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RESUMEN

El presente estudio fue conducido para determinar el efecto de
0,1% de cultivo de levaduras Saccharomyces cerevisiae'®® (Sc)
ylo 2mg/kg de selenio (Se) en el alimento contaminado con
0,07mg/kg (70 ppb) de aflatoxina B, (AFB;), sobre la morfologia
hepatica de pollos de engorde. Un total de 480 pollos Hubbar x
Hubbar, machos, de un dia de nacidos, fueron asignados al
azar para recibir 8 tipos de dietas durante 42 dias, cada una
con 4 replicas de 15 pollos, estas correspondieron a los siguien-
tes tratamientos (T) T4: grupo control que consiste en alimento
comercial (AC) sin niveles detectables de aflatoxina; T,: AC +
AFB;; Ts: AC + Sc; T4: AC + AFB; + Sc; Ts: AC + Se; Te: AC +
AFB; + Se; T;: AC + Sc + Se; Tg: AC + AFB,; + Sc + Se. La in-
gestion de Sc y/o Se en el alimento sin o con AFB,, no causa-
ron lesiones macroscopicas en los higados. Se observé un in-
cremento (P<0,05) del peso relativo del higado en el T4 compa-
rado con el T4y T3 y en los pollos del Ts y Ts (P<0,01) con rela-
cion al T4. Los T con Sc y/o Se en el alimento sin y con AFB4,
presentaron una significativa frecuencia de lesiones hepatotoxi-
cas con respecto al T4, sin embargo la combinacion de Sc + Se
en el alimento con AFB, (Tg), disminuy6 el grado de severidad
de las lesiones hepatotoxicas, en comparacion al grado de he-
patotoxicidad de las aves que recibieron estos aditivos por se-
parado (T4 y Ts). Estos resultados indican un aparente sinergis-
mo de ambos aditivos para disminuir la hepatotoxicidad causa-
da por la ingestion de alimento con AFB,.

Palabras clave: Aflatoxina, levadura, selenio, higado, pollo.

Recibido: 02/ 10/ 2006. Aceptado: 15/ 05 /2007.

ABSTRACT

This trial was undertaken to determine the effects of 0.1% the
yeast culture Saceharonyces cerevisiae o (Sc) and/or 2mg/kg
of selenium (Se) added to contaminated foodstuff with
0,07mg/kg (70 ppb) of aflatoxin B4 (AFB,), on hepatic morphol-
ogy of broiler chickens. 480 1-day-old male Hubbar x Hubbar
chickens were chosen randomly to receive 8 sorts of diets for
42 days, each diet with 4 replicates of 15 chickens. Those diets
corresponded to the fallowing treatments (T): T4: control group
receiving commercial food (CF) without detectable aflatoxin
levels; T.: CF + AFBy; Ts: CF + Sc; T4: CF + AFB4 + Sc; Ts: CF
+ Se; Ts: CF +AFB4 + Se; T7: CF + Sc + Se; Tg: CF + AFB, +
Sc + Se. Neither Sc or Se added to foodstuff alone or in combi-
nation with or without AFB4, caused macroscopic lesions in
liver. A relative liver weight increase was observed in T, com-
pared with T1and T3 (P<0.05) and in chickens from Ts and Ts
(P<0.01) compared with T4. Treatments with Sc and/or Se
were shown to have a significative higher frequency of hepato-
toxic lesions compared with that of T,. However, Sc + Se
added together to AFB; contaminated food (Ts) diminished the
hepatotoxic lesions’ severity grading compared to the hepato-
toxcity grade found in T4 and Te. This result indicates an appar-
ent synergistic effect of both additives as for diminishing hepa-
totoxicity caused by AFB1-contaminated foodstuff Ingestion.

Key words: Aflatoxin, yeasts, selenium, liver, broiler.

INTRODUCCION

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos
principalmente por algunas cepas de hongos del género Aspergi-
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llus, describiéndose generalmente la aflatoxina B4 como un com-
puesto altamente hepatdxico [24] y carcinogénico [13]. Frecuen-
temente se detecta en semillas o materias primas vegetales [16,
22], son muy termoestables y la peletizacion de alimentos para
animales elaborados con materias primas contaminadas no las
destruyen [47], por lo que su presencia en alimentos se conside-
ra un problema de seguridad alimentaria [7, 8].

En pollos de engorde, las aflatoxicosis afectan el siste-
ma inmunitario [35] alterando su salud e indices productivos
provocando perdidas econémicas importantes [24]. Frecuente-
mente se reportan cambios macroscopicos y microscopicos en
higado, tales como hepatomegalia, hemorragias petequiales,
palidez, degeneracion hidropica, aumento de lipidos hepaticos,
proliferacion y dilatacion de conductos biliares, fibrosis peripor-
tal [13, 15, 23, 40] y alteraciones funcionales [31]. Estos efec-
tos hepatotdxicos dependen principalmente del tiempo de ex-
posicion y la dosis [24].

En pollos de engorde las investigaciones con bajas con-
centraciones de aflatoxina por amplios periodos de exposicion,
generalmente reportan efectos subclinicos o leves y no por ello
menos nocivos, los cuales no suelen causar cambios macros-
copicos evidentes en érganos y frecuentemente requieren ser
demostrados por examen microscopico del higado y otros teji-
dos [33] o pruebas muy sensibles que permitan detectar la au-
tentica severidad de la aflatoxicosis por bajas concentraciones
[12, 27, 31]. En la actualidad las investigaciones se han enfoca-
do a inducir aflatoxicosis cronicas por bajas concentraciones de
toxina en la dieta, debido a que estos casos se pueden presen-
tar naturalmente en condiciones de campo [31, 32, 33].

En respuesta a esta situacion se ha utilizado el cultivo
de levaduras Saccharomyces cerevisiae'’®, cuya pared celu-
lar al parecer tiene propiedades que contribuyen secuestrando
la aflatoxina en el alimento produciendo resultados productivos
satisfactorios en pollos de engorde [2, 10, 43]. Una situacién
semejante ocurre con el uso del selenio como protector de los
efectos hepatotoxicos de la aflatoxina B4 en aves de corral [6].
En el pais se han utilizado estos productos, pero aun existe
escasa documentacion de tipo clinica y patologica en el sector
avicola para distinguir los verdaderos beneficios de ambos adi-
tivos ante esta hepatotoxina.

Por dichos motivos y con el fin de contribuir en la salud y
economia avicola, el presente experimento tuvo el objetivo de
determinar el efecto del consumo de alimento contaminado con
0,07mg/kg de aflatoxina B, (AFB4) durante 42 dias y evaluar la
eficacia de la inclusion del cultivo de levadura S. cerevisiaei o
(Sc) ylo selenio (Se) en la prevencion de los posibles efectos de
la AFB; sobre la morfologia hepatica en pollos de engorde.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion Geografica del Estudio y Manejo de las Aves

El experimento se realizé en el Centro Experimental de
Produccién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
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la Universidad del Zulia (L.U.Z), ubicado en el municipio La
Canada de Urdaneta, estado Zulia, Venezuela; zona clasifica-
da como bosque seco tropical con temperatura promedio de
30°C. Se utilizaron 480 pollitos hibridos Hubbar x Hubbar, ma-
chos, de un dia de edad, seleccionados y vacunados segun
programa de vacunacién reportado en ensayos anteriores [3].
Las aves fueron separadas y pesadas en 32 lotes de 15 polli-
tos cada uno y fueron distribuidos al azar en 32 corrales de
tres metros cuadrados (2 x 1,5 mts) cada uno, a razén de 5
aves/m? con divisiones de 0,70 mts de altura. Las medidas de
bioseguridad y condiciones de alojamiento para la permanen-
cia durante 42 dias de las aves son descritas en la primera
fase de este ensayo [4].

Experimento

El experimento se realizé con un disefio completamente
al azar, donde se emplearon 8 tipos de dietas cada una con un
total de 60 pollos distribuidos al azar en 4 replicas de 15 aves
por corral. Estas dietas correspondieron a los siguientes trata-
mientos (T) T4: grupo control que consiste en alimento comer-
cial (AC) sin aflatoxina; T,: AC + AFBy; T3: AC + Sc; T4 AC +
AFB; + Sc; Ts: AC + Se; Tg: AC + AFB4 + Se; T7: AC + Sc +
Se; Tg: AC + AFB4 + Sc + Se.

Alimento

El alimento comercial (AC) de la dieta control fue produ-
cido en una fabrica de alimento (a base de Maiz, Sorgo y Hari-
na de soya) sin niveles detectables de aflatoxinas. Se emplea-
ron dos tipos de alimentos balanceados: iniciador (Proteina:
23,2%; Grasa: 8,4%; Fibra: 2,8%; Energia Metabolizable
EM/kg MS: 3150 Kcal y selenio: 0,1726 mg/kg) que se ofrecid
a las aves desde el dia 1 hasta el dia 21 y el alimento termina-
dor (Proteina: 19%; Grasa: 10,5%; Fibra: 2,9%; Energia Meta-
bolizable EM/kg MS: 3000 Kcal y selenio: 0,3027 mg/kg) des-
de el dia 22 al dia 42 del experimento. Estos se elaboraron en
funcién a requerimientos de la linea genética de las aves y su-
plementados con aminoacidos, vitaminas y minerales segun
National Research Council [30]. Se tomaron muestras de estos
alimentos por duplicado para analisis bromatolégicos y nutri-
cional segun la metodologia descrita en otros estudios [18].

El cultivo de levaduras utilizado estuvo compuesto por
células de la cepa 1026 de levadura de S. cerevisiae, liofiliza-
do y microencapsulado en $-glucano para protegerlo y preser-
var su viabilidad, segun las especificaciones de los fabricante
(Alltech® Corporate Headquarters, EUA.). Su inclusion se hizo
a la concentracion de 0,1% del alimento balanceado conside-
rando estudios previos [9]. La fuente de selenio utilizada para
suplementar fue selenito de sodio (Na,SeO3.5H,0) adicionan-
do 2mg/kg del mismo en las respectivas dietas experimenta-
les, segun las concentraciones utilizadas en estudios anterio-
res [19].

El alimento balanceado fue contaminado de manera arti-
ficial con aflatoxina B4 purificada (98 %) procedente de A. fla-
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vus de Laboratorios Sigma (elaborado en lIsrael, catalogo N°
A6536/4). La contaminacion del alimento con AFB; y la adicién
de los dos aditivos (Sc y Se) se realizé mediante la metodolo-
gia descrita en estudios anteriores [4], obteniendo una concen-
tracion final de 0,07mg/kg en los tratamientos contaminados.
Esta concentracion se basé en los resultados de experimentos
con pollos de engorde sometidos a bajos niveles de aflatoxina
en la dieta [3, 11].

Deteccion de Aflatoxina en Alimento y Prueba
de Recuperacion de Aflatoxina

Se tomaron 4 muestras de alimento por cada tratamiento
antes y después de la contaminacién con AFB,. La deteccién
se efectud utilizando metodologia descrita en previos ensayos
[4], segun AOAC [1]. La prueba de recuperacién de AFB; se
ejecuté con métodos descritos en estudios anteriores [3].

Toma y Procesamiento de Muestras

El céalculo del tamafio de la muestra se determin6 me-
diante la distribucién no central de F segun Martin [26]. Cuan-
do se cumplieron 42 dias en el ensayo, se tomaron 16 aves al
azar por cada dieta experimental (4 por cada réplica), las cua-
les fueron separadas, pesadas y sacrificadas por dislocaciéon
cervical para hacer la necropsia y toma de muestra. La evalua-
cibn macroscopica se ejecutd mediante la observacion del 6r-
gano y el calculo del peso relativo del mismo [43]. Posterior-
mente se tomaron cortes de cada higado, fijados y procesados
con tinciones de Hematoxilina/Eosina para identificar lesiones
por estudios histopatologicos [3].

Las lesiones se clasificaron de acuerdo al grado de severi-
dad en escala ordinal [3, 33] de la siguiente manera: Grado 0=
normal; Grado 1= Lesion hepatotdxica muy leve (LHTML): esca-
sos hepatocitos vacuolados con nucleos conservados, presencia
de agregados linfoides, con o sin fibrosis periportal/proliferacion
de conductos biliares (FP/PCB); Grado 2= Lesién hepatotoxica
leve (LHTL): hepatocitos vacuolados con escasa necrosis (au-
sencia de nucleo), incremento de agregados linfoides, sinusoides
obliterados con o sin FP/PCB; Grado 3= Lesion hepatotdxica mo-
derado (LHTM): incremento de hepatocitos vacuolados con ne-
crosis moderada (ausencia de nucleo), incremento de agregados
linfoides, sinusoides obliterados con o sin FP/PCB.

Adicionalmente se procedi6 a tomar al azar 3 pollos de
cada tratamiento y se sacrificaron por dislocacion cervical para
extraerles el higado, los cuales se les realizé un corte (1x1 mm
aproximadamente) a cada érgano con hojilla estéril y se inclu-
yeron de inmediato en gluteraldehido a temperatura de refrige-
racion. Estas muestras se procesaron [28] para observar la ul-
traestructura hepatica mediante microscopia electrénica de
transmision.

Analisis Estadistico

La base de los datos se procesoé y analizd en el paquete
estadistico S.A.S [37]. En los pesos hepaticos relativos se eje-

cuté la prueba de t para comparar y detectar la diferencia entre
los grupos. La diferencias entre tratamientos (grupo control
versus el resto de los grupos experimentales) en relacion a le-
siones histopatolégicas se realizé la prueba de Kruskal-Wallis
y para detectar la diferencia entre tratamientos individuales
(comparando dietas contaminadas y no contaminadas) se utili-
z6 la prueba de la suma de los rangos de Wilcoxon.

RESULTADOS Y DISCUSION

Lesiones Macroscopicas

En todos los tratamientos al hacer la necropsia los higa-
dos de los pollos se observaron sin lesiones macroscopicas y
con su vesicula biliar sin lesiones aparentes.

Pesos Relativos de los Higados

En la TABLA | se presentan las medias de los pesos he-
paticos relativos del experimento. La ingestion de AFB; (T2),
no alter6 (P>0,05) el peso hepatico relativo con respecto al
control (T4), estos resultados coinciden con otros ensayos en
pollos sometidos a dietas con bajos niveles de aflatoxina [3,
33]. La media de los pesos hepaticos del grupo con Sc + AFB;
(T4) incrementd (P<0,05) con respecto al control (T+) y al grupo
que consumié alimento con Sc (T3). Este incremento no se es-
peraba en razén de que otros autores [9, 10, 43], han obtenido
una significativa disminucion del peso hepatico relativo, en po-
llos de engorde que recibieron Sc en dietas con mayores con-
centraciones de aflatoxina en comparacion con las empleadas
en el presente estudio.

La media de los pesos hepaticos de los tratamientos con
Se en dietas sin y con AFB¢ (Tsy Te), no presentaron variacion
significativa, indicando similitud entre estos tratamientos, pero
con relacién al control ambos incrementaron significativamente
el peso hepatico relativo (TABLA I). Estudios en pavos que re-
cibieron dietas con aflatoxina y la misma fuente de Se (5y 10
mg/kg de Na,SeOs) utilizada en el presente ensayo, describen
un significativo incremento del peso hepético relativo [6]. En
patos que recibieron dietas con aflatoxina y Se reportan que el
significativo incremento del peso hepatico relativo causado por
el consumo de aflatoxina, disminuyé en la medida que aumen-
t6 la concentracion de esta fuente de selenio (0,5, 1 y 2mg/kg
de Na,SeO3) en la dieta [48].

Al comparar los tratamientos que combinan Sc + Se en
una dieta sin y con AFB4 (T7 y Tg), no se detecto diferencia sig-
nificativa entre los pesos hepaticos relativos, pero con respec-
to al grupo control (T4) en ambos tratamientos (T; y Tg) incre-
mentd significativamente el peso hepatico (TABLA I). Existe
poca documentacién sobre la accidon combinada del Sc + Se
en dietas con aflatoxina sobre el peso hepatico en aves, pero
estos hallazgos indican que la levadura combinada con esta
fuente de Se en alimento contaminado con AFB; (Tg), no pro-
vocaron variacién importante del peso hepatico comparado
con el grupo con ambos aditivos (Sc + Se) sin AFB, (T7).
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TABLA |
PROMEDIOS DE PESOS HEPATICOS RELATIVOS
DE POLLOS DE ENGORDE QUE RECIBIERON 0,7%
DE Sc Y 2mg/kg DE Se EN DIETAS SIN Y CON AFB, (0,07
mg/kg) DURANTE 42 DiAS/MEAN RELATIVE LIVER WEIGHT IN
BROILER RECEIVING 0.1% OF Se ON DIET WITHOUT/WITH AFB4
(0.07 mg/kg)DURING 42 DAYS.

Tratamientos (T) Pesos Hepaticos

AFB; Sc Se Sc+Se (9/100 g EEM
de peso vivo)

T, - - - - 1,81° +0,07
T, + - - 2,03% +0,10
T, - + - - 1,912 +0,06
Ta + o+ - - 2,24"%° +0,11
T, - -+ - 2,51°" +0,09
Ts + -+ - 2,37° +0,12
T - - - + 247°7 0,13
Tg  + - - + 2,24 *° +0,08

AFB1= Aflatoxina B4; Sc= cultivo de levaduras S. Cerevisiae; Se=
Selenio. 2*° Medias con distinto superindice en la misma columna son
diferentes (P<0,05); **(P<0,01). EEM: Error Estandar de la Media.

Lesiones Microscoépicas

La TABLA Il presenta la frecuencia de lesiones hepato-
toxicas observadas en el estudio histologico. En el grupo con-
trol (T4) histologicamente las muestras se observaron norma-
les con excepciéon de dos muestras que presentaron LHTL, el
resto de los grupos experimentales presentaron lesiones hepa-
totoxicas variando su grado de severidad. En el grupo que re-
cibio AFB+ en la dieta (T,) se observaron muestras con LHTL y

LHTM (FIG. 1), identificandose en este grupo 4 casos de
FP/PCB (FIG. 2). En la ultraestructura del T, los hepatocitos
presentaron nucleos con aspecto normal de la cromatina y ci-
toplasma sin alteraciones visibles. La ultraestructura de la
muestra del T,, revel6 hepatocitos con vacuolas intracitoplas-
maticas, alguna célula endotelial con dilataciéon focal del peri-
nucleo y células hepaticas en apoptosis (FIG. 3B).

Comparando el grupo control (T4) con el resto de los tra-
tamientos se demostro diferencia significativa. No obstante, al
hacer comparaciones entre los tratamientos con Sc en dietas
sin y con AFB4 (T3 y T4) se detecté diferencia (P<0,05). La
comparacién entre grupos con Se en dietas sin y con AFB (Ts
y Ts) también presentaron diferencia (P<0,05). En estas com-
paraciones se evidencié mayor grado y frecuencia de lesiones
hepatotoxicas (TABLA Il) en los grupos que recibieron dietas
con AFBy (T4 y Ts). Al comparar entre los tratamientos que re-
cibieron ambos aditivos (Sc + Se) combinados en dietas sin y
con AFB; (T7 y Ts), no se observaron diferencias (P>0,05) indi-
cando similitud en la frecuencia de lesiones histopatologicas
de ambos tratamientos.

La frecuencia de lesiones histopatolégicas del T4, indica
que la toxicidad sobre la morfologia hepatica producida por
AFB;, al parecer no fue contrarrestada totalmente por la inclu-
sion de 0,1% de Sc en la dieta contaminada. En la ultraestruc-
tura del tratamiento con Sc en el alimento (T3), se observaron
algunos hepatocitos con vacuolas lipidicas intracitoplasmati-
cas, mientras que en la muestra del T4 (FIG. 3A), principal-
mente se observo hepatocitos con varias zonas de lisis intraci-
toplasmaticas. A pesar de la mayor severidad y frecuencia de
lesiones histopatologicas observadas en el T4 (TABLA Il), hay
que hacer notar que este grupo no presenté cambios histopa-
tologicos de FP/PCB, que ocurren frecuentemente en higados

TABLA Il
FRECUENCIA DE LESIONES HEPATOTOXICAS EN POLLOS DE ENGORDE QUE RECIBIERON 0,1%
DE Sc Y 2mg/kg DE Se EN DIETAS SIN Y CON AFB; (0,07 mg/kg) DURANTE 42 DIAS/ FREQUENCY OF HEPATOTOXIC
LESIONS IN BROILER RECEIVING 0.1% OF Sc AND 2mg/kg OF Se ON DIET WITHOUT/WITH AFB; (0.07 mg/kg) DURING 42 DAYS.

Tratamientos (T)

Grado y Frecuencia de Lesiones Hepatotdxicas

AFB; Sc Se Sc+Se Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Casos
Normal %  LHTML % LHTL % LHTM % FP7§?:B°
T1a* - - - - 14/16 87,5  0/16 0 2116 125  0/16 0 -
T2bcde  + - - - 4116 25 0/16 0 °10/16 625  °2/16 125 4
T3e - + - - 8/16 50 0/16 0 8/16 50 0/16 0 -
T4 bd + + - - 0/16 0 0/16 - 916 563  7/16 437 -
T5 ce - -+ - 2116 125  8/16 50 4/16 25 2116 125 -
T6 bd + - - 0/16 0 0/16 0 8/16 50 °8/16 50 4
T7 cde - - - + 4/16 25 0/16 0 12/16 75 0/16 0 -
T8 cde + - - + 2116 125 016 0 1416 87,5  0/16 0 -

AFB1= Aflatoxina B1; Sc= cultivo de S.
**(P <0,01). LHTML: Lesiones HepatoToxicas, Muy Leve.

cerevisiae; Se= Selenio. #“Tratamientos con distinta letra en la misma columna son diferentes (P <0,05)
LHTL: Lesiones HepatoToéxicas, Leve.

LHTM: Lesiones HepatoToxicas, Moderada.

FP/PCB: fibrosis periportal/proliferacion de conductos biliares. °© Muestras donde se observo FP/PCB.
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FIGURA 1. LESION HEPATOTOXICA MODERADA (LHTM).
OBSERVESE HEPATOCITOS CON VACUOLAS LIPIDICAS
Y/O HIDRICAS (1), NUCLEOS CONSERVADOS (n), NE-
CROSIS DE HEPATOCITOS CON AUSENCIA DE NUCLEOS
(+) Y SINUSOIDES DILATADOS POR ERITOCITOS (8S). HE-
MATOXILINA-EOSINA 680X./ MODERATE HEPATOTOXIC LE-
SION (LHTM). NOTE HEPATOCYTES WITH LIPID AND/OR HIDRIC VA-
CUOLES (T), HEPATOCYTES NORMAL NUCLEI (n), HEPATOCYTES
NECROSIS WITHOUT NUCLEI (+), DILATATED SINUSOIDS BY RED
BLOOD CELL (S). HAEMATOXYLIN-EOSIN 680X.

afectados por aflatoxicosis (FIG. 2) los cuales si se manifesta-
ron en la dieta con AFB; (T2), lo que sugiere un posible efecto
protector de esta levadura contra AFB4. Se han reportado
efectos atenuantes del Sc sobre las lesiones anatomopatologi-
cas hepaticas en pollos de engorde y patos [9], causadas por
elevados niveles de aflatoxina en la dieta en comparacion al
nivel utilizado en el presente estudio.

Sin embargo, los higados del grupo con Sc + AFB (T4),
presentaron un mayor grado de lesion histopatoldgica (TABLA
Il) que no se observé en la aflatoxicosis experimental (T2), ni
en aves que solo recibieron dietas con Sc (T3), al parecer esto
indica un posible efecto de Sc para inducir hepatopatia inde-
pendientemente de la hepatotoxicidad (FP/PCB) que provoco
los bajos niveles de AFB4 en el alimento. Los mecanismos de
los componentes de la pared del Sc para contrarrestar la toxi-
cidad de la aflatoxina aun no estan claros [2, 9]. Otros estudios
sugieren que estad levadura esta asociada en la etiologia de
enfermedades hepaticas autoinmunes en humanos [29, 46].
Estos reportes podrian sugerir una posible explicacién al incre-
mento (P<0,05) del peso hepatico relativo del grupo con Sc +
AFB1 (T4), con respecto al T4. Asimismo también explicaria el
mayor grado y frecuencia de lesiones hepatotdxicas de este
grupo (T4), con respecto al que soélo recibio AFB4 en la dieta
(T2).

La comparacioén de las frecuencias y grados de lesiones
histopatoldgicas entre las aves que reciben Se en dietas sin y
con AFB, (Ts y Ts), revelan diferencia (P<0,05) entre los mis-
mos y permite ver en el ambito microscdpico, que la inclusiéon
de esta fuente de selenio (Na,SeOs3) en la dieta con AFB; no

FIGURA 2. ESPACIOS PORTALES ENGROSADOS CON
PROLIFERACION DE CONDUCTOS BILIARES (1), DILA-
TACION (d), CONGESTION DE VENA PORTA (VP) Y AGRE-
GADOS LINFOIDES (AL). HEMATOXILINA-EOSINA 170X./
NOTE THICKENING OF PORTAL SPACES WITH BILE DUCTULE PRO-
LIFERATION (1), AND DILATATION (d), CONGESTATION OF THE
PORTAL VEIN (VP), AGGREGATES OF LYMPHOCYTES (AL). HAEMA-
TOXYLIN-EOSIN 170X.

disminuyé el efecto hepatotoxico de la AFB4, evidenciandose 4
casos con FP/PCB (TABLA Il). La microscopia electrénica del
Ts y Ts revel6 hepatocitos con lisis celular y células mononu-
cleares con signos de apoptosis, siendo mas frecuentes estos
cambios en el T (FIG. 3C).

Estos resultados difieren de otros ensayos [48] en patos,
donde la suplementacion con Se en forma de Na;SeO3 (0,5, 1
y 2 mg/kg) redujo el 75% de las lesiones pre-neoplasicas he-
paticas, causadas por consumo de alimento con aflatoxina.
Igualmente en pavos que recibieron dietas con Se (0,2, 2y 4
mg/kg de Na,SeO3), se evidencié que este promueve la desto-
xificacion de la AFBy, sugiriendo que la suplementaciéon con
esta fuente de selenio contribuye con la eliminacién de aflato-
xina [19]. En ratas el Na;SeO3 inhibi6 uniones y aducciones
ADN-Aflatoxina B4 [39]. Sin embargo, en otros reportes se dis-
cute que las aflatoxicosis experimentales previamente descri-
tas en aves y mamiferos, presentaron una respuesta positiva
en la mayoria de los casos cuando se suplementaron con esta
fuente de Se (Na,SeOs3), pero se considera que sus concentra-
ciones fueron altas excediendo los requerimientos fisiolégicos
con limites toxicos en algunos casos [44].

En el estudio histopatolégico los grupos con Sc + Se en
dietas sin y con AFB; (T7 y Tg), no presentaron diferencia entre
ellos (P>0,05). En la ultraestructura de T; y Tg se observo algu-
nos hepatocitos con lisis celular y células mononucleares
apoptéticas en los sinusoides, con mayor grado de lisis cito-
plasmatica en el Tg (FIG. 3D), probablemente causado por la
inclusién de AFB4 en esta dieta. Sin embargo, a pesar de la
frecuencia (P<0,01) de lesiones del Tg con respecto al control,
hay que destacar que su grado de severidad histopatologico,
no fue mayor que en los grupos que incluyen ambos aditivos
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FIGURA 3. A) DIETA CON Sc + AFB, (T4). ZONA DE LISIS INTRACITOPLASMATICA (1) EN UN HEPATOCITO. 10.000X.
B) DIETA CON AFB, (T,). CELULA CON CONDENSACION DE LA CROMATINA NUCLEAR (1), DONDE SE OBSERVA DOS

VACUOLAS DE LiPIDO (L). 8.000X. C) DIETA CON Se + AFB; (Ts). PANORAMICA MOSTRANDO SINUSOIDE HEPATICO CON
POSIBLES CELULAS SANGUINEAS MONONUCLEARES, CON CONDENSACION NUCLEAR (1) SUGERENTES APOPTOSIS

Y ZONAS DE LISIS CITOPLASMATICAS (A) 5.000X. D) DIETA CON Sc + Se + AFB, (Ts). PANORAMICA MOSTRANDO
CELULAS EN LISIS Y CELULA APOPTOTICA (1) 10.000X./ A) FED WITH Sc + AFB (T4). OBSERVE INTRACYTOPLASMIC LYSIS ZONES

(1) IN AHEPATOCYTE LINING A HEPATIC SYNUSOID WHERE AN ERYTHROCYTE IS SEEN (e). 10.000X. B) RATION CONTAINING AFB1 (T2).
CELLS WITH NUCLEAR CHROMATIN CONDENSATION (1), WHERE TWO LIPID VACUOLES ARE OBSERVED (L). 8.000X. C) FED WITH Se + AFB4
(Tg). LOW ZOOMED SHOT SHOWING A HEPATIC SYNUSOID WITH POSSIBLE MONONUCLEAR BLOOD CELLS, WITH NUCLEAR CONDENSATION

(1) SUGGESTING APOPTOSIS AND CYTOPLASMIC LYSIS (A) 5.000X. D) FED WITH Sc + Se + AFB1 (Tg). LOW ZOOMED SHOT SHOWING

LYSED CELLS AND APOPTOTIC CELL (1) 10.000X.
(AFB4= Aflatoxina B; Sc= cultivo de S. cerevisiae; Se= Selenio).
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por separado en dietas con AFB4 (T4 y Ts), asimismo este tra-
tamiento (Ts) no presentdé FP/PCB, lo cual se reporta frecuen-
temente en aflatoxicosis [13, 15]. Estos hallazgos indican me-
nor grado de hepatotoxicidad cuando ambos aditivos se inclu-
yen en dietas con AFB;.

Los mecanismos de accién de los componentes de la
pared del Sc para disminuir los efectos toxicos de las aflatoxi-
nas, aun no estan claros [2, 9, 36] y existen escasas referen-
cias sobre la interaccion de estos dos aditivos para contrarres-
tar la toxicidad de la AFB; sobre la morfologia hepatica. Otros
autores mencionan que las propiedades pro-oxidantes de
fuentes de Se como el selenito de sodio (Na,SeOs) [42], tam-
bién pueden tener actividad anticancerigena, antibacterial y
antifungal [41].

Esta informacion permite sugerir que si la levadura de S.
cerevisiae es un microorganismo incluido en el grupo de los
hongos y considerando que el Na,SeO; pudo tener algun efecto
antimicrobiano para la misma, es probable que las células liofili-
zadas de esta levadura en el alimento pudieran haberse afecta-
do por esta propiedad del Na,SeO;, tomando en cuenta que
este alimento tenia un bajo porcentaje de humedad (10 a 11%),
lo cual favorece la rapida difusion y alta concentracion de oxige-
no en el alimento [14] y consecuentemente la actividad pro-oxi-
dante del Na,;SeO; que contenia el mismo [42], afectando pro-
bablemente la estructura de la levadura limitando su actividad y
viabilidad en el tracto gastrointestinal del ave.

La hipétesis descrita anteriormente, solo estaria dejando
la combinacién experimental que se ejecut6é en el ensayo con
Se + AFB; en la dieta sin la levadura (Te), la cual present6 un
mayor grado de lesion y se observé 4 casos con FP/PCB (TA-
BLA 1), pero considerando la propiedad secuestrante o ligante
de aflatoxina que algunos autores le atribuyen a la pared celu-
lar del S. cerevisiae [2, 36, 49], es probable suponer que si la
levadura fue afectada por el Na;SeOs;, las propiedades se-
cuestrantes de su pared pudieran haberse conservado, aun
cuando no estuviese viable en el tracto gastrointestinal de las
aves que recibieron ambos aditivos (Sc + Se) en la dieta con
AFB; (Tg). Estas inferencias podrian explicar el menor grado
de severidad histopatologica observado en los higados del Ts,
con respecto a los tratamientos que incluyen los 2 aditivos (Sc
y Se) por separado en la dieta con AFB4 (T4 y Tg).

Adicionalmente, la peroxidacién lipidica, genotoxicidad
[38] y alteraciones en el balance antioxidante/pro-oxidante por
aumento o disminucion de la actividad de enzimas antioxidan-
tes [45], son importantes efectos de la aflatoxina en el higado,
igualmente al Se sé le atribuyen efectos protectores contra
AFB; al contribuir con el balance antioxidante/pro-oxidante
como cofactor de la glutation peroxidasa [5, 19, 34] y por ac-
tuar en conjunto con la vitamina E [25]. Estas propiedades del
Se han sido motivo para utilizarlo en la disminucion del estrés
oxidativo inducido por la aflatoxicosis [17], pero otros ensayos
indican que algunas fuentes de Se poseen efecto pro-oxidante
en altos niveles en presencia de O, incrementando la produc-

cion de formas reactivas de oxigeno, excediendo las defensas
antioxidantes hepaticas pudiendo provocar citotoxicidad en
aves, tanto con Se en forma de Na,SeO; [42], como en forma
de selenio-levaduras [20, 21].

Esta informacion podria explicar la diferencia (P<0,05)
histopatoldgica (TABLA Il), entre los pollos que recibieron Se
(Na,SeOs) en dietas sin/con AFB, (Tsy Te) y también explicaria
el significativo incremento del peso hepatico relativo con respec-
to al control (TABLA 1), en los pollos de todos aquellos trata-
mientos que recibieron esta fuente de Se (Ts, Te, T7, Tg) en la
dieta. Asimismo, podria ser una de las posibles causas del sig-
nificativo descenso en la actividad enzimatica sérica (asparta-
toaminotransferasa) con respecto al grupo control, en aves que
recibieron la combinacién Sc + Se en dietas sin y con AFB; (T
y Ts), cuyos valores fueron previamente reportados [4].

La evaluacién de la morfologia hepatica en este ensayo,
reveld un significativo incremento en el peso relativo hepatico
en los tratamientos que incluyeron Se (Ts, Te, T7 y Tg) ¥y Sc +
AFB; (T4), con frecuentes (P<0,05) lesiones microscépicas que
variaron su grado de severidad en los grupos experimentales.
Sin embargo, a pesar de la significancia estadistica de estos re-
sultados, hay que destacar que ensayos ejecutados simultanea-
mente con este estudio demostraron que las aves de estos tra-
tamientos no presentaron diferencia significativas sobre indices
productivos (peso, conversion de alimento, ganancia de peso
corporal) [18], actividad enzimatica sérica (alanitoaminotransfe-
rasa) y concentracion de proteinas séricas a los 42 dias [4].

Estos hallazgos indican que las lesiones hepaticas ob-
servadas en estas aves, al parecer tuvieron un efecto muy sutil
en este 6rgano, lo que aparentemente no causé variacion im-
portante en el desempefio zootécnico de los pollos de engor-
de. Sin embargo, estos resultados también confirman que no
es conveniente considerar este nivel de AFB4 (0,07 mg/kg)
como inocuo para pollos de engorde, debido a que estas alte-
raciones hepaticas aumentarian la susceptibilidad de las aves,
en presencia de factores negativos de origen alimentario y/o
ambiental que contribuirian a incrementar la toxicidad de la
AFB, ingerida en la dieta, incidiendo con mayores consecuen-
cias sobre la salud de las aves y su parametros productivos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La hepatotoxicidad causada por bajos niveles (0,07
mg/kg) de AFB4, en las aves que recibieron cultivo de levadu-
ras S. cerevisiae’%% + Se (Na,Se0s) en la dieta contaminada,
fue menos severa en comparacion con las aves de aquellos
tratamientos que incluyen ambos aditivos por separado en la
dieta contaminada. Estos resultados indican un aparente siner-
gismo de ambos aditivos para disminuir la hepatotoxicidad (le-
siones histopatolégicas) causada por la ingestion de alimento
con AFB.

Es recomendable comparar los efectos entre la inclusion
dietética del cultivo de levaduras S. cerevisiae’®?° y los deriva-
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dos de su pared celular, asi como, entre el selenito de sodio
(NaySeO3) y otras fuentes de selenio utilizadas en la nutricién
avicola, evaluando la morfologia de varios 6rganos de pollos
de engorde que consuman dietas con bajos niveles de AFB; y
determinado los niveles de residuos de dicha toxina en los teji-
dos de estas aves.
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