alimentos para animales de compafiia
27b) Suma de dioxinas v de PCB similares a las | &) Materias primas para la alimentacién ani- | 1,25 ng EQT PCOD/F-PCE OMS/kg (=)
dioxinas [suma de policlorodibenzo-para mal de origen vepetal, excepto los aceites
dioxinas (PCDD), policlomdibenzofuranos vegetales ¥ sus subproductos
{(PCDF v bifeniles policlomdes (PCB)) ex-
presada en equivalentes tixicos de 13 Or- |y 4 e vegetales y sus subproduct 1,5 ng EQT PCODJF-PCB OMS/kg (=9
ganizacién Mundial de la Sad (EQT- | ceites vegetaks ¥ sus subproductos 5 ng EQT PCODF-PC kg =
OMS), atilizando los factores de equivalen- | A . )
cia de toxicidad de la misma organizacion | ¢ Materias primas para la alimentacién ani- | 1,5 ng EQT PCODJF-PCE OMS[kg (=9
(FET-OMS, 1997} % mal de origen mineral
d)  Grasa animal, incluida b grasa de leche ¥ | 3,0 ng EQT PCODJF-PCE OMSkg (=




(1)

23

(3

e

iros productes de animales temestres,
incluidos la leche ¥ los productos licteos
¥ los hueves v Jos ovoproductos

1.25 ng EQT PCDDF-PCE OMS/ kg (=)
E

f)  Aceite de pescado 240 ng EQT PCODF-PCE OMS kg (=)

g Pescados, otms animales acudticos, sus | 45 ng EQT PCOD[F-PCE OMS/ kg (=)
productos ¥ subproductos, excepto o
aceite de pescado v los hidrolisatos de
proteinas de pescado que contengan mas
de un 20 % de grasa =)

h)  Hidmlisatos de proteinas de pescado que | 110 ng EQT PCDDF-PCE OMS/kg =)
contengan mas de un 20% de grasa

i} Aditivis pertenecientes al grupo funcional | 1.5 ng EQT PCOD/F-PCE OMS/ kg (=)
de los aglutinantss ¥ antiaglomerantes

it Aditivis pertenecientes al grupo funcional | 1,5 ng EQT PCDD[F-PCE OMS/ kg (=)
de Jos compuestos de dligoelementos

k) Premezclas 1.5 ng EQT PCOD[F-PCE OMS/ kg (=)

I} Piensos compuestos, excepto los piensos | 1.5 ng EQT PCOD/F-PCB OMS/ kg (=)
para arimales de peleterfa de compaiiia ¥
para peoes

m)  Piensos para peces. 7.0 ng EQT PCODJF-PCE OMS/ kg (=)

Alimentes para animalkes de compafiia

(*}  FET fijados por b OMS a efectos de la evaluackin del desgo para b sabud humana, basados en las conduslones de b reunddén de b OMS celebrada en Btocolme
(Suects) del 15 al 18 de jundo de 1997 (Van den Berg y otrog, 1998) Factores de equivalenchy téwica (FET) para los PCE, FCDD y PCDF en seres humanos v
animales. Environmentsl Health Perspectives, 106[12), 775.

Compéneres Yalor FET Congénerss Walar FET
Dibenzo-p-dicxinas (PCDD) POE “similanes a L diocinas”
1,375 TCOD 1 PCE no-orts + PCB mono-orto
1.2,3.7,8-FeC DD 1
1,2,3h 7. 5-Hat DD 0,1 PCB no-orto
1,2,3,6,7.5-HxC 0D 01 PCR 7T 0.0001
1,2.1,7, 8 0.HzCDD 01 PR 81 {0001
1,2.3,4,6.7 8-HpCDD 0,041 PCE 126 il
ocnn 0,411 S a0l
Dibenzofuranos {PCDF)
1,37 5-TCDE 01l PCB wmono-orto
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCE 105 0001
1,3.4,7,8-PeCDF 0,5 PCE 114 00005
1,2,3,4,7.5-HxCDF 01l PCE 118 10001
1.2,3.6,7.8-HsCDF 01 POE 123 B0001
1,2,3.7,8.9-H'O0F 01 I 00005
2,3,4.6,7.5-HsCDF 01
1,2,3,4,6.7,8-HpCDF 0,1 PCE 157 0.0005
1,234, 7.8.9-Hpr OF 0,01 PCR 167 000001
QCDF 0,011 PR 159 0001

Abreviaturas utilizadas: *T = tetra; “Fe” = penta; “Ha" = hexa; "Hp™ = hepta; *0° = octa; “COD" = clorodibenzodicsdna: *C0OF = damdiberzofuranc: “C8" = dlambifenilo.

(™  Concenmracones del Emite superlon ks concentraclones del Hmite superior se caloulan dando por sentado que todos los valoes de lis diferentes sustanclas afines
que esén por debajo del Bmite de detecclin son iguales a este Hmite,
(™) El contenkdo miximo especifico para las doxdnas (PCDDF) sipue stendo aplicable durante un periodo de tlempo determinado. Dusante dicho perfodo temporal, los
producins destinados a b slimentacitn animal menconados en el punto 27 a) deben cumplir los contenddos miximos de dioxnas y los contenddos midximos de b

suma de dioxinas y PCB similares a bs dioxinas

(*=*) El pescado fresco suminkitrado directamente y wilizado sin tratamiento intermedio para b producdén de plensos destinados 2 andmales de peleteria no estd sujeto
al conterddo mixmo, sunque ba contenddos miximos de 4.0 ng EQT PCDDJF OMS[kg de producto y 80 ng EQT PCDDF OMS kg son aplcables al pescado
fresco utilizade paa la alimentackin directa de bos aninules de compaiis, de zookighoos o de droos Los productos ¥ las protednas transformadas que se hayan
dlaborado a partir de estos andmales (de peleterls, compafia, zooliploos o droos) no pueden enmar en b cadena alimentarh, y esti prohibddo utilzardos en b
alimentacién de andmales de granjs mantenddos, cebados o crisdos para b producciin de alimentos..




ANEXO 2

Tabla 2A. Perfil de acidos grasos de las materias grasas de las 4 pruebas experimentales
Grasas afiadidas a Composicion en acidos grasos expresado en % (ISSO 5508-1990)
piensos experim. C12:0 C14:.0 Cl141 C15:.0 C16:0 Cl6:1 C17:.0 C17:1 C18:0 Ci8:1 C18:2n-6 C18:3n-3 C20:0 C20:1 C20:4 n-6 C20:4n-3 C20:5 Cc22:1 C22:5 C22:6
Trans High 0,2 13 49,58 33,2 15,22 0,43
Low 13 48,33 4,18 36,77 8,7 0,29 0,29 0,16
DioxPCBs High 48 0,39 14,75 6,49 3 25,33 6,41 2,06 0,21 571 0,66 1,41 7,46 5,45 2,95 10,83
Low 47 0,06 0,78 19,19 6,83 0,84 0,87 4,77 19,71 2,45 0,81 0,031 3,71 1,38 0,69 8,32 2,97 1,72 17,84
PAHs High 14,58 0,83 0,08 0,08 391 68,41 10,51 0,82 0,45 0,33
Low 15,97 1,23 0,06 01 2,48 69,62 9,16 0,69 0,41 0,29
Oxidacion High 0,07 10,48 0,65 0,06 01 3,2 43,94 40,68 0,25 0,31 0,25
Low 0,06 8,76 0,48 0,06 0,08 324 38,44 48,19 0,19 0,29 0,21

Anélisis realizado en el Departamento de Nutricion y Bromatologia, Universidad de Barcelona

Tabla 2B. Contenido de acidos grasos de las materias grasas de los 4 experimentos (Resumen)

Experim Trat AGS AGMI AGPI Insat Sat/insat
T HT 84,8 15,2 0,0 15,2 5,57
rans
LT 54,1 36,9 9,0 459 1,18
HD
Diox-PCBS 23,2 43,0 318 74,8 0,31
LD 30,3 34,2 33,2 67,4 0,45
HP
HAPS 19,0 69,7 11,3 81,0 0,23
LP 18,9 71,2 9,9 81,1 0,23
N HO 14,1 44,9 40,9 85,9 0,16
Oxidacion
LO 12,4 39,2 48,4 87,6 0,14

Andlisis realizado en el Departamento de Nutricién y Bromatologia, Universidad de Barcelona




ANEXO 3

Tabla 3. Presencia de compuestos de alteracion, colesterol y parametros de calidad de las materias grasas de las 4 pruebas experimentales

Grasas afadidas a Trans TOTAL | CLATOTAL | Cholesterol Humedad Acidez Monoglicer Diglicer
piensos experim. mg/100g (*) | mg/100g (*) ug/g (5) %ww(®) | mgKOH/g(®) | % wiw (°) % wiw (°)
Trans High 12398,7 ND 84 0,6 166,9 0,50 11
Low 654,9 ND 53 0,7 182,8 0,90 2,8
DioxPCBs High 1224,4 79,2 3459 <01 8,9 ND ND
Low 902,5 534 10397 0,3 17,2 0,20 14
PAHs High 684,9 Traces tr 1,0 100,4 2,00 8,6
Low 131,0 Traces tr 3,8 108,3 1,80 7,3
Oxidacion High 153,2 ND tr 0,1 1,15 0,13 1,6
Low 159,8 ND tr 0,0 0,27 0,10 1,1

A Andlisis realizado en el Departamento de Ciencia de los Alimentos, Universidad de Bolonia (Italia); B Swedish University of Agricultural Science, Uppsala (Suecia); C Departamento de Nutricion y
Bromatologia, Universidad de Barcelona;

Tabla 4. Pardmetros de oxidacion lipidica y contenido de antioxidantes naturales (tocoferoles y tocotrienoles) de las materias grasas de los 4 experimentos

Grasas afiadidas a VaI’or_ de Valor p- Contenido TBARs TOCOFEROLES TOCOTRIENOLES Tocof+ocot
. . peroxidos | . .o | POlimeros mg alfa-T, beta-T, | gamma-T, | delta-T, | alfaT3, | beta-T3, | gamma- | dela-T3, | . uoiomal
PIENSOS EXPENM. | " (megykg) % (w/w) | MDA/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg | T3, mg/kg | mglkg g
Trans High 13 12,39 ND 64,72 0,75 1,02 0,72 46,39 14,59 43,87 17,83 189,89
Low 43 77,51 ND 101,77 0,88 1,02 0,65 90,49 12,57 60,56 24,79 292,74
DioxPCBs | High 43 8,16 0,21 65 86,72 ND 8,64 ND 0,85 0,75 ND ND 96,96
Low 1,7 58,83 2,65 2819 56,55 0,27 1,04 ND ND 0,92 ND ND 58,78
PAHs High 0,6 3,02 ND 248,29 3,60 11,45 1,84 2,36 6,05 4,46 ND 278,07
Low 11 17,19 ND 62,89 1,30 3,27 0,39 ND 1,32 ND ND 69,17
Oxidacion High 1,7 67,43 6,61 296,58 21,19 ND ND ND ND ND ND 317,78
Low 53 2,74 0,35 460,72 23,08 6,69 ND ND 11,47 ND ND 501,96

Anélisis realizado en el Departamento de Nutricion y Bromatologia, Universidad de Barcelona



ANEXO 4

Tabla 5. Nivel de alteracion o contaminacion de los piensos experimentales utilizados en los 4 experimentos

Nivel de alteracion o contaminacion de las dietas

Experimentos Tratam.” )
experimentales
_ HT 5.6 % Acidos grasos trans totales *
1. Acidos grasos Trans (T) i
LT 0.5 % Acidos grasos trans totales”
. HD  1.75 pg WHO-TEQ PCDD/Fs + DL-PCBs/g aceite®
2. Dioxinas y PCBs (D)
LD  0.59 pg WHO-TEQ PCDD/Fs + DL-PCBs/g aceite®
HP  33.97 ng PAHSs/g aceite + PBDEs < 2 ng/g aceite®
3. HAPs (P) , L C
LP 2.07 ng PAHs/g aceite + PBDEs < 2 ng/g aceite
HO  15.62 valor p-anisidina®
4. Oxidacion lipidica (O)
LO  4.32 valor p-anisidina®

*H=nivel alto; L=nivel bajo, de los productos de alteracion o contaminacion estudiados; A Analisis realizado en el Departamento de Ciencia de
los Alimentos, Universidad de Bolonia (Italia); 8 TEQ=Equivalentes toxicos; PCDD/Fs= Policloro di benzo dioxinas/furanos; DL-PCBs=Dioxin
like-Policloro bifenilos; PBDEs= Difenilo éteres polibromados; Analisis realizado en el Laboratorio de Dioxinas, Departamento de
Ecotecnologias, [IQAB-CSIC (Espafia); ¢ HAPs=Hidrocarburos aromaticos policiclicos; Analisis realizado en el Laboratorio Fisico & Téxico
quimico, Universidad de Burdeos (Francia); ® Andlisis realizado en el Departamento de Nutricion y Bromatologia, Universidad de Barcelona

(Espafia)



ANEXO 5

Tabla 6. Digestibilidad fecal aparente en el experimento D!

Tratamientos

Balances Parametros (%) LD HD RSD P valor

DMS 69,1 68,7 1,48 0,680

Primero (14 — 16 dias) DMO 716 713 1,42 0,637
DEE 798 836 0,82 0,0001

DMS 704 70,3 4,89 0,963

Segundo (37 - 39 dias) DMO 741 732 4,43 0,711
DEE 81,9 822 2,96 0,894

1 Andlisis realizado en el laboratorio de Nutricion y Alimentacion Animal del Departament de Ciencia Animal i dels
Aliments de la UAB; DMS: Digestibilidad de la materia seca; DMO: Digestibilidad de la materia organica, DEE:
Digestibilidad del extracto etéreo; LD: Nivel bajo de dioxinas y PCBs; HD: Nivel alto de dioxinas y PCBs. n=8

Tabla 7. Digestibilidad fecal aparente en el experimento P?

Tratamientos

Balances Parametros (%) LP HP RSD P valor

DMS 674 664 2,06 0,426

Primero (14 — 16 dias) DMO 71,1 699 1,74 0,227
DEE 749 728 1,24 0,005

DMS 714 705 1,72 0,269

Segundo (37 - 39 dias) DMO 738 729 1,73 0,334
DEE 782 76,6 1,48 0,047

1 Andlisis realizado en el laboratorio de Nutricion y Alimentacion Animal del Departament de Ciencia Animal i dels
Aliments de la UAB; DMS: Digestibilidad de la materia seca; DMO: Digestibilidad de la materia organica; DEE:
Digestibilidad del extracto etéreo; LP; Nivel bajo de HAPs; HP; Nivel alto de HAPs. n=8

Tabla 8. Digestibilidad fecal aparente en el experimento O!

Tratamientos

Balances Parametros (%) LO HO RSD P valor

DMS 69,9 68,8 1,94 0,276

Primero (14 — 16 dias) DMO 721 714 1,89 0,455
DEE 78,4 779 2,14 0,629

DMS 729 737 1,88 0,466

Segundo (37 - 39 dias) DMO 76,5 772 2,13 0,430
DEE 793 789 1,63 0,104

1 Andlisis realizado en el laboratorio de Nutricion y Alimentacion Animal del Departament de Ciencia Animal i dels
Aliments de la UAB; DMS: Digestibilidad de la materia seca; DMO: Digestibilidad de la materia orgénica, DEE:
Digestibilidad del extracto etéreo; LO: Nivel bajo de productos de oxidacion; HO: Nivel alto de productos de oxidacion.
n=8





