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Resumen

La produccion avicola tiene gran relevancia por su alto impacto socioeconémico, genera alta demanda de
ingredientes. Moringa oleifera ha adquirido gran importancia como suplemento nutricional y planta
medicinal, por tanto, podria representar una alternativa como estimulante inmunolégico. Se evaluaron los
efectos de la inclusién de la hoja M. oleifera sobre constantes inmunoldgicas de pollos de engorda. Se
utilizaron 180 pollos (hembras) linea genética Cobb distribuidas en 3 tratamientos: Control, M10 y M20.
Se evalué morfometria intestinal y contenido de IgY a los 21 y 42 dias. Se utiliz6 un disefio estadistico
completamente al azar, se realiz6 ANDEVA y comparacion de medias de Tukey. A los 42 dias, la altura
de vellosidades del duodeno del Control obtuvo valores mas bajos (1485 pm) con respecto a los grupos
M10 y M20. La altura de vellosidades de yeyuno fue significativamente mayor (P<0.05) en M10, con
respecto a M20 y Control. En la profundidad de criptas de yeyuno existié diferencia (P<0.05) entre Control
y M20, siendo este Ultimo el menor. El contenido de IgY a los 21 dias fue significativamente mayor
(P<0.05) en M10 y M20 con respecto a Control. M. oleifera tiene efecto positivo como inmunoestimulante
y puede utilizarse en alimentacion animal.
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Abstract

The national poultry production has acquired great importance for being an activity of high socioeconomic
impact and generates high demand for ingredients. Moringa oleifera has acquired great importance as a
nutritional supplement and medicinal plant; therefore, it could represent an alternative as an immune
stimulant. The effects of the inclusion of the M. oleifera leaf on the immunological constants of broiler
chickens were evaluated. 180 chickens (females) Cobb genetic line were used, distributed in 3
treatments: Control, M10, and M20. Intestinal morphometry and the content of IgY were determined at 21
and 42 days. A completely randomized statistical design was used: ANOVA and comparison of Tukey's
means were performed. At 42 days, the height of villi of the duodenum of the Control group obtained the
lowest values (1485 pm) with respect to M10 and M20 groups. The height of the jejunal villi was
significantly higher (P<0.05) in the M10 group, with respect to the M20 and Control groups. In the depth of
the jejunum crypts, there was a difference (P<0.05) between the Control and M20, the latter being the
least. The IgY content at 21 days was significantly higher (P<0.05) in the M10 and M20 than in the
Control. M. oleifera has a positive effect as an immunostimulant and can be used in animal feeding.
Keywords: Moringa, broiler, intestinal morphometry, immunology.
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INTRODUCCION

Los sectores de produccion de aves en los paises en desarrollo enfrentan algunos
problemas, como el incremento de los costos de alimentacion; debido a esto, se han
buscado fuentes alternativas en su alimentacion que se encuentren disponibles y no
sean costosas. La avicultura tiene alto impacto en los ambitos econémico y social; ya
que mas del 60 % de la proteina animal que se consume en México y el mundo
proviene de la industria avicola (SAGARPA, 2017).

Moringa oleifera es el género de un arbol perteneciente a la familia Moringaceae
(Kumar et al., 2013); ha sido utilizada principalmente para consumo humano, ya que ha
adquirido gran importancia como suplemento nutricional y planta medicinal; esto trae
como consecuencia el incremento en su costo; por lo tanto, para ser utilizada en la
alimentacion animal debe promoverse que se planten mas arboles en las producciones
donde se requiere (Etalem et al. 2014). Esta planta tiene importancia como forrajera
debido a sus caracteristicas nutricionales y a su alto rendimiento en produccién de
biomasa fresca (Padilla et al., 2014). Las hojas del género M. oleifera se distinguen por
su elevado contenido de macronutrientes como proteina y energia; y micronutrientes
como vitaminas y minerales. Sin embargo, cabe mencionar que también posee fenoles,
factores anti-nutricionales como taninos, saponinas, fitatos y oxalatos (Teteh et al.,
2013).

Uno de los factores que es importante tomar en cuenta en los animales es el estrés, el
cual puede afectar la modulacién de la respuesta inmune, entre otras cosas; lo que
provoca cambios en las células inmunes circulantes en sangre. Las causas mas
comunes de estrés en animales se deben a la alimentacion y a las condiciones
ambientales. Se ha comprobado que M. oleifera es un arbol rico en vitaminas,
minerales y antioxidantes, que promueve la salud y mejora la respuesta inmune. Se
realiz6 un estudio para evaluar el efecto de la hoja de M. oleifera como
inmunomodulador en ratones, y se demostré que tiene potencial significativo como
agente inmunomodulador (Al-Majali et al., 2017).

Se ha demostrado que los mediadores proinflamatorios producidos durante la respuesta
inflamatoria, agravan el desarrollo patolégico de algunas enfermedades crénicas y se
demostré que M. oleifera es un potente inhibidor de la inflamacion (Channarong et al.,
2011)

Asimismo, es importante tomar en cuenta el desarrollo del intestino, el cual se ve
reflejado en la integridad de su morfologia; tiene una relacioén directa con el crecimiento
y desarrollo del animal. Se realizé un estudio donde se evaluaron los efectos del polvo
de las hojas de M. oleifera como suplemento dietético, para evaluar morfometria
intestinal en ratas sin obtener diferencias significativas (Zvinorova et al., 2015). El
desarrollo de la mucosa intestinal muestra relacion a la presencia o ausencia de
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agentes exdgenos, el cual se ve reflejado en el cambio de altura y densidad de las
vellosidades y profundidad de las criptas, entre otros (Gomide, 2004).

La importancia de este trabajo radica en buscar una alternativa viable y disponible de
una fuente alimenticia, que tenga un efecto en el sistema inmunoldgico y pueda ser
incorporada a las dietas de las producciones avicolas. Se espera que la inclusion de la
hoja de M. oleifera en la alimentacién de pollos de engorda tenga un efecto positivo en
sus constantes inmunoldgicas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la inclusion de la hoja de M.
oleifera sobre los constantes inmunoldgicas de pollos de engorda.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 180 pollos linea Cobb, hembras de un dia de nacidas; fueron distribuidas
en 3 tratamientos de 6 repeticiones cada uno y 10 réplicas por repeticion: 1. Control, 2.
M10 (10% de inclusion de M. oleifera), 3. M20 (20% de inclusion de M. oleifera). Se
alojaron en corrales de 1 m? por cada 10 aves (Cobb 500, 2013; Cobb 500, 2015). Las
dietas se formularon al 95 % de lo estipulado por la NRC (1994) (tabla 1).

Tabla 1. Niveles de inclusidn de ingredientes en dietas de iniciacion y finalizacion.

Ingrediente Control M10 M20
| F | F | F
Aceite 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Sorgo 48.18 59.28 46.91 58.20 45.31 58.23
Pasta de soya 35.92 26.34 32.80 24.50 30.50 22.00
Hoja de M. oleifera - - 4.50 3.00 8.50 5.50
Carbonato de Ca 1.21 1.10 1.00 0.97 0.79 0.88
Fosfato dicélcico 0.68 0.28 0.80 0.34 0.90 0.39
Premezcla 8.00 7.00 8.00 7.00 8.00 7.00

| = Dieta etapa iniciacion, F = Dieta etapa finalizacion.

Para la evaluacion morfométrica microscopica, se tomaron muestras del duodeno y
yeyuno de las aves destinadas a eutanasia humanitaria, a los 21 y 42 dias de edad
(SEMARNAT, 1995); las muestras se conservaron en formol al 10 %. Se realizo la
técnica de inclusion en parafina; posteriormente se realizaron cortes histolégicos de 4
micras de grosor y la tincion de hematoxilina eosina. Se realiz6 la lectura de las placas
con un microscopio de objetivo micrométrico, luego se midi6 la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas intestinales; a continuaciéon, se utilizé el
programa Motic Images Plus ® (Rodriguez, 2012).

Se utilizo el disefio experimental completamente al azar; para después realizar
ANDEVA. Cuando existio diferencia estadistica entre los tratamientos, se realizo la
prueba de Tukey para comparaciéon de medias con un nivel de confianza del 95 %. Los
datos se analizaron en el paquete estadistico Minitab (2014) ®. Se extrajeron 3 ml de
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sangre de 3 aves por corral, a los 21 y 42 dias de edad, y se colocaron las muestras en
tubos de recoleccién; estos se dejaron reposar hasta completa coagulacién y después
se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min. Se separaron los sueros y se trasfirieron a
microviales de 1.5 ml; a continuacion, se realizaron dos alicuotas de cada uno.

La cuantificacion de IgY se realiz6 mediante un método de ELISA tipo Sandwich, se
usaron los estandares disponibles en el kit; se agregaron las muestras a los pocillos de
microtitulacion de poliestireno (incluidas en el kit) que contienen anticuerpos Anti-IgY
adsorbidos en el fondo, y se permitié que se unieran durante 30 min. Posteriormente se
realizaron cuatro lavados para remover las proteinas que no se unieron; se afadi
anticuerpo Anti-lgY conjugado a peroxidasa de rdbano (HRP) en la dilucion
recomendada por el kit, y se incubé a 37 °C durante el tiempo indicado en el kit. Se
realizaron nuevamente 4 lavados y posteriormente se afiadié sustrato cromogénico 3,
3, 5, 5 — tetrametilbencidina (TMB) y se incubé durante 10 min en oscuridad.
Finalmente se adicion6 una solucién para detener la reaccion, y se procedio a la lectura
de absorbancia; se utilizé un filtro para 450 nm en un lector de ELISA. La cantidad de
anticuerpos contenidos en la muestra es directamente proporcional a la absorbancia a
450 nm (MyBioSource ®).

Para realizar el analisis estadistico se utilizé una tendencia lineal de coincidencia con
puntos de datos conocidos; utilizando el método de los minimos cuadrados para
determinar los valores en ng/ml. Una vez obtenidos dichos valores, se realiz6 ANDEVA;
cuando existio diferencia estadistica entre los tratamientos se utilizo la prueba de Tukey
con nivel de significancia del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con respecto a la altura de vellosidades en el duodeno a los 21 dias, el tratamiento que
tuvo valores mas elevados fue M20, con un valor de 1620 um, que fue superior al grupo
M10 y Control en 156 y 366 pm, respectivamente. Por otra parte, al comparar el grupo
Control, éste fue menor por 210 ym con respecto al grupo M10. La altura de las
vellosidades del yeyuno mostr6 un comportamiento similar, ya que el grupo M20
presentd un valor de 1537 um, que fue superior en 165 y 271 ym a los grupos M10 y
Control, respectivamente. Las diferencias fueron estadisticamente significativas y se
presentan en la tabla 2. Para la medicion de la profundidad de criptas del duodeno a los
21 dias, se present6 un comportamiento opuesto, ya que el grupo M20 obtuvo un valor
de 213 um; el cual es menor que Control y M10 por 38 y 44 um, respectivamente; estos
valores son estadisticamente significativos. En Yeyuno no existi6 diferencia
estadisticamente significativa entre tratamientos; dichos resultados se muestran en la
tabla 2. A los 42 dias de edad, en la altura de vellosidades del duodeno, el grupo
Control obtuvo un valor de 1485 ym, que fue mayor por 170 y 160 um a los grupos M10
y M20, respectivamente; estas diferencias son estadisticamente significativas. Sin
embargo, la altura de las vellosidades del yeyuno fue significativamente mayor en el

tratamiento M10, con un valor de 1579 um respecto a los tratamientos M20 y Control,
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que obtuvieron 155 y 164 pum menos, respectivamente; esta diferencia es
estadisticamente significativa (tabla 2).

Sin embargo, para la medicion de profundidad de criptas de duodeno a los 42 dias de
edad, no se presentd el mismo patron, ya que no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos; por el contrario, en yeyuno existié
diferencia estadisticamente significativa entre el tratamiento Control y M20 con valores
de 190 y 167 ym, respectivamente (tabla 2).

Tabla 2. Altura de vellosidades y profundidad de criptas intestinales a los 21 y 42 dias.
Control M10 M20 Valor P EE

Altura de Vellosidades a los 21 dias (um)

Duodeno 1263°¢ 1473° 16292 <0.001 56.27

Yeyuno 1266° 1372P 153732 <0.001 68.90
Profundidad de Criptas a los 21 dias (um)

Duodeno 2512 2572 213° <0.001 15.30

Yeyuno 2622 227@ 2582 0.051 18.33
Altura de Vellosidades a los 42 dias (um)

Duodeno 1485° 16552 16452 <0.001 52.13

Yeyuno 1415° 157923 1424° 0.002 61.98
Profundidad de Criptas a los 42 dias (um)

Duodeno 1934 1772 1812 0.098 9.52

Yeyuno 1902 1762  167° 0.015 10.05

ab | jterales diferentes por fila indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
EE= Error Estandar de la desviacion.

Esta tendencia de comportamiento que aumenta la altura de vellosidades y disminuye
profundidad de criptas, sugiere una mayor absorcion de nutrientes y conduce a una
mejor digestion (Lipismita et al., 2015). Zvinorova et al. (2015) midieron la altura de las
vellosidades intestinales y profundidad de las criptas en ratas, se utilizaron dietas con
14 y 20 % de M. oleifera y no obtuvieron diferencias significativas entre la longitud de
vellosidades, profundidad de criptas, ni en la proporcion de ambas.

Al analizar los resultados de la cantidad de IgY en el dia 21, el tratamiento Control
obtuvo un valor de 92 ng/ml, menor por 85y 121 ng/ml a los grupos M10 y M20; estos
valores son estadisticamente significativos; sin embargo, entre el tratamiento M10 y
M20 no existio diferencia estadistica significativa. A los 42 dias, el grupo Control tuvo un
valor mas elevado por 52 ng/ml, con respecto al grupo M10; esta diferencia es
estadisticamente significativa. Sin embargo, entre el tratamiento Control y M20 no
existio diferencia estadistica significativa, al igual que entre el tratamiento M10 y M20
(tabla 4). No existen trabajos en los que se haya determinado la cantidad de
Inmunoglobulinas en aves al utilizar M. oleifera.
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CONCLUSION
El desarrollo de las vellosidades intesinales fue mejor en los animales alimentados con
M. oleifera, ya que se obtuvieron vellosidades mas largas y criptas menos profundas. M.
oleifera tuvo un efecto positivo como inmunoestimulante a los 21 dias, ya que eleva los
niveles de IgY en sangre.

Tabla 3. Diferentes niveles de inclusion de la hoja de M. oleifera sobre la cantidad de IgY
expresada en ng/mL alos 21y 42 dias de edad

Tratamiento 21 dias 42 dias
Control 922 160 @
M10 177° 108°
M20 213b 140 @
Valor P <0.001 0.048
EE 29.13 30.10

ab | jterales diferentes por columna indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
EE= Error Estandar de la desviacion
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