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Q meli

Resumen: Objetivo: determinar los efectos de Extracto de
Stevia (ES) liquido, iz vitro (actividad microbiana) e in vivo
(niveles de lipoperoxidacién plasmdtica, variables productivas,
inmunoldgicas y salud intestinal) en pollos parrilleros durante los
primeros 15 dias de vida. La actividad microbiana se determiné
mediante la técnica de difusidn en disco. Ensayo iz vivo: 100 pollos
parrilleros machos, 1 dia de vida, fueron divididos en: Tratamiento
1 (T1): sin ES; T2: 0,5 % ES; T3: 0,75 % ES y T4: 1 % ES.
El ES se adiciond al agua. Se determiné el Indice de Conversién
(IC) y al final del ensayo se midid la lipoperoxidacién plasmatica
(evaluando las sustancias reactivas al icido tiobarbittrico), se
extrajo timo, bolsa de Fabricio ¢ intestino, que fueron procesados
para el estudio histomorfométrico. En intestino se calculd: altura
de vellosidad/profundidad de la cripta (AV/PC). Resultados: la
actividad antimicrobiana y lipoperoxidacién plasmitica fueron
semejantes en todas las aves (p< 0,05). E1IC fue mejoren T4y T2
(p< 0,05) que T3 y T1. En timo y bolsa de Fabricio el ES generd
adelanto de la madurez inmunoldgica. En intestino, el rango AV/
PC fue T4<T3<T2<T1 (p< 0,05) y se observd aumento en el
numero de células plasmaticas y caliciformes y mayor tamafio del
mucus en los pollos que recibieron ES. Conclusién: ES (0,5-1%)
administrado en el agua durante los primeros quince dias de
vida adelanté la madurez inmunoldgica en los érganos linfoides
primarios y mejor6 la salud intestinal, esto se reflejé en un mejor
IC, principalmente cuando SE fue administrada al 1 %.

Palabras clave: stevia, parrilleros, pardmetros productivos,
pardmetros inmunoldgicos, salud intestinal.

Abstract: Objective: to determinate Stevia Extract (SE) effects,
in vitro (antimicrobial activity) and in vivo (lipoperoxidacion
levels, productive and immunological variables and intestinal
health) in broilers during the first fifteen days of life. In vitro
assay: SE antimicrobial activity was determined using the disc
diffusion technic. In vivo assay: One hundred male (1-day
broilers chicks) were divided into four groups: Treatment 1
(T1) (without SE), T2: 0.5 % SE; T3: 0.75 % SE and T4: 1 %
SE. SE was added to drinking water. The following productive
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variable were determinate: conversion index. At the end of assay,
plasma concentrations of thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARs) were measured, thymus, Fabricius bursa and gut were
removed and processed for the histolomorphometric study. In the
gut was measured villi hight/crypt deep relation (VH/CD ratio).
Results: antimicrobial activity, TBARs and productive variables
were simmillar in all broilers (p< 0,05). CI was better in T4
and T2 (p< 0,05) than T3 and T1.In all groups received SE, an
increased immunology mature of thymus and Fabricius bursa was
observed toghether with an increase in plasmatic (IgA producers)
and goblet cells number and in the mucus layer height. In the gut,
HV/CD ratio were: T4<T2<T3<T1 (p< 0,05). Conclusion: SE
(0.5-1 %) administrated in drinking water to broilers during the
first fifteen days of life, increased immunology maturity in primary
lymphoid organs and intestinal health, it was reflex in better CI,
mainly when SE was administered at 1 %.

Keywords: phitobiotic extracts, chicken, productive parameters,
immunological parameters, intestinal health.

INTRODUCCION

En nutricién aviar, las legislaciones nacionales e internacionales han disminuido
el uso de Antibi6ticos Promotores del Crecimiento. Esas regulaciones y los
requerimientos de los consumidores actuales, que buscan pollos de carne y/
o subproductos libres de antibidticos, han dirigido las investigaciones hacia la
busqueda de aditivos naturales como promotores de crecimiento (Roberts ez 4L,
2015; Peralta ez al., 2016, 2018a; Taha-Abdelaziz e 4/, 2018). Dentro de este
grupo, se pueden incluir numerosas sustancias como prebidticos, probidticos,
simbi6ticos, dcidos orgdnicos, enzimas, péptidos antimicrobianos y fitogénicos,
con diferentes mecanismos de accién que aumentan la performance de los
animales de interés productivo (Kyoung-Woo ez al., 2016, De Gussem, 2018,
Latek ez al., 2021).

Los fitogénicos son sustancias bioactivas naturales, derivadas de hierbas
o plantas (aceites esenciales) con funciones antioxidantes, antimicrobianas,
antihelminticas y también estimulan la inmunidad y la eficiencia productiva
(Gaddet ez al. 2017, Robert, 2021). Dentro de este grupo, se puede mencionar
la Stevia (S) (Stevia rebaundiana Bertoni), planta perenne nativa de Paraguay
y Brasil que se utiliza como endulzante en humanos, propiedad originada
por los estevidsidos y rebaudidsidos (glicdsidos de esteviol) presentes en
hojas y ramas (Christaki ez al, 2013; Grosso et al, 2012). Ademds de sus
efectos endulzantes, esta tiene numerosas propiedades menos conocidas como
antioxidantes, antimicrobianas y antitumorales, cuyos mecanismos de accion
atin no estdn totalmente aclarados (Ghosh ez 4/, 2008; Jayaraman ez 4/., 2008;
Christaki ez al., 2013; Shukla ez al., 2015, Peralta ez al., 2018a, Pirgozliev, et al.,
2021).

Las investigaciones referidas al uso de S en aves comerciales son escasas, por
ese motivo, nuestro grupo de trabajo desde hace unos cinco anos estd realizando
estudios con este fitogénico, en diferentes dosis y presentaciones, con resultados
positivos. Por ejemplo, en un ensayo de orientacidn, la adicién de extracto de
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Stevia (ES) (0,5-1 %) en el agua 6 en la dieta a pollos de carne de 15 dias de vida,
tuvo efectos positivos en las variables productivas, logrindose un mejor Indice de
Conversién. Asimismo[F1] , en investigaciones posteriores en pollos de carne,
usando dosis similares, se analizaron variables asociadas con la salud intestinal e
inmunoldgicas, logrindose una mejora en ambas variables en las aves que habian
consumido S (Raheem, ez 4/.,2022; Peralta ez al., 2018b; 2019a, b, 2020, Vaquero
et al., 2022). Coincidiendo con estos resultados, en otra investigacion en pollos
parrilleros de 15 dias de vida, la administracién de 0,13 % de hojas molidasde S o
0,13 % de stevididsidos puros, durante 4 semanas, mejoré la ganancia de peso de
las aves durante las primeras dos semanas del ensayo, pero la eficiencia productiva
medida al final de la investigacién no se modificé, registrindose un aumento
significativo en la grasa abdominal de los animales (Atteh e al, 2008; 2011).
Igualmente, en otra investigacién en aves adultas (pollos parrilleros y gallinas
ponedoras), la administracién de stevidsidos (0,6 % durante 2 semanas) no
modific la performance productiva de los parrilleros ni se registraron cambios
en la produccidén de los huevos 6 la composicién de los mismos (Geuns, 2003).
En contraposicién a esto, en otro estudio en pollos de carne, la adicién de
hojas de S molida (0,5-2 %) en la dieta durante los primeros 21 dias, mejord la
eficiencia productiva y algunos pardmetros relacionados con la salud intestinal
de las aves, midiendose dichas variables a los 42 dfas (Quezada Figueroa, 2011).
Como se puede deducir de las distintas investigaciones, en aves hay diferentes
resultados, que dependen del compuesto bioactivo utilizado (hoja, tallo, extracto
de hojas), del tipo de ave empleado: pollos parrilleros o ponedoras, la dosis usada,
la edad del animal en ensayo, entre otras variables. Entonces, pareceria que el
efecto positivo de este fitobidtico pudo manifestarse cuando es administrado
a las aves de carne durante los primeros 14-21 dias de vida, momento en que
se establece la funcionalidad gastrointestinal. Esto involucra aparato digestivo,
sistema inmune y microbiota, que estdn en intima asociacidn e interaccionan
durante las primeras 2-3 semanas de vida y mediante la liberacién de diferentes
mediadores celulares y complejos mecanismos, logran la homeostasis intestinal
(Peralta, 2016a,b; Peralta er 4l., 2017, 2018a). En los sistemas de produccién
intensivos, como la produccién de los pollos de carne, un tracto gastrointestinal
saludable es esencial para lograr un éptimo indice de conversién mediante la
utilizacién de nutrientes de forma eficiente. Esto es de importancia crucial en
la primeras semanas de vida, momento en que crece y se desarrolla el sistema
digestivo. Conjuntamente, la microbiota coloniza el intestino e interacciona con
el aparato digestivo y el sistema inmune asociado a intestino (SIAI). Finalmente,
aproximadamente a los 15 dias de vida, se da la maduracién del SIAI con la
microbiota y los estimulos de las dietas, evento que culmina cuando los pollos de
carne alcanzan su potencial productivo (Lammers ez al., 2010; Maynard ez al.,
2012; Lamichhane ez 4l., 2014, Peralta ez al., 2016a,b; 2017, 2018a)

De este modo, la S, como integrante de los promotores de crecimiento
naturales, podria surgir como una buena opcién con efectos benéficos sobre la
interaccion entre el intestino, SIAI y microbiota, aumentando la funcionalidad
intestinal y consecuentemente, mejorando la performance productiva de las aves
de carne.

Asi, el objetivo de esta investigacion fue determinar los efectos del extracto de
S en ensayos iz vitro (actividad antimicrobiana) e iz vivo (peroxidacion lipidica,
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pardmetros productivos, ¢ inmunoldgicos y de la salud intestinal) administrado
en el agua de bebida de pollos de carne durante los primeros 15 dias de vida.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién del Extracto de Stevia (ES): Se cultivaron las plantas de S en el
campo de docenciay experimentacién de la Facultad de Agronomiay Veterinaria
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) (Camdocex-Sector Norte)
y cuando las plantas presentaron el estado fenoldgico de prefloracion se cortaron.
Luego se procesaron en el Laboratorio de Vinculacién Tecnoldgica, donde se
secaron las hojas y se molieron (malla entre 40 y 200 w) y se ubicaron en
un extractor semi industrial vertical sélido-liquido tipo Soxhlet Figmay M8
(Figmay, Argentina), cargando no mds de 2,0 litros de agua destilada a 90 °C al
extractor y se agrego alcohol etilico al balén para extraer el compuesto bioactivo
dela S (4 a 6 h). El extracto obtenido luego fue evaporado a presién reducida,
hasta que el alcohol y parte del agua fueron removidos y luego se concentré con
un Evaporador rotatorio Figmay RV 1(Figmay, Argentina). La solucién con el
ES bioactivo fue almacenado en frio para luego ser usado en el ensayo iz vivo,
en las concentraciones correspondientes. El contenido de glicésidos de steviol
fue monitoreado por HPLC usando un Cromatdgrafo Prostar 325 UV-Visible /
longitud de onda simple (Varian, Estados Unidos) y Columna HPLC cromsep
Varian 55 (150 x 4.6 mm) microsorb 100-5 Amino (Varian, Estados Unidos).
Para la fase mévil fue usado Acetonitrilo: agua (80:20) a un rango de flujo de 1.0
ml/min a temperatura ambiente. La deteccidn fue realizada a 210 nm. (Kolb ez
al.,2001). El acetonitrilo calidad HPLC usado fue marca Sintorgan, Argentina.

Las soluciones del ES fueron normalizadas con respecto a su contenido de
estevidsidos: una concentracién de 1,5 % significa 1,5 % p/p de estevidsidos en el
extracto dejando todos los otros componentes extraidos relativos a esa cantidad.

Ensayo in vitro:

Determinacidén de la actividad antimicrobiana: la actividad del ES fue testeada
contra los siguientes microorganismos: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
ATCC 25212, Staphylococcusepidermidis, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella sp (y) Pseudomonas aeruginosa.
Los microorganismos fueron obtenidos del Dep. de Microbiologia, UNRC.
Los tubos conteniendo caldo con tripteina de soja (CTS) inoculados con los
microorganismos fueron incubados durante 18 hs, a 37 °C. Se hicieron diluciones
de 1/10 hasta que fue alcanzado una densidad éptica (DO) de 0,04 (10. UFC/
ml). En este ensayo fue usado ES caliente (100 °C) a dos niveles: 1mg/ml y 45
mg/ml.

Método de difusién en disco: 100 ml de cada indculo fue sembrado en
las capsulas de Petri conteniendo Agar Mueller-Hinton (AMH); los discos de
papel de filtro (6 mm de didmetro), impregnados con 10 pl de ES, (1 mg/mly
45 mg/ml) fueron ubicados en la superficie del medio. Las cépsulas se dejaron
30 min. a temperatura ambiente, para permitir la difusién del ES, y luego se
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incubaron a 37°C durante 24 hs. Transcurrido ese tiempo, se midi6 la zona de
inhibicién alrededor del disco con un calibre. Cada experimento fue realizado

por duplicado, segtin la metodologfa de De Pooter ez al. (1995).
Ensayo in vivo:

Avesy disefio experimental: Se usaron 100 pollos de carne machos (Ross) de un
dia de vida, desde el nacimiento hasta los 15 dias de vida. Las aves fueron alojadas
en jaulas, en el Médulo de Ambiente Controlado de la Unidad de Investigacién
Aviar (UIA), Produccién Avicola, en la UNRC. Tanto el manejo de las aves
como los procedimientos experimentales fueron realizados siguiendo las normas
aprobadas por el Comité de Etica de la Investigacién (CoEdI) de la UNRC.
Los pollos fueron pesados al dia 1° dia de vida y distribuidos al azar dentro
de 4 grupos (Tratamientos): Tratamiento 1 (T1) (sin ES), T2: ES (0,5 %), T3:
ES (0,75 %) y T4: ES (1 %). E1 ES fue administrado en el agua de bebida. Cada
grupo fue subdividido en 5 réplicas de 5 aves c/u. Tanto el agua como el alimento
fueron ofrecidos ad libitum. Las aves recibieron una dieta pre-iniciadora del dia
1-7 con 24 % PB y 2950 EM Kcal/kg ¢ iniciadora (dia 8 hasta el 15) con 21,5%
PBy 3100 EM Kcal/kg (Rostagno, 2017), dichas dietas fueron elaboradas en la
Planta Experimental de Alimentos Balanceados de la UIA, segtin Tabla 1.

Tabla 1

Composicion gkg dieta y anlisis proximal de la dieta basal
de pollos parrilleros durante los primeros 15 dias de vida

Ingredientes y Cormposicion

Pre-iniciador glkg [niciador g[kg

dieta dieta

Maiz Log 564
Harina de soja 357.3 210
Poroto de s0ja (desactivado) 20 150
Harina de carne (45) 55 545
Mucleo vitaminico mineral 1 ) )
MNacCl 4 3
DL-meticnina 4 3
Lisina 4 3
Conchilla 4.7 5

Total 1000 1000

Analisis kg dieta

Proteina cruda 240 214
Calcio 9.5 ats
Grasa 4 5
Fibra 2 25
Lisina 14 125
Metioninag G 55
Triptédfanc 29 23
Energia Metabolica Kcal [K.g) 2950 3150

1 1Ntcleo vitaminico mineral (por kg alimento): Vitamina: A 10x106 UI, D3 3x106 UL E30 g, K33 g.
Acido félico:1 g, Colina 250 g. Minerales: Cu 10 g, Zn 75 g, Se 300 mg, I 1g, Co 100 mg, Fe 40 g. B1 1.2 g, B2
5.5g,B63 g B12 14 mg, Biotina 110 mg, Acido nicotinico:40 g, Acido Pantotenico: 12 g (Rostagno, 2017).
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Variables Productivas

Durante el periodo experimental, se midieron las siguientes variables: Ganancia
Media Diaria (GMD) (g/ave/d{a), Consumo Medio Diario (CMD) (g/ave/dia)
¢ Indice de Conversién (IC).

El CMD se determiné dividiendo el consumo total de alimento durante 15
dias, considerando el nimero de pollos en cada repeticién. La GMD se determiné
por pesaje grupal de todos los pollos dividiendo los pesos totales de cada réplica
de cada tratamiento durante 15 dias, considerando el nimero de pollos. E1 IC se
determind por tratamiento mediante el cociente entre el consumo de alimentoy
el peso final ganado durante 15 dias (Peralta e al., 2020).

Andlisis de Sustancias Reactivas al dcido Tiobarbitirico (TBARs)

Al final del ensayo, en todas las aves se les extrajeron 5 ml de sangre de la vena
yugular bajo condiciones asépticas, para medir las sustancias Reactivas al Acido
Barbittrico (TBARs) en el plasma. Cada muestra de sangre fue centrifugada a
3000 RPM (centrifuga Arcano, modelo 802b, China) y el plasma removido fue
preservado a -20°C para su posterior andlisis. La cuantificacién de TBARs fue
llevada a cabo siguiendo el protocolo de Buege y Aust (1978), modificado por
Marcincak ez 4/. (2003), usando como sustancia de referencia Malondialdehido
(MDA). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y cada muestra
fue cuantificada por triplicado, los resultados fueron expresados en términos de
nmol MDA/g proteina

Variables inmunoldgicas y relacionadas con la salud intestinal: Al final del
experimento, inmediatamente después del sacrificio, se procedié a la extraccion
del timo, la bolsa de Fabricio y del intestino para el andlisis histomorfométrico.
Las muestras fijadas en formol bufferado fueron procesadas segtin la técnica
convencional y tefiidos posteriormente con hematoxilina/eosina para luego ser
analizadas con un microscopio dptico. Para el estudio de las variables asociadas
a la salud intestinal, se midieron la altura de las vellosidades intestinales (AV)
(w) y la profundidad de las criptas (PC) (i) con el programa Axio Vision Release
(Carl Zeiss, Alemania). Para esta determinacion, se utilizé un microscopio éptico
(Axiophot, Carl Zeiss, Alemania) con una cdmara digital anexada (AXio Cam
Erc 5x Rev.2, Carl Zeiss, Alemania) (Peralta ez 4/, 2017).

Los datos fueron analizados mediante anélisis de varianza, con test a posteriori
paramétricos (Tukey). La significacion estadistica se establece para p< 0,05. (Di
Rienzo et al., 2016)

RESULTADOS

Ensayos i7 vitro: efecto de ES en la actividad antimicrobiana

La determinacién de la actividad antimicrobiana mostré que el ES, tanto a
1 mg/ml como a 45 mg/ml, no tuvieron potencial antibacteriano ya sea contra
Gram + como Gram -.
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Ensayos iz vivo:
Efectos de ES sobre las variables productivas: las aves que recibieron ES, en
las dosis mds altas (T2 y T4), tuvieron significativamente mejor IC que el resto

(T1yT3) (p< 0,05).

Tabla 2
Variables productivas en pollos de carne que recibieron ES en el agua durante 15 dias

T2i0.5%  T=Z(0,75%

Grupo T1(02% ES) ES) ES) T4(12% ES)
GMD 24,20 + 25,27 = 25,38 25,66 +
(glavejdia) 1,10 0,30 *1,2 1,15
CMD =010+ 20,20 = 20,80 £ 20,10 £
(glave)dia) 2,40 1,30 2,80 1.5

[C 1,24a 1,13k 1,228 1,17

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas: a, b: p< 0.05

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas: a, b: p<
0.05

Efectos de ES sobre los niveles de lipoperoxidacién en sangre: la evaluacién
de las TBARSs no mostraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 1).
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Figura 1

Concentraciones de MDA plasmiticas en pollos de carne que recibieron
Extracto de Stevia en distintas dosis en el agua de bebida durante quince dias

Efectos de ES sobre las variables inmunoldgicas: la adicién de SE,
principalmente a niveles de 0,75 % aumenté la maduracién inmunoldgica tanto
del timo como de la bolsa de Fabricio. Dentro del timo, se observaron zonas
con mayor desarrollo medular y en la bolsa de Fabricio, se noté aumento en el



Ab intus FAV-UNRC, 2023, vol. 1, ntim. 11, Enero-Julio, ISSN: 2618-2734

desarrollo folicular en las aves que recibieron este fitogénico, principalmente el

grupo T3 (Figura 2).

Figura 2
Seccion histoldgica de bolsa de Fabricio en pollos de carne que recibieron
Extracto de Stevia en distintas dosis en el agua de bebida durante quince dias.
(A): Grupo T1: Control; (B): T2: 0,5 % ES; (C): T3: 0,75 % ES; (D): T4: 1%
ES. (10 X). En B, Cy D se muestra el mayor desarrollo folicular de este 6rgano (*).

Efecto de SE sobre la salud intestinal: el estudio histomorfométrico intestinal
mostrd una relacién HV/CD: T4<T2<T3<T1. Esto se origind por un aumento
significativo en AV del grupo T3 (p< 0.05) respecto a los otros grupos (T1, T2
and T4). Igualmente, la PC fue significativamente mayor en T3y T4 con respecto
aT1yT2 (p<0.05) (Tabla 3).

Tabla 3

Variables histomorfométicas intestinales en pollos de carne que recibieron ES en el agua durante 15 dias

TZ(0,5 % TZ(0,75%

Grupo T10%ES) ES) ES) T4{1%ES)

AV 928,08 + 968,06 + 1018,82 104373 £
£.11a 7,070 *5,44c E,36d

PC (1) 81,86 £ 91,50 £ 97,36 £ 99,43 =
201la £,03a 7,010 £.03b
11,22 + 10,57 = 10,46 + 10,55+

AVIPC 0,06 a 001k D020 0180

Alrura de la vellosidad intestinal (AV) (u), profundidad de la cripta (PC) (1) y relacién AV/PC.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas: a, b, ¢, d: p< 0.05

Ademds, se noté un aumento en el nimero de células plasmiticas (productoras

de IgA) y células caliciformes, esto tltimo se reflejé en una mayor capa mucosa
en las aves que recibieron ES (Figura 3).
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Secciones histolégicas de intestino aviar
A): Grupo T1: Control; (B): T2: 0,5 % ES; (C): T3: 0,75 % ES; (D): T4: 1 % ES. (10 X). En B, C y D se muestra un
incremento en el niimero de celulas caliciformes (*) y mayor altura de la capa mucosa (**) en las vellosidades intestinales.

DISCUSION

En esta investigacion, el ensayo iz vitro mostré que ES, tanto a lmg/ ml como a
45 mg/ml no tuvo efecto como antibacteriano contra los microorganismos Gram
+ o Gram - testeados.

En contraposicion a estos resultados, en otra investigacion iz vitro se encontro
que ES tenia potencial antibacteriano contra los microorganismos testeados,
aunque dichos autores usaron otro método para obtener ES (Jayaraman, et 4/,
2008). En esa investigacion se uso etil acetato, acetona, cloroformo y agua para
obtener el ES, y nosotros una metodologia que utiliza agua, aproximadamente 2
litros, con lo cual el sistema es mas eficiente, mds econdmico y no dana el medio
ambiente. Coincidentemente con nuestros resultados, cuando Jayaraman,ez 4/,
2008 usaron agua para obtener ES, no registraron potencial antibacteriano
efectivo.

Con respecto a los ensayos iz wivo, la evaluacién de los niveles de
lipoperoxidacién en plasma de los pollos de carne, mostraron una tendencia
(no significativa) a efectos benéficos sobre el balance oxidativo en los grupos
que recibieron la adicién del ES en las dosis més altas (T3 y T4) respecto a los
otros dos grupos (T1 y T2). Coincidiendo parcialmente con estos resultados,
en una investigacion realizada en pollos de carne, que recibieron steviésidos
(0,25 %) durante los primeros 21 dfas de vida, se encontré disminucién en el
dano redox aumentando la capacidad antioxidante total y la actividad de las
enzimas antioxidativas (Jiang, ez a/, 2021). Si bien en dicha investigacién se
administraron steviésidos puros, y en la nuestra ES, se puede notar el efecto

3
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antioxidante de la S, aunque serian necesarios més estudios relacionados con
niveles de lipoperoxidacién no sélo en sangre, sino también en musculo (pechuga,
por ejemplo) y en la grasa abdominal, a fin de aclarar este item.

En esta investigacion, las variables productivas mostraron que las aves que
recibieron ES, tanto a 0,5 como 1 % tuvieron mejor IC que el grupo control y
el grupo que recibi6 ES (0,75 %). Esto se debi6 a que las aves consumieron casi
lo mismo, pero ambos grupos que recibieron ES ganaron 1-1,3 g/diario més de
peso que el resto. Coincidiendo con estos resultados, en otra investigacion se
encontré mejor performance productiva durante los primeros quince dias, no
asi al final del ensayo (40 dias), en pollos de carne que recibieron la adicién de
hojas de S molidas (0-2%) o estevidsidos puros (130 ppm) en dieta iniciadora
y terminadora (Atteh ez 4/., 2008; 2011). Igualmente, en otra investigacion, se
encontré mejor performance productiva en pollos parrilleros de 49 dias, que
recibieron hojas de S molidas durante los primeros 21 dias de vida (0,5-1,5 %)
(Quesada Figueroa, 2011). El efecto positivo de S (presentada como extracto u
hojas molidas) se producirfa durante los primeros 15-21 dfas de vida, cuando
se establece la funcionalidad gastrointestinal, madurando e interrelaciondndose
tanto el sistema digestivo, como el SIAI y la microbiota intestinal.

El sistema inmune, junto con un intestino saludable, son claves para obtener
una alta performance productiva en pollos de carne, que tienen alto rango de
crecimiento (40-45 days de vida) (Gaddet ez /., 2017; Smet, 2016; Peralta ez
al., 2016a y b, 2018a). Junto con esas variables, la nutricién cumple un rol
fundamental en este proceso, con lo cual los promotores de crecimiento naturales
pueden contribuir en forma positiva a ese alto rango de crecimiento, aumentando
la funcionalidad intestinal (Peralta ez 4/, 2019).

En esta investigacion, la adicién de ES, principalmente en los niveles més
altos (0,75 y 1 %) adelantaron la madurez inmunoldgica en los 6rganos inmunes
primarios, tanto inmunidad humoral (bolsa de Fabricio) como celular (timo).
Este es un hallazgo relevante, ya que la maduraciéon temprana es fundamental
en estos animales que no sélo tienen exigencias de crecimiento altas, sino
que también estdn sometidos a estrés desde su nacimiento. Coincidiendo
parcialmente con este resultado, en otra investigacion fue detectado un aumento
en las proteinas antiinflamatorias y la respuesta inmune humoral (IgY) en pollos
parrilleros que recibieron estevidsidos (0,003 %) en dietas terminadoras (21-42
dias) (Daneshyar e al., 2011). Si bien en nuestra investigacion se adiciond
SE en el agua (0,5-1 %) en aves jovenes (0-15 dias de vida) y en la otra
investigacion se adiciond estevidsidos (0,003 % en la dieta) en aves adultas (21-42
dias de vida), en ambas investigaciones se registré estimulacién del Sistema
inmune humoral. Los ES contienen componentes que inciden positivamente
aumentando las variables inmunoldgicas, como é4cidos grasos monoinsaturados
y sacdridos funcionales principalmente, junto con otros componentes (4cido
oleico, fructuooligosacéridos, por ejemplo) (Christaki ez 4/.,2013, Peralta ez al.,
2018a). Efectivamente, la inulina, un fructuooligosacirido presente en ES, ha
sido asociado con las propiedades prebidticas, antioxidante, antiinflamatoria y
antimicrobiana que inciden en el sistema inmune (Christaki ez al., 2013).

El intestino, es un érgano importante en las producciones intensivas como
los pollos parrilleros, asociado intimamente con la nutricidén, ya que los
nutrientes pueden ser absorbidos y utilizados correctamente si el ave presenta
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una buena funcionalidad intestinal. Esta se establece los primeros 15 dias de
vida a partir de la relaciéon entre intestino, SIAI y microbiota. Por ejemplo,
cambios en la microestructura intestinal, particularmente en la mucosa, pueden
reducir la asimilacién de nutrientes, cambiando el metabolismo del pollo y
su produccién de energfa. Esto podria afectar la salud intestinal entonces, la
utilizacién eficiente de nutrientes y de sustancias bioactivas es fundamental.
Esto se refleja en una modificacién positiva o negativa del crecimiento, del
desarrollo y ambos se ven reflejados en el indice de conversién y otros pardmetros
econdmicos importantes en la industria avicola. Dentro del intestino, el epitelio
intestinal esta constantemente expuesto a la microbiota y antigenos, ambos son
esenciales para el desarrollo de la inmunidad. La microbiota interactta con los
enterocitos, la capa mucosa y el tejido inmune (SIAI) afectando la composiciéon
y funcionamiento intestinal (Peralta ez 4/, 2018a, b) .

En esta investigacion, el estudio histomorfométrico mostré que la relacion
AV/PC fue significativamente mejor en los grupos que recibieron ES, debido a
un incremento de aproximadamente el 10 % tanto en AV como en PC, excepto
T2 que tuvo un 5% mayor AV'y 10 % de PC respecto a T1. El aumento en AV
se asocia a un epitelio intestinal maduro, con la funcién absortiva aumentada,
porque contiene mayor drea de absorcién (Awad ez 4/, 2009; Brummer ez
al., 2010; Peralta et al., 2018b). De la misma manera, el incremento en PC,
registrado en las aves que recibieron este fitobiético se asocia a una capacidad de
regeneracion aumentada, con rdpido recambio celular en las vellosidades, evento
relevante cuando los patdgenos intestinales contactan y penetran dentro de las
vellosidades, requiriéndose un recambio celular acelerado (Peralta ez 4/., 2018b).

Concordando con estos resultados se registraron aumentos en AV en pollos de
carne que habian recibido hojas de S molidas en la dieta (0,5-1,5 %) durante las 3
primeras semanas de vida y sacrificados a los 49 dias de vida (Quesada Figueroa,
2011). La presencia de dcidos monoinsaturados y sacdridos funcionales presentes
en la S, junto con fenoles, flavonoides, vitamina C y Zn que se encuentran
en el ES mediante diferentes mecanismos podrian haber modificado directa o
indirectamente el intestino, SIAI y/o la microbiota. Esto podria haber llevado
a lograr la homeostasis intestinal, que se reflejé en una mayor salud intestinal y
mejor performance productiva en estas aves (Peralta ez 4/., 2018a).

Ademds, en el estudio histoldgico intestinal, se noté un incremento del 50
% en el numero de las células plasmaticas (productoras de IgA) dentro de las
vellosidades de las aves que recibieron ES. Estos mismos resultados se registraron
en investigaciones anteriores, en pollos de carne que recibieron hojas de Stevia
molida (0,5-2 %) (Vaquero ez al., 2022). La IgA es la principal inmunoglobulina
presente en la capa mucosa intestinal, la primera linea de defensa de la inmunidad
humoral dentro del intestino (SIAI) contra la penetracién de patégenos
entéricos y otras noxas que podrian penetrar junto con el alimento. A su vez, la
IgA contribuye a la regulacion del balance ecoldgico entre microbiota, intestino
y SIAL favoreciendo la funcionalidad gastrointestinal (Peralta ez 2/, 2017).

Junto a estos resultados, en las vellosidades intestinales de las aves que
recibieron ES fueron detectados un aumento en el nimero de células
caliciformes, que producen mucina, el principal componente de la capa mucosa,
primera barrera fisica de defensa del intestino. Ademas de esa importante
funcidn, a través de la subcapa interna, la capa mucosa permite alojaralaIgA ya
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través de la subcapa externa, permite el intercambio de nutrientes, sobre todo en
los primeros quince dias de vida, momento en que se produce la maduracién del
sistema gastrointestinal (Peralta, 2016b).

CONCLUSIONES

El ES (0,5-1 %) adicionado al agua de bebida en pollos de carne durante los
primeros quince dias de vida, produce una estimulacién inmunoldgica en los
érganos inmunes primarios y a nivel intestinal mejora la relacién altura de
vellosidad/profundidad de la cripta, incrementa tanto el nimero de las células
precursoras de IgA como la altura de la capa mucosa principalmente a dosis de
0,75y 1 %, lo que se ve reflejado en una mejor salud intestinal y mejor conversion
alimenticia en las aves, aunque sélo el grupo que recibi6 1 % de Stevia.
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