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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El avance cientifico y tecnoldgico relacionado al mejoramiento genético y la nutricion aviar han
permitido que los pollos de engorde alcancen fisiolégicamente mas temprano el peso corporal
esperado para el mercado; sin embargo, este rapido desarrollo perjudica otros aspectos, como la
respuesta inmunologica (Cheema, citado por Tavernari, 2008); esto se evidencia con la mayor
susceptibilidad que presentan las aves a las alteraciones entéricas, comparados con las aves de
hace 30 afos (Tavernari, 2008). Por otro lado, este rapido crecimiento ha generado importantes
cambios en el tracto gastrointestinal y en la integridad de la microestructura del intestino (Bartell,
2007).

Desde el nacimiento, el tracto gastrointestinal del pollito se encuentra aun inmaduro, esta etapa
es crucial para el desarrollo y funcionamiento del intestino, ya que realiza la transicién del uso de
nutrientes contenidos en el huevo a los contenidos en la dieta, ademas su funcionamiento
digestivo y de absorcion son limitados, con una deficiente actividad enzimatica y un sistema
inmunoldgico aun inmaduro (Timothy, 2017). A diferencia de los mamiferos, las aves poseen un
transito digestivo mas rapido y una acidez mayor; a su vez el intestino de las aves posee una



densidad mas alta de microvellosidades, un ritmo de regeneracion epitelial mas rapido, y una
respuesta inflamatoria a las agresiones entéricas mas rapida, volviéndolas méas susceptibles a los
trastornos que afectan la capacidad de absorcion intestinal y a la inflamacion (Hoerr, citado por
Sanchez, 2018). Por otro lado, debido a su gran superficie y carga microbiana, el intestino es
vulnerable a la invasién de patdgenos por estar protegido Unicamente por una capa de células
epiteliales para cumplir su funcion de absorcion de nutrientes (Torrealba, 2007). Este es uno de
los principales factores que pueden alterar su integridad intestinal (Hoerr, citado por Sanchez,
2018), provocando diversas reacciones en el tracto gastrointestinal como que la capa de moco se
degrade, que las células epiteliales se deshagan o destruyan, que el suministro vascular se
interrumpa, o que el sistema inmune se comprometa (Sanchez, 2018).

El dafio del epitelio intestinal tras las agresiones, produce una inflamacion y posterior necrosis de
las vellosidades, con pérdida y destruccién de los enterocitos, generando un recambio celular
forzado, que tarda de 3 a 5 dias en producirse, en este periodo los nuevos enterocitos generados
en las criptas de las vellosidades recubren las zonas afectadas que, durante este tiempo no
pudieron realizar la absorcion de nutrientes presentes en el alimento. A consecuencia de esto,
ademas de problemas en la microflora, pérdida de mucosa intestinal, deficiente absorcion y poca
actividad enzimatica; las aves afectadas retrasan su ganancia de peso, lo que producira pérdidas
econdmicas considerables (Faus, 2008). En consecuencia, el desarrollo del TGl juega un papel
critico en el crecimiento temprano del pollo de engorde, y el crecimiento rapido del intestino es un
requisito para soportar las altas y constantes tasas de crecimiento corporal. Por ello actualmente
se realizan muchas investigaciones sobre adicionar agentes son adicionados a las dietas para
monogastricos con el objetivo de mejorar y preservar la integridad de la mucosa intestinal, como
probiéticos, prebidticos y pronutrientes como los nutracéuticos (Avellaneda, 2008).

Il. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

En la crianza de aves, el costo mas alto para producir un kilogramo de pollo es el alimento, que
puede llegar hasta 60-80% del costo total; por lo tanto, las raciones deben formularse para
aportar el balance correcto de energia, proteina y aminoacidos, minerales, vitaminas y acidos
grasos esenciales, para permitir el crecimiento, rendimiento 6ptimo y disminuir los costos
elevados. Considerando que la eleccion de los niveles de nutrientes en la dieta es una decision
econOmica que cada productor asume; entonces, la clave esta en como alimentar los pollos de
manera inteligente con el menor costo de produccion posible. (Rubin citado por Torrealba, 2007).

Al nacer los pollitos poseen un tracto gastrointestinal aun inmaduro (Timothy, 2017); y son poco
eficientes para digerir grasas y proteinas, estabilizandose este proceso a partir de los 10 a 14 dias
de edad (Batal, citado por Tavernari y otros, 2008), todo esto lo vuelve susceptible a patologias
gue pueden afectar su crecimiento y desarrollo. Durante las dos o tres primeras semanas de vida



es cuando el microbiota intestinal va a ir evolucionando, pasando de una situacién de predominio
inicial de bacterias aerobias a otra de anaerobias, en el que bacterias como el Clostridium
perfringens u otras, que pueden llegar a provocar desequilibrios intestinales no siempre
detectables. Este aspecto favorece la pérdida de integridad intestinal, generando una mala
absorcion de nutrientes, lo que origina que haya mas nutrientes disponibles para las bacterias del
intestino delgado, pudiendo ocasionar un crecimiento excesivo de la poblacién bacteriana.
Adicionalmente, la mala absorcidén puede originar que las proteinas, los azucares y las grasas
pasen a los ciegos, causando un cambio en la poblacion microbiana, alejandola del ideal de
bacterias fermentativas (Bayley, 2013).

Las industrias productoras de alimentos para monogastricos estan continuamente investigando
alternativas para sustituir los antibiéticos promotores de crecimientos. En el mercado existen
diferentes aditivos utilizados en la alimentacién de aves, se encuentran los acidos organicos,
prebidticos, probioticos, y actualmente se vienen investigando los efectos benéficos de principios
activos de algunas plantas, consideradas como nutracéuticos, que pueden ser positivos en la
salud de los animales por tener una actividad biolégica importante, como antibiéticos,
antiparasitarios y antiinflamatorios, como los flavonoides y los taninos ( Pefarrieta y otros, 2014;
Zambrano y otros, 2017). Se ha investigado el empleo de principios nutracéuticos como
promotores del crecimiento en pollos de engorde, en estudio se demostré mayor incremento de
peso con el uso de nutracéuticos que en los tratamientos en los que se empled antibiético como
promotor de crecimiento en magnitudes entre 13y 17% (Del Carpio, 2015). Otra investigacion,
utilizando a Ulva rigida, una especie de alga, adicionandola en la dieta mejoro la integridad
intestinal, redujo el contenido de colesterol y triglicéridos, sin afectar las variables productivas por
lo que puede ser considerada como un ingrediente con propiedades nutracéutica (Cafedo, 2017).

lIl. FUNDAMENTACION DE LAS ACTIVIDADES NO LECTIVAS

Realizar investigacion en la linea de produccion animal, generando nuevos conocimientos que
contribuyan con el desarrollo de la poblacion.

A los docentes que logren el financiamiento de sus proyectos de investigacion, a través del Fondo
de Apoyo a la Investigacion (FAIN- UPAO) se les asignara una carga horaria de hasta 10 horas
semanal/mensual para el desarrollo del proyecto, las cuales se aplican como parte de su carga
lectiva en el caso de los docentes ordinario, y es remunerada como carga no lectiva en el caso de
los docentes contratados.

IIl. JUSTIFICACION DEL PROYECTO (IMPORTANCIA, BENEFICIARIOS, RESULTADOS
ESPERADOS)




La demanda de carne de pollo en Latinoamérica ha aumentado significativamente en los Ultimos
afos. La actividad avicola genera al afio aproximadamente S/ 11.000 millones; ademas el pais ha
estabilizado su consumo de pollo, conociendo que hace 13 afios se consumia casi la mitad de lo
gue se consume ahora. De un total de 18 paises, Peru ocupa el cuarto lugar en el consumo de la
carne de esta ave. (Contreras y otros, 2018). En 2017, Peru fue el pais con mayor consumo per
céapita de pollo, con 46.66 kg por persona por afio, seguido de Argentina (44 kg/persona), Bolivia
(43 kg/persona), Brasil y Panama (42 kg/persona en cada pais (Burgos, 2018). En el periodo
enero — diciembre 2018, el Sub Sector Pecuario muestra un crecimiento de 5,4 % respecto al
similar periodo del afio 2017 influenciado principalmente por el comportamiento positivo de la
actividad avicola que se incrementa en 7,7% (ave 7,5% y huevo 8,9%). El pollo se expande en
8,0%. Las principales regiones productoras de carne de pollo para el 2018 han sido Lima (54.3%),
La Libertad (18.4%), Arequipa (10.2%) e Ica (4.4%) respectivamente (MINAGRI, 2019). El
aumento de los ingresos y del consumo de alimentos, publicado por la Organizacion de Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, hace referencia a que el consumo de comida de
origen animal en un pais se incrementa de forma significativa al aumentar los ingresos per capita
(Burgos, 2018).

Por otro lado, se considera que el primer factor limitante para alcanzar el potencial genético del
crecimiento de las lineas mejoradas de pollos de engorde es el desarrollo de érganos asociados
al tracto gastro intestinal, lo que permite asegurar el crecimiento posterior de érganos o tejidos
gue demandan, como el musculo (Avellaneda, 2008). Por ello, es que se buscan alternativas,
ingredientes nutricionales como los prebi6ticos, enzimas, aceites esenciales, acidos organicos y
nutracéuticos, para reemplazar a los antibiéticos promotores de crecimiento; que puedan obtener
mejores parametros productivos en pollos y proteger la integridad intestinal (L6pez, citado
Zambrano y otros ,2013). De igual manera, se viene investigando acerca de formas para acelerar
el crecimiento y aumentar el peso final del pollo de engorde, pero sin perjudicar el costo beneficio
(Timothy, 2017; Cafedo, 2008). Por tal motivo, los altos costos de los insumos para formular las
dietas generan bajos margenes de rentabilidad, lo que motiva a investigar sobre la optimizacién
del aprovechamiento de los nutrientes a partir de una buena salud e integridad intestinal; que
permitan disminuir los costos de alimentacion y lograr sistema digestivo saludable, que es crucial
para un 6ptimo desempefio de las aves (Torrealba, 2007).

A su vez, el uso en la medicina tradicional de ciertas plantas, pone en manifiesto la potencialidad
de las mismas en producir efectos beneficiosos tanto para la salud humana como animal, por
poseer principios activos o nutracéuticos como los polifenoles, entre los que se encuentran los
flavonoides con propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y protectoras del sistema digestivo
(Jacome y otros, 2003). Este aspecto motiva a realizar investigaciones en plantas poco
estudiadas o que se consideran malezas, pero que contengan estos principios activos que
pueden ayudar a solucionar problemas de salud en los animales y a bajo costo. Es el caso de
Polygonum hydropiperoides, esta especie ha sido utilizada en la medicina tradicional como



antidiarreica, antihemorroidal, astringente, antiséptica de uso topico y anti disentérica; acciones
gue son atribuidas a sus principios activos como nutracéuticos, principalmente a sus elevados
contenidos de taninos y flavonoides (Duarte y otros, 1995).

Estudios realizados comprobaron que entre los principales componentes del P. hidropyperoides
de importancia como principios activos de uso medicinal, estan los flavonoides, que poseen una
actividad bioloégica importante, como antibiéticos, antiparasitarios, antiinflamatorios (Pefarrieta y
otros, 2014), aademas de presentar actividad captadora de radicales libres; y los taninos con
propiedades antibacterianas, astringentes y antisépticas (Arraiza, 2009). Investigaciones mas
recientes realizadas por Bussmann y otros (2008) demostraron la capacidad su capacidad
antimicrobiana, ya que generaba un halo de inhibicion de 9mm para S. aureus. El demostrar que
el uso de Polygonum hydropiperoides, ayuda a controlar el crecimiento de patégenos intestinales,
mejora la integridad intestinal y la actividad enzimatica de las aves, favoreciendo la digestion y
absorcion de nutrientes, aumentando los indices productivos como ganancia de peso,
optimizando la productividad; conllevaria a que los productores sean los beneficiados por reducir
los costos de produccion y obtener mayor rentabilidad. De igual modo, la poblacion podra
beneficiarse por consumir aves provenientes de crianzas libres del uso de antibiéticos, principal
preocupacion en la salud publica, por generar resistencias bacterianas.

IV. OBJETIVOS
Objetivos Especificos Medios de Verificaciéon
Resultados Intermedios:

(Componentes)
Evaluar el efecto de la MV1. Reportes de
adicion del extracto ~ P1. Comportamiento  ganancia de peso,
etandlico de Polygonum productivo de las aves consumo de alimento y
hydropiperoideen dietas en funcion de los conversion alimenticia

L de pollos de engorde, tratamientos. de las aves, por fase de

sobre el crecimiento de crianza

bacterias patdégenas
intestinales, la
estructura y actividad
enzimatica intestinal y el



P2. Efecto inhibitorio deIMV2. Reporte de

crecimiento de bacteriasresultados de la

patdgenas intestinales, inhibicion del

in vitro, segun dosis. crecimiento de bacterias
patdgenas intestinales
in vitro, segun dosis
probada.

P3. Mejor estructura MV3. Reporte de la
intestinal de las aves en evaluacion de estructura
funcién de los intestinal de las aves
tratamientos. segun el tipo de
alimento recibido

P4. Mayor actividad de MV4. Reporte de la

las enzimas intestinales evaluacion de la

de los cuyes en funcion actividad enzimética de

de los tratamientos las aves segun el tipo
de alimento recibido

IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Resultados Finales Medios de Verificacion

(Proposito del proyecto )
Generar tecnologias en la crianza de pollos de MV1
carne en la regién, que permitan mejorar la R1. Adecuado
produccién mediante el uso de aditivos enla ~ comportamiento Reportes del
dieta que promueven la integridad intestinal, productivo de las aves comportamiento
viabilizando la crianza y contribuyendo a mejorar con el uso de productivo de acuerdo a
los indices nutricionales y los ingresos Polygonum los parametros
econdmicos de la poblacion. hydropiperoides en el  establecidos para la

alimento. crianza.



R2. Mejores beneficios MV2.
econdmicos con el uso

de Polygonum

hydropiperoides en la  Analisis de costos y
dieta. beneficios de cada

tratamiento resultado de
la crianza.

V. MARCO TEORICO

5.1 Fisiologia digestiva del ave

El sistema digestivo del pollo comprende el pico, lengua, eséfago, buche, proventriculo, molleja,
intestinos y cloaca (Cafiedo, 2017), su funcién principal es ingerir el alimento, digerirlo (por
medios mecanicos, quimicos y enzimaticos) para obtener y absorber los nutrientes (Cervantes,
2011)..; es un ambiente dinamico de interacciones complejas entre el contenido presente en el
lumen intestinal, la microflora y las células epiteliales de absorcion, que proporcionan proteccion
fisica e inmunologica (Tavernariy otros, 2008). Al ser abierto y tener contacto con el exterior, se
expone a multiples patdgenos y toxinas, y por ello se encuentra en constante estado de reaccion
e inflamacion. El epitelio que lo recubre, forma una superficie semipermeable, permitiendo
selectivamente el paso de liquidos, electrolitos y nutrientes disueltos; ademas de ser una barrera
fisica natural para restringir el ingreso de agentes patdgenos al intestino y al resto del organismo;
esta integridad es interrumpida cuando los agentes o toxinas destruyen las células del epitelio
intestinal (Cervantes, 2011).

A diferencia de los mamiferos, el tubo intestinal del ave es mas pequefio por su adaptacién al
vuelo, por ello posee una mayor irrigacion sanguinea, mayor secrecion gastrica, un transito
digestivo mas rapido y una acidez mayor; a su vez el intestino de las aves posee una densidad
mas alta de microvellosidades, un ritmo de regeneracién epitelial mas rapido, y una respuesta
inflamatoria a las agresiones entéricas en las primeras 12 horas, a diferencia de los 3 o 4 dias
en mamiferos; esta particularidad, las vuelve més susceptibles a los trastornos que afectan la
capacidad de absorcion intestinal (Hoerr, citado por Sanchez, 2018).

Son diversos los factores que pueden influir en el desempefio del tracto gastrointestinal de los



pollos, como los estimulos inmunitarios, el ambiente, la nutricidn, los ingredientes de la racion, los
patégenos, la actividad enzimatica, equilibrio de la microflora, la motilidad, entre otros. (Torrealba,
2007). Un tracto digestivo saludable, con una poblacién microbiana.

con una poblacién microbiana balanceada, y adecuada actividad enzimatica digestiva, es
indispensable para obtener un buen desempefio acorde con el potencial genético del pollo
(Zoetis, citado por Zambrano y otros, 2017). La principal via para controlar el desarrollo y funcién
del tracto gastrointestinal del ave es a través de la dieta, vista no solamente como una fuente de
nutrientes, sino como un regulador de los procesos fisioldgicos (Avellaneda y otros, 2008).

La primera semana del pollito es critica para el desarrollo y funcionamiento del intestino; al nacer,
realiza la transicion del uso de nutrientes contenidos en el huevo a los contenidos en la dieta,
ademas su funcionamiento digestivo y de absorcion son limitados, con una deficiente actividad
enzimatica y un sistema inmunolégico aun inmaduro (Timothy, 2017); son poco eficientes para
digerir grasas y proteinas, estabilizadndose este proceso a partir de los 10 a 14 dias de edad
(Batal, citado por Tavernari y otros, 2008).; mientras establece una microflora intestinal estable; la
gue esta relacionada a muchos procesos fisiologicos, nutricionales e inmunoldgicos, que pueden
influenciar la salud y la productividad de las aves. La poblacion normal de microflora en el
intestino protege al ave de los microorganismos patdgenos (Cafiedo, 2017), esta poblacion esta
formada principalmente por lactobacilos, pudiéndose encontrar enterococos, E. coli, eubacterias,
clostridios, propionibacterias, y fusobacterias, ésta evoluciona a medida que el ave envejece, pero
generalmente sera estable a las dos semanas de edad. La microflora intestinal forma una barrera
protectora que cubre el intestino, previniendo el crecimiento de bacterias patdgenas como
Salmonella, Campylobacter y Clostridium perfringens, este principio se conoce como exclusién
competitiva (Bayley, 2013), que a su vez aminora el dafio intestinal y/o inflamacién, y como
consecuencia permite un mejor aprovechamiento de los nutrientes (Timothy, 2017). Cabe resaltar,
gue los disturbios estructurales y funcionales ocasionados al tejido intestinal de los pollitos son los
gue van a interferir sobre la salud y el desempefio posterior de las aves (Tavernari y otros, 2008).

5.2 Mantenimiento de la integridad intestinal del ave

Se define como la funcionalidad 6ptima del intestino, dando como resultado un adecuado
aprovechamiento de los nutrientes y un crecimiento eficiente de las aves. Las alteraciones en el
intestino, son respondidas desviando energia destinada al crecimiento y ganancia de peso, a la
funcion defensiva (Faus, 2008). Los cambios en la estructura intestinal, como el acortamiento de
las vellosidades y alteraciones en la profundidad de las criptas, se han asociado con la presencia
de patdgenos y toxinas; reduciendo la superficie de absorcién de nutrientes y perjudicando el
crecimiento de las aves (Newman, citado por Zambrano y otros, 2017).

La meta de un programa de salud intestinal es el promover y mantener una estructura intestinal



adecuada y una microflora saludable que tenga un impacto directo en la productividad (Torrealba,
2017). Existen varios factores que pueden causar la alteracion de la integridad intestinal,
principalmente el crecimiento de patégenos que ocasionan enteritis bacteriana, destrucciéon de
células y disminucion de la actividad enzimatica. Por ello, para una produccién rentable y sana, es
vital poder controlar a los patégenos y buscar mecanismos que puedan ayudar a proteger la
integridad intestinal, asi como el mejor aprovechamiento de los nutrientes, a través de potenciar la
actividad enzimatica (Faus, 2008).

Muchas investigaciones estan destinadas a probar diversos aditivos en la dieta, que puedan
prevenir enfermedades entéricas y mejorar el rendimiento productivo de las aves; entre estas
alternativas estan el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento, probiéticos, prebidticos,
nutraceuticos, entre otros (Fernandes citado por Sanchez, 2018). Los antibiéticos promotores del
crecimiento se han venido utilizando en los programas de salud intestinal durante muchos afos,
ya que pueden controlar a los microorganismos patégenos, como Clostridium sp., causante de
enterocolitis necrosante. El uso de antibiéticos, por generar problemas de resistencia bacteriana,
ha sido prohibidos en muchas partes del mundo, por ello se realizan constantes investigaciones
para buscar una mejor alternativa. Entre estas alternativas estan los prebi6ticos, que estimulan el
crecimiento o la

actividad de uno o mas tipos de tipos de bacterias, y que se utilizan en el alimento para ayudar a
promover la salud intestinal, adhiriéndose a ciertas bacterias patdgenas como E. coli y Salmonella
spp. previniendo asi su adhesioén a las paredes del intestino (Timothy, 2017). También se utilizan
las bacterias probiéticas, que, por exclusion competitiva, realizan un bloqueo fisico de la
colonizacion de patdgenos oportunistas, evitando su adhesién, o produciendo cambios en el
microambiente intestinal que afecten a la supervivencia de los patégenos. (Rosmini y otros,

2004).

Por otro lado, se ha demostrado que el uso de pronutrientes como los nutraceuticos, contribuyen
a mantener la integridad intestinal, junto con los efectos sistémicos positivos en la salud del ave y
mejora de su desempenfo. Las categorias de pro nutrientes incluyen; antimicrobianos, enzimas,
acidos, oligosacaridos, extractos de plantas, aceites esenciales antioxidantes, pigmentos, etc.
Estos compuestos adheridos a la dieta pueden proteger el epitelio intestinal, mejorar la digestion,
absorcién, inmunomodulacién, e inflamacién (Torrealba, 2007), y como consecuencia un mayor
aprovechamiento de los nutrientes, mejor crecimiento, ganancia de peso y desempefio productivo
de las aves.

5.3 Generalidades sobre Polygonum hydropiperoides



Las especies del género Polygonum (Polygonaceae) son consideradas como plantas invasoras,
pues crecen en sistemas de cultivo utilizados por el hombre, desde areas agricolas especialmente
hamedas, hasta en parcelas y jardines de centros urbanos (Macedo, 1995). Son combatidas con
el pretexto de ser perjudiciales para los cultivos; sin embargo, culturalmente suelen ser utilizadas
como medicina natural especialmente por sus propiedades antinflamatorias (Jacome y otros,
2003), para la desinfeccion de heridas, el cuidado posparto y las infecciones del tracto urogenital
(Bussmann y otros, 2008).

Dentro de este género, las principales especies son Polygonum acre, Polygonum spectabile,
Polygonum acuminatum, Polygonum hydropiper y Polygonum hydropiperoides (Macedo, 1995);
ésta Ultima es conocida en el Perd como “Pica” (Bussmann y otros, 2008), y en Brasil como
“pimienta de agua” o “hierba bicho”, este nombre popular surgié del hecho de creer que las
hemorroidales eran causadas por un "bicho" combatido con el decocto de esas plantas (Correa
citado por Jacome y otros, 2003). Esta especie ha sido utilizada en la medicina tradicional como
antidiarreica, anti-hemorroidal, astringente, antisépticas de uso tépico y antidisentéricas; acciones
gue son atribuidas a sus principios activos como nutracéuticos, principalmente a sus elevados
contenidos de taninos y flavonoides (Duarte y otros, 1995). Los principios activos son sustancias
gue se encuentran en distintas partes de las plantas y que pueden intervenir en el funcionamiento
de 6rganos y sistemas del cuerpo humano y animal. Los grupos mas importantes de este grupo
son los acidos fendlicos o fenoles, las cumarinas, los flavonoides, los lignanos, los taninos y las
guinonas (Arraiza, 2009).

Estudios realizados en Brasil (Duarte y otros, 1995) para establecer la clasificacion fitoquimica de
P. hydropiperoides realizada con el extracto hidroalcohodlico a 70% de sus partes aéreas,
determinaron la presencia de polifenoles, taninos condensados, flavonoides, proantocianidinas,
saponinas, esteroides y tripterpenos, estableciendo que el contenido de taninos varia de 6 a
10%; ademas, un 11,73% de polifenoles totales, entre los que se encuentran los flavonoides,
promedios mas altos que las otras dos especies del mismo género estudiadas. De igual manera,
investigaciones realizadas por Jacome y otros (2003) en tres grupos de P. hydropiperoides,
recogidos en diferentes areas y situaciones de estrés; indicaron la presencia de esteroides,
polifenoles, taninos condensados, flavonoides, cumarinas y saponinas; determinando que los
contenidos de polifenoles totales, taninos y flavonoides diferian en las tres muestras de P.
hydropiperoides, observandose valores de 5,0%; 4,0% Yy 0,6% para dos de ellasy 12,5%; 11,3%
y 0,3% para la otra, pudiéndose observar un incremento del 80% del contenido de flavonoides en
la muestra cosechada en primavera, esta diferencia podria estar relacionada con estrés ambiental
gue sufre la planta.

El efecto de los principios activos en hojas de P. hydropiperoides como flavonoides, cumarinas y



taninos fue investigado por Oliveira (citado por Jacome, 2003), demostrando una acentuada
actividad antiedematogénica en ratones, a las dosis de 250 y 500 mg / kg, por via intraperitoneal.
A su vez, estudios realizados por Furuta y otros (1986), aislaron una variante de isocumarina,
conocida como poligénida, que muestra un efecto inhibitorio sobre la reaccién de Arthus (RPAR)
en ratas mediante su administracion oral; este tipo de hipersensiblidad representa un modelo
agudo de inflamacién inducida por inmunocomplejos; determinandose el potencial de este
principio activo de convertirse en un prototipo para desarrollar un nuevo agente antiinflamatorio.
Investigaciones mas recientes realizadas por Bussmann y otros (2008) demostraron la capacidad
antimicrobiana de P. hydropiperoides, ya que generaba un halo de inhibiciébn de 9mm para S.
aureus.

Todas estas investigaciones, comprobaron que entre los principales componentes del
P. hidropyperoides de importancia como principios activos de uso medicinal, estan los flavonoides
y taninos. Los flavonoides son los pigmentos amarillos derivados de la fenil-benzopirona o fenil-
cromona (Arraiza, 2009), que comprenden un amplio grupo de compuestos polifendlicos que
aparecen de forma espontanea en diversas plantas (Ballester y otros, 2006), ejerciendo funciones
metabdlicas en el crecimiento y reproduccion, y en la proteccion contra patbgenos externos y el
estrés, como la radiacion UV (Pefarrieta y otros, 2014) y una eficaz actividad antioxidante. De
todos ellos, los que tienen mayor interés farmacol6gico son dentro del grupo de los flavonoides:
flavonas, flavonoles y flavononas y sus correspondientes heterdsidos y los antociandsidos
(Arraiza, 2009), por tener una actividad biolégica importante, como antibioticos, antiparasitarios,
antiinflamatorios (Pefarrieta y otros, 2014), aademas de presentar actividad captadora de
radicales libres (Arraiza, 2009).

Estudios han propuesto la posible aplicacion de los flavonoides en el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal, mejorando los estados de diarrea aguda y cronica a traves de
la inhibicion de la secrecion y motilidad intestinal y reduciendo el dafio inflamatorio crénico en el
intestino, protegiéndolo del estrés oxidativo y preservando la funcion de la mucosa (Ballester y
otros, 2006). Tres flavonoides hidréfilos se aislaron e identificaron a partir de las hojas de P.
hydropiperoides como quercetina 3-sulfato, isorhamnetin 3,7-disulfato y tamarixetin 3-glucésido-7-
sulfato, evaluando su efecto sobre la generacién de anidén superoxido, demostrando sus
propiedades antioxidantes, antinflamatorias, antigenotoxica y antihiperglucémiante (Pefarrieta y
otros, 2014) y su efecto sobre la actividad antiinflamatoria en las fases aguda y semicronica del
proceso inflamatorio intestinal (Ballester y otros, 2006). Los taninos condensados, otro principio
activode P.hydropiperodes, son sustancias poli fenélicas hidrosolubles no nitrogenadas (Arraiza,
2009), se encuentran como monoémeros, asi como unidades estructurales en las cadenas que van
desde proantocianidina catequina y/o dimeros derivados de catequina a polimeros de mayor
tamano (Pefarrieta y otros, 2014) Se encuentran en las raices, la corteza, y s hojas de la planta
(Arraiza, 2009). Son parte de la proteccion de las plantas contra las infecciones y los herbivoros
(Pefnarrieta y otros, 2014), ademas tienen propiedades antibacterianas, astringentes y



antisépticas (Arraiza, 2009), y se consideran prometedores para su uso como aditivos naturales
en la elaboracion de alimentos. Los taninos se clasifican en tres grupos segun su estructura
guimica: condensada, hidrolizables y complejos (Pefiarrieta y otros, 2014).

VI. HIPOTESIS

El uso del extracto etandlico de Polygonum hidropyperoides (PHPP) en dietas de pollos de
engorde, controla el crecimiento de bacterias patégenas intestinales, mejora la estructura
intestinal y la actividad de las enzimas digestivas intestinales conllevando a un mejor
comportamiento productivo y rentabilidad.

VIl. METODOLOGIA

7.1. Ensayo Experimental I: Determinacion de Concentracién Minima Inhibitoria Del
Extracto Etandlico de P. Hydropiperoides

7.1.1. Animales
Se utilizaran 4 pollitos con signos de enfermedad intestinal.
7.1.2. Disefio metodoldgico

En esta primera parte se aislaran e identificaran bacterias patdgenas productoras de enfermedad
intestinal, mediante cultivo de contenido intestinal. Luego se procedera al cultivo de los
microorganismos enfrentados a 10 diferentes concentraciones de extracto etandlico de PPD, y se
evaluara el efecto inhibitorio en el crecimiento de los mismos, y la concentracion minima
inhibitoria.

7.1.3. Tratamientos

Los tratamientos consistiran en el uso de 10 diferentes concentraciones de extracto etandlico de
Polygonum hidropyperoides (PHPP)

PPO : Solucion de agua destilada sin extracto de PHPP



PP10: Solucién de 10mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP20: Solucién de 20mg/ml de extracto etanolico de PHPP
PP30: Solucién de 30mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP40: Solucién de 40mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP50: Solucién de 50mg/ml de extracto etanolico de PHPP
PP60: Solucién de 60mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP70: Solucién de 70mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP80: Solucién de 80mg/ml de extracto etanolico de PHPP
PP90: Solucién de 90mg/ml de extracto etandlico de PHPP
PP100: Solucién de 100mg/ml de extracto etandlico de PHPP
7.1.4. Variables dependientes

* Didmetro de halo de inhibicién
» Concentracion minima inhibitoria

7.5.1. Metodologia:
7.5.1.1. Preparacion de extracto etandlico

Las hojas seleccionadas de Polygonum hydropiperoides seran secadas en estufa a 40 °C durante
24 horas. Posteriormente se realizara la molienda del material vegetal seco en un molino
artesanal hasta pulverizar todo el material. A partir del polvo obtenido se pesaran 50 g y se
colocaréa en un frasco de vidrio de capacidad de 1000 ml cubierto con papel aluminio para
proteger el preparado de luz, luego se le agregara el solvente extractor que consistira en etanol
absoluto y se procedera a la obtencion del extracto etandlico mediante el método de maceracion
en agitacion constante durante siete dias. Después de los siete dias de maceracion el producto
seré filtrado 3 veces, primero con papel filtro Whatman N° 41, y posteriormente con papel filtro
Whatman N° 2 y N° 1 con lo que se obtendr& el extracto filtrado. Dicho extracto se llevara a
sequedad en Rotavapor, obteniéndose el extracto seco, el cual seré pesado y colocado en papel
de aluminio quedando listo para su uso.

7.5.1.2 Preparacion de las concentraciones del extracto etanélico de hojas de Polygonum
hydropiperoides: A partir del extracto seco, se realizaran diluciones en etanol obteniéndose



concentraciones de 10 mg/mL; 20 mg/mL; 30 mg/mL; 40 mg/mL; 50 mg/mL; 60 mg/mL; 70
mg/mL; 80 mg/mL; 90 mg/mL y 100 mg/mL. Cada concentracién sera colocada en un vial estéril y
tapado herméticamente y en refrigeracion hasta el momento de su utilizacién.

7.5.1.3. Cultivo, Aislamiento e identificacion de bacterias entéricas patégenas

Después del sacrificio, se realizara la toma de muestras microbioldgicas (materia fecal) con
hisopos estériles en cada una de las secciones para el trabajo: Intestino delgado (Duodeno,
yeyuno e ileon), ciegos y colon. Una vez tomadas las muestras se procedera a sembrarlas en los
siguientes medios de cultivo: Plate Count (Bacteria Entéricas), EMB (Coliformes Totales),
ROGOSA (Bacterias Acido Lacticas), Bismuto Sulfito (BS) y caldo enriquecido selectivo de
Tetrationato con el fin de promover el crecimiento de Salmonella para su posterior identificacion
en el medio Bismuto Sulfito. Luego de la siembra se realizaran pruebas bioquimicas para la
identificacion de las bacterias patégena

7.5.1.4. Evaluacién de la actividad antibacteriana -Difusion en Agar con disco:

A partir de la suspensidn bacteriana estandarizada y dentro de los 15 minutos posteriores a su
preparacion se procedera a sembrar en superficie con un hisopo estéril placas con agar Mueller
Hinton. Para ello se introducira un hisopo en el tubo donde se preparé la suspension bacteriana,
inmediatamente después se inoculara la superficie seca del agar por hisopado en tres direcciones
contrapuestas con lo que se asegurara una completa distribucion de la bacteria en toda la
superficie del agar. Las placas sembradas seran colocadas en la estufa a 37° C durante 10
minutos para asegurar el secado de la misma. Posteriormente se colocaran 3 discos de 6 mm de
didmetro conteniendo cada uno 25 pL de cada concentracion de previamente preparado y las
soluciones experimentales que actian como control (Agua destilada, etanol), luego se incubaran
a 37° C durante 24 horas, pasadas las cuales se procedera a examinar cada placa, midiendo con
un vernier los diametros de las halos de inhibicion (zona de inhibicion) y los resultados fueron
expresados como diametro (mm) de halo de inhibicién.

7.5.1.5. Lectura de Resultados: Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Se procedera a medir los halos de inhibicién bacteriana de los discos con la concentracién de
extracto evaluada que lo presenten en ambas plantas evaluadas. La medicion se realizara con un
vernier milimétrico.

Las pruebas se realizaran por duplicado para cada cepa y extracto ensayado. La presencia de un
halo de inhibicion definido alrededor del pocillo con extracto indico actividad antibacteriana
positiva.

La lectura de las placas se realizo después de 24 horas. Se midieron tres diametros de cada halo
de inhibicibn empleando un vernier. Los valores obtenidos se promediaron hallandose el diametro
promedio que fue utilizado como indice de actividad antibacteriana



7.5.1.6. Andlisis estadistico

Se realizara un andlisis de varianza (ANOVA) a los datos obtenidos para determinar si hubo
diferencias significativas en el efecto inhibitorio entre las concentraciones del extracto evaluadas
asi como con el tratamiento control.

7.2. ENSAYO II: EVALUACION DE LA INTEGRIDAD Y ACTIVIDAD ENZIMATICA INTESTINAL
Y DESEMPENO PRODUCTIVO DE LAS AVES

7.2.1. Lugar de ejecucion de la investigacion

El experimento se realizara en una unidad disefiada para experimentacion en pollos, ubicada en
el Campus Il de la Universidad Privada Antenor Orrego, Truijillo, bajo condiciones de clima de la
costa de la region La Libertad. La estructuray las enzimas intestinales se mediran en el
Laboratorio de Fisiologia animal y de Protedmica, respectivamente.

7.2.2. Instalaciones

Se utilizara un galp6n destinado para crianza de pollos construido a base de concreto, laterales
de malla, postes de madera y techo de planchas de fibra; en el interior del cual se instalaran
corrales de 1.0 m2 confeccionados con malla de pescador y cama de pajilla de arroz donde se
colocaréan los pollos al momento de la recepcion.

7.2.3. Animales y alimentacién

Se utilizaran 160 pollos BB machos de la linea Cobb 500 de un dia de nacidos, los mismos que
seran alojados en corrales donde recibiran los tratamientos, asi como similares condiciones de
ambiente y manejo; y seran sometidos a desafio. Se formaran grupos de 8 aves por cada corral y
seran distribuidos para cada tratamiento; 32 animales serviran para evaluar estructura y actividad
enzimatica intestinal, 16 a los 7 dias y 16 a los 28 dias.

El suministro de alimento sera diariamente y consistir4 en colocar alimento balanceado, de
acuerdo al tratamiento, en cada corral. Las dietas seran ofrecidas segun los requerimientos
nutricionales para cada fase de crianza: inicio (1-7 dias), crecimiento (8-21 dias), engorde (22—-33
dias) y acabado (34-42 dias). La formulacion del alimento se realiz6 de acuerdo a las
recomendaciones de las tablas Brasilefias para pollos y cerdos (Rostagno y otros, 2017).

7.2.4. Disefio metodoldgico

En la investigacion se evaluara la influencia de la adicion del extracto etanélico de Polygonum
hydropiperoides en el alimento balanceado de pollos. En un grupo de aves se medira la estructura



intestinal y la actividad enzimética a los 7 y 28 dias. En las aves restantes, se evaluara el
comportamiento productivo y la rentabilidad.

7.2.5. Tratamientos

Los Tratamientos se estableceran teniendo en cuenta los resultados del primer ensayo,
consistirdn en cuatro, incluyendo el grupo testigo.

7.2.6. Variables dependientes
a. Indicadores de performance

 § Consumo diario de alimento (CDA, g)
* § Ganancia diaria de peso (GDP, g)
* 8§ Conversion alimenticia (CA, g/g).

b. Indicadores de estructura intestinal y actividad enzimatica

* § Altura de vellosidades (um)

* § Profundidad de criptas (um)

* § Actividad enzimética (UA) de maltasa (EC 3.2.1.20), sacarasa (EC 3.2.1.48) y dipeptidasa
(EC 3.14.13.11).

7.2.7. Metodologia para determinar indicadores de performance

Consumo diario de alimento, ganancia diaria de peso y conversion alimenticia, seran calculados a
partir de los datos de peso vivo y consumo de alimento que se registren quincenalmente.

7.2.8. Metodologia para indicadores de estructura intestinal y actividad enzimatica

4 animales por tratamiento, correspondiente a un animal por 4 repeticiones, a los 7 y 28 dias
después de iniciado el experimento seran sacrificados para realizar la colecta de muestras de
intestino delgado para evaluar la estructura intestinal y la actividad de las enzimas digestivas.
Para ello se realizara una incision longitudinal ventral. El intestino sera medido y pesado,
posteriormente seran colectadas porciones craneal y medio (segmentos 25y 50 %).

Para estructura intestinal, los segmentos de intestino seran lavados con solucién salina helada
al 0,9%, abiertos en sentido longitudinal y colocados en solucién de formol para su conservacion
hasta procesarlas para confeccionar los cortes en ldminas y posterior medicion de estructuras a
través de microscopio acoplado a camara digital.

Para actividad enzimatica, los segmentos de intestino seran lavados con solucién salina helada
al 0,9%, abiertos en sentido longitudinal, empaquetados en papel aluminio, rotulados, colocados



en nitrdgeno liquido y luego en freezer a -20 °c para su conservacion hasta procesarlas para
determinar la actividad de las enzimas.

7.2.7. Metodologia para determinacion de actividad enzimatica

Las actividades de sacarasa (EC 3.2.1.48 Sucrosa -D-Glucohydrolase) y maltasa (EC 3.2.1.20 -
Glucosidase) seran determinadas a través de los niveles de glucosa liberada en la hidrélisis de
los sustratos sacarosa y maltosa, respectivamente por las enzimas presentes en el extracto bruto
de mucosa (EBM). La reduccion de la glucosa sera medida a 500 nm, siguiendo la metodologia
de Kidder y Manners (1980) y adaptada por Castillo et al. (2013).

La actividad de la dipeptidasa (EC 3.14.13.11) en la mucosa intestinal sera determinada usando
como sustrato dipéptido L-leucilglicina (LEU-GLI). En este método la leucina es liberada y
transformada porla L-amino&cidooxidasa (EC 1.4.3.2) en peroxido de hidrégeno. Finalmente, la
oxidacion de o-dianisidina por el peréxido de hidrégeno sera determinada a 530 nm en
espectrofotometro; de acuerdo a la metodologia descrita por Nicholson y Kim (1975) y adaptada
por Castillo (1999).

7.2.8. Analisis estadistico

Las aves seran distribuidas en los corrales a través de un disefio completo al azar (DCA), con
cuatro tratamientos y cinco repeticiones; cada unidad experimental estara compuesta por 8
animales al inicio del experimento

Los resultados de cada variable evaluada, se analizaran mediante el analisis de variancia de la
regresion (Stell y Torrie, 1985), usando el programa estadistico Infostat. El modelo matematico
sera:

Y.. :H+Ti +EIJ

Donde:

Yij =Observacioén cualquiera, que corresponde al i-ésimo tratamiento.
K = Media general o media poblacional
Ai = Efecto del extracto etandlico de Polygonum hydropiperoides

Eij = Error Experimental.
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PRESUPUESTO

DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO_UNITARIO PRECIO_PARCIAL
Equi po 1 UNI 7862 7862
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 160 160
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 300 300
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 40 40
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 40 40
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 270 270
TRANSPORTE LOCAL 1 UN 80 80
MATERI AL DE VI DRI O 20 UNI 1.50 30
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 124. 74 124.74
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 335 335
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 92 92
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 2800 2800
Al'i ment o 800 KG 1.80 1440
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 260 260
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 422 422
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 1761.70 1761. 70
Mat eri al bi ol égi co 160 UNI 2.50 400
(Ani mal es
experi ment aci 6n)
Mat eri al bi ol égi co 4 UNI 14 56
(Ani nal es
experiment aci 6n)
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 422 422
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 40 40
MATERI AL DE VI DRI O 1 UNI 50 50
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UN 1476 1476
REACTI VOS E | NSUMOS 1 UNI 918 918
OTRCS 1 UNI 80 80
OTRCS 64 UNI 6 384
MATERI AL DE VI DRI O 20 UNI 7.80 156

Total 19999.44



