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RESUMEN

El experimento se realizo en el laboratorio Centro de Investigacion
de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) y en el Centro de
Investigacion y Capacitacion Granja Zootécnica (CICEGZ), y en el Laboratorio
de Sanidad Animal (LSA) de la Facultad de Zootecnia, de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva, provincia Leoncio Prado, region Huanuco-Peru;
con el objetivo de evaluar su efecto antioxidante de las hojas de ufia de gato
(Uncaria tomentosa), suplementado en la fase de inicio hasta los 14 dias y
evaluados a los 42 dias de edad; sobre el perfil bioquimico, constantes
hematolégicos y parametros productivos en pollos de carne Cobb Vantres 500.
Se utilizé 100 pollos de 1 a 42 dias de edad, con peso promedio de inicio 43.64
g. Se adiciond extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa”
(EHHU) en agua de bebida, niveles de 0, 80, 160 y 240 ICso, en los T1 (testigo)
T2, T3y T4 respectivamente. Se empled el DCA con arreglo factorial de 4x2; y
se obtuvo los siguientes resultados a los 14 y 42 dias de edad: en el
hematocrito se obtuvo (21.4 y 24.50 %); para la hemoglobina (8.21 y 8.88
g/dL); proteina sérica fue (2.42 y 2.88 g/dL); del aspartato (86.13 y 192.17
Ul/L); alanina (29.36 y 23.92 UI/L) y albamina fue (1.17 y 1.39 g/dL), para T1,
T2, T3 y T4 respectivamente. Asimismo los pardmetros productivos evaluados
a los 42 dias se obtuvo: consumo diario de alimento (106.31g); ganancia de
peso diario (59.819g) y conversion .alimenticia (1.78). En conclusion si bien no
se hallé diferencias estadisticas a la inclusion del EHHut en el agua de bebida
hasta los 14 dias y evaluados a los 42 dias de edad fue el T3 fue que tuvo
mejores resultados a excepcion de la proteina sérica total fue el T2 (80 ICso)

con 2.75 £ 0.42 influenciados a la prueba de la interaccién por las edades.

Palabras clave: Coeficiente de inhibicibn, extracto hidroalcohdlico

polifenoles, perfiles bioquimicos sanguineos y ufia de gato.



I. INTRODUCCION

El estrés oxidativo, es un fendmeno que ocurre en la vida de todas
las especies, esto genera un desbalance entre; la produccién de radicales
libres y los sistemas de defensa, provocando estados de inmunodeficiencia
produciendo enfermedades sub clinicas, deteriorando los indices productivos y
bioquimicos sanguineos. Para disminuir el impacto negativo, de las exigencias
a las que es sometido el pollo en su crianza, se debe inhibir la accion de estas
sustancias reactivas, pero los costos Yy reacciones colaterales de

medicamentos utilizados limitan el uso de esta terapia.

Es por ello que en la actualidad la industria viene introduciendo
productos naturales para incorporar en el alimento o agua de bebida a base de
plantas naturales, que poseen beneficios antioxidantes para mejorar en el
proceso de crianza y tratar de aliviar los factores que afectan negativamente la
produccion. Entonces como alternativa trascendental, constituye el uso de
recursos vegetales medicinales, cuyas bondades biomédicas ya estan
estudiadas, tal es el caso como ufia de gato (Uncaria tomentosa). Planta nativa
de la amazonia, reconocida por sus propiedades beneficiosas en procesos
inflamatorios, antioxidantes, inmunoestimulante, antimutdgenos y antivirales.
Frente a este contexto se plantea la siguiente pregunta, ¢Coémo influira el

extracto hidroalcohodlico de hojas de ufia de gato (Uncaria tomentosa), en la
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etapa de inicio, sobre perfiles bioquimicos, constantes hematoldgicos y
paradmetros productivos en pollos de carne y evaluados a los 42 dias?; por lo
mismo que se planted la hipoétesis: el suministro de extracto hidroalcoholico de
hoja de ufia de gato durante las dos primera semanas, en cantidades de 80
IC50,160 ICs0, y 240 ICs0 suministrado en el agua de bebida mejoro los perfiles
bioquimicos, constantes hematoldgicos y parametros productivos en los pollos

de carne Cobb Vantres 500; lo que proponemos los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Evaluar la capacidad antioxidante, in vitro, del extracto hidroalcohdlico de hoja
de ufa de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut) y determinar su efecto de
suplementar en la fase de inicio, sobre perfiles bioquimicos, constantes

hematoldgico y parametros productivos.

Objetivos especificos:

— Determinar el coeficiente de inhibicion I1Cso (ug/mL) frente al radical libre 1,1-
diphenyl-2-picrihydrazil (DPPH) y contenido de polifenoles del extracto
hidroalcohdlico de hoja de ufia de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut).

— Diferenciar los perfiles bioquimicos sanguineos y constantes hematoldgicos,
en pollos suplementados con extracto hidroalcohdlico de hojas de uiia gato
(EHHut) en la etapa de inicio, evaluados a los 14 y 42 dias, en Tingo Maria.

— Evaluar los pardmetros productivos de pollos evaluados a los 42 dias, en

Tingo Maria.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la uiia de gato (Uncaria tomentosa)

Liana trepadora, que llega a medir hasta 20 metros de altura, de la
Amazonia peruana, de gran potencial medicinal. La parte mas utilizada es la
corteza interna de los tallos, hojas y raiz, que se emplean como extracto

acuoso liofilizado, unguentos, infusiéon, etc. (HOMEOVITA, 2008).

2.2. Composicion quimica y actividad farmacolégica de la Uncaria

tomentosa

ANGULO et al. (2005) al examinar la Uncaria tomentosa por
cromatografia de comparaciéon se identificaron los principales alcaloides
primarios: oxindodlicos tetra y pentaciclicos (Rincofilina e Isoriconfilina), luego
los alcaloides secundarios Mitrafilina e Isomitrafilina hallado solo en Uncaria
tomentosa, demostraron ademas, la potente accion inmunoestimulante de los
alcaloides indréxilicos, isoteropodina, pteropodina, isomitrofiina e
isorinchofilina, de la uila de gato por medio de la prueba de luminiscencia;
ademas reporta que la ufia de gato estimula la produccion de interleucinas 1y
6 en macrofagos alveolares las cuales inician la cascada de actividades de

defensa del sistema inmune.
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Los azlcares encontrados en “Uncaria tomentosa” fueron la
glucosa, fructosa, quimosa, ramosa y galactosa; también se han aislado
triterpenos polihidroxilados derivados del acido ursoélico y quindvico; se han
aislado los triterpenos lupeol, los acidos ursolico y oleanolicos (CALLO et al.,
1997); asimismo KEPLINGER (2000) demostrd, que los alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos extraidos de Uncaria tomentosa tienen actividad citostatica
contraceptiva y antiinflamatoria; concluyendo que estos alcaloides producen

aumento de fagocitosis.

PERALTA y ZAMBRANO (1999) refieren que la ufia de gato tiene
una actividad inmuno estimulante y antiinflamatoria de procesos como artritis,
gastritis, inflamaciones dérmicas, genitourinarias, etc. Asimismo (RODRIGUEZ
et al. 2001) indicaron que el estrés oxidativo es un desbalance entre la
produccion de compuestos reactivos del oxigeno y los sistemas de defensa
antioxidante, debido a la carencia de vitaminas y minerales, procesos
inflamatorios, deficiencia del sistema inmune, situaciones de ejercicio intenso y
factores ambientales que impiden al organismo controlar la reaccion en cadena

de las especies reactivas del oxigeno

2.3. Polifenoles

MARTINEZ et al. (2000) indican que los compuestos polifendlicos,
constituyen un grupo de sustancias quimicas, considerados como metabolitos
secundarios de numerosas especies de plantas. Generalmente la absorcién y

metabolismo de los polifenoles es influenciado por la solubilidad y estructura
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quimica (DREOSTI, 2000). Es evidente que algunos compuestos fendlicos
simples libres son los flavonoides (quercetina y genisteina) y los acidos
fendlicos pueden ser directamente absorbidos a través de la mucosa del

intestino delgado (MARTINEZ y VALVERDE et al., 2000).

2.3.1. Mecanismo de accién de los polifenoles

Segun FRANKEL (1995) menciona que los polifenoles tienen
propiedades conocidas en el secuestro de radicales libres, proteccion a las
lipoproteinas de baja densidad del dafio oxidativo, accion antiinflamatoria y
actian como antioxidantes, actuando como atrapadores de radicales libres; en
forma indirecta, como agentes quelantes de iones de metales de transicion, es
decir, uniéndose a estos iones y reduciendo la capacidad de estos metales
pesados de generar radicales libres y por sus propiedades de solubilidad
pueden localizarse sobre la superficie de particula de lipoproteinas de baja

densidad.

CALA y VASQUEZ (2008) refieren que a mayor contenido
total de fenoles mayor sera la capacidad antioxidante de la sustancia
estudiada. Por su lado KUSKOSKI et al. (2004) y ROBLES et al. (2007) indican
su potencial antioxidante de polifenoles depende del nimero y de la posicién
de los grupos hidroxilos y su conjugacién; atribuyéndoseles a su vez un efecto
beneficioso en la prevencion de enfermedades como: circulatorios,
cancerigenas y cardiovasculares y también poseen actividades, antialérgicas,

anti-inflamatorias, antitrombotica y antimicrobiana.
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ROMERO (2012) en un trabajo de cuantificacion de

polifenoles en hojas de uia de gato (Uncaria tomentosa) proveniente de tres
localidades en Ucayali, indicé que los valores promedio encontré diferencia
significativa, influenciado por el lugar de procedencia, las propiedades
fisicoquimicas de las diferentes estructuras, la polaridad del solvente y el
tiempo de extraccion indicando mayor cantidad de fenoles en zonas humedas.
MURILLO et al. (2007) refieren que la diferencia entre los extractos se deba
probablemente a la solubilidad de los polifenoles, siendo relativamente solubles
en compuestos organicos como el alcohol, esto se debe posiblemente a la

afinidad quimica que tienen los polifenoles con los solventes.

ESTELO (2003) determino el contenido de polifenoles en
hojas de dos especies de “chanca piedra”, obteniendo para Phyllanthus urinaria
L. de 7,32 + 0.05 mg AGE/g y Phyllanthus. niruri L. de 3.010 + 0.05mg/AGE/g
muestra seca. DAZA (2004), determino el contenido de polifenoles en hojas de
colycophyllum spruceanum “capirona”, realizado en dos formas de extraccion
(acetona/agua en 2.081 + 0.282 mg/AGE/g y agua a 45°C con 0.318 + 0.017
mg/AGE/g de muestra seca. Asi mismo PERDOMO (2009), determino el
contenido de polifenoles en hojas de Ochroma pyramidale “topa”, realizado en
dos formas de extraccion hidroalcohdlico en 2.081 + 0.282mg/AGE/g y acuoso

a 45°C con 0.318 = 0.017mg/AGE/g de muestra seca.



2.4. Radicales libres, estrés oxidativo y antioxidantes

Los radicales libres (RL) son moléculas que presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo y puede ser inestable, altamente
reactivo y de vida corta. Capturan el electron que les falta para ser estables e
iniciar una reaccion en cadena que dafila muchas células y pueden ser
indefinidas si los antioxidantes no intervienen (HALLIWELL, 1994). Por su lado
GONZALES et al. (2000) los radicales libres se producen continuamente en el
organismo como consecuencia de procesos metabdlicos normales y fuentes
exdgenos como ejercicio intenso, situaciones de estrés, factores ambientales y

agentes contaminantes (drogas y pesticidas).

En las aves se ha relacionado el estrés oxidativo con el desarrollo
de enfermedades como ascitis en pollos parrilleros e higado graso en gallinas
produciendo una de las principales perdidas econOmicas; estd asociada a
problemas de hipertension pulmonar y excesiva produccion de células
inflamatorias en los tejidos pulmonares, debido a la pobre ventilacion de los
galpones que causa hipoxia en aves. Las células inflamatorias activan a los
linfocitos para generar una variedad de radicales libres hacia tejidos como
pulmén, higado y corazén, causando dafio oxidativo al provocar desbalance
entre la produccién de radicales libres y sistemas antioxidantes de defensa

(HUERTA et al., 2004).

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion

oxidante de los radicales libres, liberando electrones en la sangre que son
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captados por los radicales libres, manteniendo su estabilidad. Nuestro
organismo estd constantemente luchando contra los radicales libres
(BENDICH, 1993). La ingesta de antioxidantes por encima de los niveles
minimos requeridos para evitar su deficiencia, ha mostrado efectos benéficos

en la respuesta inmune de humanos y animales, (GONZALES et al., 2000).

RIZZ y COLS (1993) reportaron resultados de la capacidad
antioxidante del extracto acuoso atomizado de ufia de gato, demostraron que
es un antioxidante eficaz que tiene la capacidad inhibidora del radical 1,1-
difenil-2-picrihidrazil (DPPH), esto se debe a que la ufia de gato tiene en su
composicidén cis-epicatequina, prociadinas, acidos oleanolico y ursolico; que
tienen una potente actividad como antioxidantes eliminando radicales libres,
por su parte SHARMA et al. (2001) menciona que el proceso de atomizado
conserva la mayoria de sus compuestos volatiles, la calidad y las propiedades

funcionales de la ufia de gato haciéndolo mas disponibles.

SANDOVAL et al. (2000) refiere que la ufia de gato, es un anti-
oxidante muy efectivo que protege a las células contra el estrés oxidativo
degradando directamente el peroxinitro, un potente oxidante celular, ademas,
neutraliza el efecto citotoxico de radicales libre como 1,1-difenil-2-picrihidrazil
reportando para corteza de ufia de gato (Uncaria tomentosa) liofilizado y micro
pulverizado ICso de 18 y 150ug/mL. Asimismo, SANDOVAL (2012), determino
la capacidad antioxidante del extracto atomizado de uila de gato (Uncaria
tomentosa), reportando datos de coeficiente de inhibicion al 50% (ICso0) de

DPPH de 105.03 ug/mL del extracto acuoso atomizado de ufia de gato.



2.4.1. Uso del radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrihildrazil radical)

Uno de los métodos mas aplicados para la determinacion
antioxidante de plantas y alimentos es el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), que
es un polvo cristalino de color oscuro compuesto de estabilidad de los radicales
libres moléculas. DPPH tiene dos aplicaciones principales, tanto en la
investigacion de laboratorio (monitoreo de reacciones quimicas que involucran
radicales) y como un estandar de la posiciéon e intensidad de la resonancia

paramagnética de electrones sefiales (BRAND et al., 2000).

2.5. Mecanismos de respuestas inmunitarias

El extracto acuoso de corteza de ufia de gato estimula la
produccion de interleucinas 1 y 6 en macréfagos alveolares, las cuales inician
la cadena actividades defensivas del sistema inmune, concluyendo que la ufia
de gato posee una potente actividad inmunoestimulante (LEMAIRE et al.,
1999); por su parte CABIESES (1997) corrobora que los alcaloides, glicosidos y
terpenos presentes tienen propiedades inmunoestimulantes que fortalecen el

sistema inmunologico, permitiendo la regeneracion de células.

2.6. Perfiles bioquimicos y sanguineos

Los datos que se obtienen se basan en pequefias muestras, lo cual
puede disminuir la significacion estadistica de los resultados debido a que
muchos parametros obtenidos de los individuos tienen la influencia de factores

especificos, tales como edad, sexo, y estado productivo (BOWES et al., 2000).
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Asimismo, éste indica que el perfil bioquimico se utiliza para investigar
fisioloégicos, necesarios para el correcto funcionamiento del organismo, con
este examen se puede obtener informacion general del funcionamiento de los
organos, en las aves fuera del rango normal indican enfermedades subclinicas
posibles. BAUER (1989) que menciona que los valores de hematocrito se ven

influenciados por la edad, sexo y geografia.

Cuadro 1. Valores normales del perfil bioquimico y constantes hematoldgicas

de pollos
ALT? AST? Albumina3® Proteina® Hematocrito* Hemoglobina*
(UI/L) (UI/L) (g/dL)  sérica (g/dL) (%) (g/dL)
35-80.4 89.6-2432 1.0-27 21-53 23-55 7.0-18.6

ARRIETA et al. (2006) y REATEGUI (2012)
2.3ARRIETA et al. (2007) y REATEGUI (2012)
4UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA (2012)

2.6.1. Transaminasa Aspartato aminotrasferasa (AST) y la

transaminasa alanina aminotrasferasa (ALT)

El uso de estos marcadores en aves sirve para determinar el
dafo de los hepatocitos, cada uno de estos marcadores son mas especificos o
mas sensibles que otros. Las transaminasas constituyen un excelente
marcador de lesion hepatocelular, participan en la gluconeogénesis al catalizar
la transferencia de grupos amino del &acido aspartico o alanina del acido
cetoglutarico para producir acido oxalacético y piravico, respectivamente

(JONES, 1999).
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La AST esta presente en las isoenzimas citosdlicas y

mitocondriales del higado, muasculo esquelético y cardiaco, rifién, cerebro,
pancreas, pulmon, leucocitos y glébulos rojos. Es menos especifica y sensible
para el higado; al encontrarse también en células musculares puede elevarse
su actividad en situaciones de estrés fisico, (Barret y Chalmers, 1977; Vassrt et
al., 1992, citados por MONTANE, 2002 y LOPEZ, 2014); por su parte
SANDOVAL (2012), indica que los pollos suplementados con extracto acuoso
atomizado de ufia de gato respecto a la edad, a los 14 dias alcanza un ALT de

124.02 UI/L, mientras que a los 42 dias dicho valor sube a 244.62 UI/L.

La alanina es una enzima citolégica que se encuentra en
altas concentraciones en el higado, cuyo incremento se debe al dafio
hepatocelular; esta enzima entra a la sangre cuando los hepatocitos resultan
dafiados o destruidos y circula por el torrente sanguineo durante unos dias, es
un indicador sensible de la lesién hepatica activa (WILLARD et al., 2001); por
su parte SANDOVAL (2012) indica que los pollos suplementados con extracto
acuoso atomizado de ufia de gato hasta los 42 dias alcanzaron niveles de

alanina de 32.45 UI/L; considerando que a los 21 valores muy bajo (3.87 UI/L).

En un experimento realizado por ARRIETA et al. (2007)
determind el efecto del alimento suplementado con y sin Saccharomyces
cerevisiae (SC) en pollos de engorde sobre la actividad sérica de la aspartato
aminotrasferasa (AST) y la alanino aminotrasferasa (ALT), en la cual no se
detectd diferencia en los valores de AST y ALT, basandose en que los datos

registrados cayeron dentro de los parametros normales.
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2.6.2. Proteina total sérica y albumina sérica

Las proteinas totales del suero sanguineo se agrupan en
dos grandes categorias, la albumina y las globulinas que permiten el
mantenimiento de la presion osmotica del plasma, trasporte de sustancias
(hormonas, minerales, medicamento, etc.), inmunidad, regulacion enzimatica,
etc., ademas, los valores bajos de albumina son normales para animales
jovenes; siendo mas altos en la fase adulta (WILLARD et al., 2001), aunque

hay valores infimos que pueden deberse a una hiperhidratacion (RUiZ, 1998).

En aves la fraccion mas grande de proteina (40-60%) es la
albumina, 100% sintetizada en el higado, por lo que su medicién puede ayudar
al diagnéstico de enfermedades del hepaticas (KANEKO et al 1997), por su
parte EVANS y DUNCAN (2005) mencionan que en las aves hay cambios
relacionados con la edad en las concentraciones de proteinas séricas y

plasmaticas, existiendo diferencias significativas entre especies.

2.7. Constantes hematoldgicas

Constituyen una parte importante en la evaluacion del estado de
salud, nutricional, fisiolégico y condicibn en general de las poblaciones
animales. A través de su evaluacion es posible evaluar aspectos tales como la
disponibilidad de alimento, ingesta de proteina, ingesta de energia, el estrés

nutricional y condiciones patolégicas (GALVEZ et al., 2009).
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Hemoglobina es una proteina que contiene hierro, que se

encuentra en los globulos rojos y es la encargada del transporte de oxigeno y
diéxido de carbono por la sangre, igualmente sefiala que la hemoglobina esta
en relacion con la edad, peso corporal y ambiente (DUKES y SWENSON,
1981). Por su parte MATEO (2006) menciona que los valores de hematocrito y
hemoglobina se ven influenciados por la edad, siendo mas elevado en edad

adulta y/o machos, sexo y geografia, de un laboratorio a otro.

En un trabajo realizado por SANDOVAL (2012), suministrando
extracto atomizado de corteza de ufia de gato encontrd niveles de hemoglobina
de 7.79 y 12.98 g/dL; hematocrito de 32.01 y 31,78 %; Albimina de 1.06 y 1.92
g/dL; Proteina total de 2.35y 2.78 g/dL en pollos de carne a los 21 y 42 dias de
edad respectivamente, mientras que SAAVEDRA (2008) encontré una ligera
disminucién de hemoglobina en aves que recibieron extracto acuoso de corteza
de ufia de gato en etapa de acabado en comparacion a las aves que no la

recibieron.

REATEGUI (2012) reporto en una investigacion realizada
brindando Torta de Sacha inchi precocida (TSIP) en la racién a pollos
parrilleros de la linea Cobb 500 utilizando los siguientes tratamientos T1 (TSI
0%); T2 (TSI 7%); T3 (TSI 14%); obtuvo valores de constantes hematoldgicas y
perfil bioquimico: hematocrito en % ,T1 (27,38 + 0,38), T2 (30,00 + 0,38), T3
(29,56 + 0,45); Proteina sérica (g/dL) T1 (2,86 + 0,10), T2 (2,98 + 0,11), T3
(2,82 + 0,10); Albumina (g/dL) T1 (1,11 + 0,02), T2 (1, 12, + 0,03), T3 (29,56 +

0,45): AST (UI/L) T1 (104,51 * 2,44), T2 (92,74 + 1,96), T3 (92,53 * 2,29).
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2.8. Parametros productivos en pollos de carne

CAMASCA (2014) al evaluar diferentes formas fisicas de alimento
en pollos de carne de la linea Cobb Vantress 500 hasta 42 dias de edad logro
ganancias de peso total de 1.80 kg; consumo de alimento total de 3.28 kg y
conversion alimenticia de 1.82. Por otro lado, el rendimiento productivo
recomendado para pollos machos de la linea Cobb Vantress 500, con todas las
condiciones favorables, a los 42 dias de edad debe tener una ganancia
promedia de 70.3 g, consumo diario de alimento 228 g y una conversion

alimenticia de 1.69 (COBB-VANTRES, 2012).

SANDOVAL (2012) evaluo la capacidad antioxidante del extracto
atomizado de ufia de gato y efecto sobre los parametros productivos en pollos
de carne Cobb Vantress 500, a los 42 dias de edad de pollos obteniendo
ganancia diaria de peso 65.95 g por pollo; consumo de alimento diario de

105.48 g y conversion alimenticia de 1.63.



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y fecha de ejecucion de la investigacion

El presente trabajo se realizd6 en dos ensayos: ensayo 1:
investigacién in vitro que se llevé acabo en el laboratorio del Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA); y el ensayo 2:
en la unidad experimental de aves del Centro de Investigacién y Capacitacion
Granja Zootécnica (CICEGZ) y en el Laboratorio de Sanidad Animal de la
Facultad de Zootecnia. Estas instalaciones estan localizadas en la Universidad
Nacional Agraria de la Selva, ciudad de Tingo Maria, distrito de Rupa Rupa,
provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco-Pera Geograficamente
esta ubicada a 09° 08 17” de latitud sur 75° 59 52” de longitud oeste, con una
altitud de 660msnm, temperatura media anual de 24.5°C, precipitacion pluvial
media anual de 3200mm y humedad relativa de 83.6%; ecoldégicamente
considerada como bosque muy humedo pre—Montano Subtropical (UNAS,
2014). La investigacion se ejecut6 a nivel in vitro del 30 de marzo al 18 de abril

y en campo del 19 de abril al 30 de mayo del 2015.
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3.2. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental y comprende dos

ensayos.

Ensayo 1. Contempla los andlisis in vitro de la capacidad

antioxidante del EHHut frente al radical DPPH y polifenoles totales.

Ensayo 2: Comprende el suministro del extracto hidroalcohdlico
(EHHut) en el agua de bebida en la etapa de inicio por semanas consecutivas,

a pollos de carne Cobb Vantress 500.

3.3. Componentes en estudio

3.3.1. Materia prima

Se utiliz6 hojas intermediarias de ufia de gato (Uncaria
tomentosa) de plantas maduras con mas de 8 afios de edad cosechadas de la
localidad de Pachacutec, ubicado a 15km Noreste de Tingo Maria; para su
posterior secado por 48 horas bajo sombra, luego en estufa a 65°C por dos

horas y luego trituradas para obtener el extracto hidroalcohdlico.

3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcoholico de hojas de “Uncaria

tomentosa” (EHHut)

La obtencién del extracto hidroalcohdlico de hojas de

“Uncaria tomentosa” (EHHut) se realizo siguiendo el procedimiento establecido
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por el CIPNA-UNAS, el mismo que consiste en colocar en un frasco 200g de
muestra hoja seca triturada, luego se adicion6 1100 mL de hidroalcohol al 75%
de etanol para ser macerado por 48 horas para su posterior filtrado. La
sustancia filtrada que contiene el extracto, se sometio a evaporacion del etanol
usando un rota vapor (BUCHI R-200) que finalmente se completo el secado en
estufa a 65°C. El extracto hidroalcohdlico obtenido fue envasado y almacenado

para proseguir con los ensayos 1y 2 del presente investigacion.

3.3.3. Determinacién de capacidad antioxidante in vitro

La determinacién in vitro de la capacidad antioxidante del
extracto hidroalcohdlico de la hoja de “Uncaria tomentosa” (EHHut), se realiz6
en el Centro de Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA),
se utilizd un espectrofotometro de luz UV y visual (UV/Vis), marca termo
Electrén Corporation, modelo genesys-6. La investigacion in vivo se realizd en
la unidad experimental de aves del Centro de Capacitacion e Investigacion
Granja Zootecnia (CCIGZ) y en laboratorio de Sanidad Animal de la Facultad

de Zootecnia.

3.3.4. Animales en estudio

Se trabajé con 100 pollos machos, de la linea Cobb Vantress
500, procedentes de Lima, con un peso promedio inicial de 43.64g; los que
recibieron similares condiciones de manejo; fueron distribuidos en cuatro
tratamientos, con cinco repeticiones y cada repeticibn con cinco aves por

unidad experimental.
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3.3.5. Alimento y alimentacion

El alimento fue adquirido de la empresa Santa Victoria,
preparado para tres fases (inicio, crecimiento y acabado), siguiendo las
recomendaciones nutricionales de la NRC 1994; teniendo en cuenta que esté
libre de aditivos de uso preventivo a enfermedades (antibidticos, nitrofuranos).
La alimentaciéon y el suministro de agua fueron a libre discrecion. Cabe indicar
que los primeros 14 dias se le adicion6 al agua de bebida el extracto

hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato a diferentes niveles.

3.3.6. Instalaciones y equipos

El galpon donde se realizd la fase experimental tuvo las
siguiente caracteristicas: largo 19.60 m, ancho 7.76 m y altura 4 m; los pisos
tuvieron una pendiente de 3% Yy el z6calo de 0.6 m, ambos son de material
noble. Cont6 una puerta de acceso, instalaciones eléctricas; vigas y postes de
madera, el techo fue de calamina a dos aguas superpuestas con claraboya,;
paredes de malla metalica. Se trabajo con 20 jaulas experimentales, hechas de
madera y malla metélica a nivel de piso; cuyas dimensiones fueron calculadas
en base a 12 aves por m?; dentro de caja jaula se acondicioné los comederos y
bebederos independientes; como cama se utilizé viruta y para fuente de calor
en las primeras semanas un foco de 60 watts. El galpén fue cubierto con una

mantada color negro para proteccion climéatica.
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3.4. Sanidad

El galpon y las jaulas se desinfectaron con detergente, lejia y
lanzallamas, luego se pasoO cal viva en las paredes y el piso, también se
desinfecté los comederos y bebederos; se colocé un pediluvio con cal viva en
la entrada al galpdn como mecanismo preventivo contra enfermedades. Se
vacuné el dia siete y catorce de edad a los pollitos, por via ocular contra New

Castle, Bronquitis infecciosa y Gumboro (triple aviar).

3.5. Variable independiente

Extracto hidroalcohdlico de hoja de “Uncaria tomentosa” (EHHut)

3.6. Tratamientos en estudio

Ensayo 1: determinacion del coeficiente de Inhibicion (ICso) frente
al DPPH de concentraciones de Extracto hidroalcohdlico de hoja de Uncaria

tomentosa (EHHut): 130, 325, 650, 812.50 y 1083.33 pug/mL y polifenoles.

Ensayo 2: el suministro de 4 niveles de extracto hidroalcohdlico de
hojas de “uncaria tomrntosa” (EHHut) en el agua de bebida durante los

primeros 14 dias. Teniendo en cuenta siguientes tratamientos.

T1: 0 ICso Pollos sin suministro de EHHut.
T2: 80 ICso ug/mL de EHHut en el agua de bebida.
T3: 160 ICso ug/mL de EHHut en el agua de bebida.

T4: 240 ICso ug/mL de EHHut en el agua de bebida.
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3.7. Disefio y analisis estadistico

Para los datos de perfil bioquimico y constantes hematologicas se
utilizé el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 4x2 (cuatro
niveles de EHHut y 2 edades), con 4 tratamientos y 5 repeticiones, donde cada
unidad experimental fue conformada por 5 aves. Los resultados fueron
analizados mediante andlisis de varianza, con 5% de significancia; se utilizo el
test de Tukey para comparar las diferencias entre medias. Se empled el

software InfoStat (version libre), cuyo modelo aditivo lineal es:

Yijk = W+ T + Ej + Tixgj + €45k

Donde:

Yij . i-esimo tratamiento de la j-ésima edad del k-€simo error

u . Media poblacional

T; : Efecto del i-ésimo nivel de inclusion de EHHut (0, 80, 160 y 240 ICso)
E; : Efecto de laj-ésimaedad (i=14 y 42)

Tixgj- Interaccion del i-ésimo x la j-€sima nivel de inclusion de EHHut

e;jx - Error experimental

Para los datos de parametros productivos se utilizé el disefo
completamente al azar (DCA). Los resultados fueron analizados mediante el
analisis de varianza, en la que se empleo el test de Tukey con un nivel de
significancia del 5%. Para todo el desarrollo estadistico se emple¢ el software.

InfoStat (version libre). El modelo aditivo lineal es el siguiente:



21

YVij=u+T +ej

Doénde:
Y;j = i-ésimo tratamiento de la j-ésima edad del k-€simo error
u = Media poblacional

T; = Efecto del i-ésimo nivel de inclusion de EHHut (0 ICso, 80 ICso, 160 ICso0 y
240 ICso).

e;jx = Error experimental

Para determinar los resultados de coeficiente de inhibicién (ICso) y
polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa”

(EHHut), se realiz6 un analisis de regresion.

3.8. Croquis de distribucion de tratamientos
T3R4 T1R3 T4R4 T2R3
T1RS5 T2R5 T1R2 T3R1
T3R5 T4R2 T2R2 T4R1
T4R3 T3R3 T3R2 T1R1
T2R4 T1R4 T4R5 T1R1
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3.9. Variables dependientes

Ensayo 1: Coeficiente de inhibicion ICsp y polifenoles totales.

Ensayo 2: Se tiene los siguientes:

Perfiles hematologicos:

— Hemoglobina (g/dL)

— Hematocrito (%)

Perfiles bioquimicos

— Proteina total sérica (g/dL)
— Albdmina sérica(g/dL)
— Actividad de transaminasa: Alaninaaminotransferasa (ALT) y Aspartato

aminotransferasa (AST) en UI/L.

Parametros productivos

— Consumo de alimento (g)
— Ganancia de peso ()

— Conversion alimenticia
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3.10. Datos a registrar

3.10.1. Prueba del radical 1,1-Diphenyl-2-picrilhidrazil (DPPH)

Se utilizd el método descrito por BRAN- W ILLIAMS et al.
(1994) modificado por SANDOVAL et al. (2000). Esta prueba se fundamenta en
la reduccion del radical DPPH mediante un donador de hidrogeno que
procedera de las diferentes concentraciones de extractos evaluados. Se peso
0.04 g del radical DPPH que sera disuelto en 100 mL de etanol al 96%,
obteniendo una solucién stock de 1mM, seguidamente, la mezcla obtenida fue
sometida al vortex por un tiempo de 30 minutos con la finalidad de obtener una
solubilidad completa del DPPH. Posteriormente se prepard una solucion
intermedia (DPPH, 100Um), para lo cual se tom6 1mL de solucion stock y se

anadiéo 9mL de etanol al 96%.

Paralelamente a partir de la solucion del EHHut se
prepararon soluciones de trabajo a concentraciones de 130.00, 325.00, 650.00,
812.50 y 1083.33 ug/mL. De cada una de estas soluciones de trabajo se tomo

25 uL para hacerlos reaccionar con 975 uL de solucién de DPPH (100uM).

3.10.2. Evaluacion de polifenoles totales

Para la evaluacion de polifenoles totales en el EHHut se
utilizé el método de: Folin-ciocalteau, descrito por (Singleton y Rossi, 1965)

citado por (SAUVIER y WATERHOUSE, 1994).
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Se prepard las siguientes soluciones stocks en tubos de

capacidad de 30 ml: Na2COs al 20 % H20 dd (+), acido galico 100 mg/ml fue
disuelto en H20dd. Se agrego la cantidad de 1.58 ml de H20 dd, y 20 uL de
patrén con tips de 10-1000 uL, y se agreg6 100uL de Folin-Ciocalteu y 300 uL

Na2COs al 20% dejando incubar 2 horas, se ley6 la absorbancia a 500 nm.

Para la lectura de las muestras la absorbancia debe estar
dentro del rango de la curva estandar. Para el caso del blanco se agrego6 20 uL
de agua destilada, 100 uL de solucién de fenol Folin-Ciocalteu (Sigma chemical
Co) y se agit6 ligeramente, se incubd por 1 minuto a temperatura de ambiente,
se agrego 300uL de Na2COs al 20%, se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente; finalmente se registré la absorbancia por espectofotometro (marca
Genesys 6 UV/VIS) a 700 nm usando cubetas de poliestireno, para el calculo
de polifenoles totales expresado en miligramo de acido galico equivalente
(AGE) por 100 g muestra, utilizandose la curva estandar de acido galico

equivalente en el rango de: 50, 100, 200, 400,600, 800, 1000 ug/ml.

3.10.3. Perfiles bioquimicos

Se determiné de 5 pollos por tratamiento (1/repeticion), los
dias 14 y 42. Las muestras de sangre se tomaron por puncion en la vena alar;
fue recolectada en dos tubos de ensayo estériles, sin anticoagulante para
determinar la actividad sérica de transaminasas aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), proteinas séricas y albuminas (VALTEK

LAB).
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3.10.4. Constantes hematolégicos

Se determiné de 5 pollos por tratamiento (1/repeticidn), los
dias 14 y 42. Las muestras de sangre se tomaron por puncion en la vena alar;
fue recolectada en un tubo de ensayo estéril, con anticoagulante para

determinar hemoglobina y hematocrito (VALTEK LAB).

3.10.5. Parametros productivos

Consumo de alimento diario (g/dia).- EI consumo diario
de alimento se determino por diferencia entre la cantidad de alimento ofrecido
al inicio de las fases y la cantidad no consumida al final de la misma, dividido
entre el numero de dias de la fase y entre el nimero de aves por jaula para

establecer el consumo de alimento de toda la fase.

Ganancia de peso (g/dia).- La ganancia de peso diario
(GPD, g/dia), se determiné por diferencia de peso de las aves al final de cada
fase menos el peso inicial de la fase y esto a su vez se dividié entre el nUmero

de dia que duro la evaluacion (42 dias).

Conversién alimenticia (CA).- La conversién alimenticia

se determind utilizando la siguiente férmula:

_ Alimento consumido (Kg)
"~ Ganancia de peso (KG)



IV. RESULTADOS

4.1. Contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de

hoja de ufia de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut)

El Cuadro 2, se muestra el contenido de polifenoles totales + D.E
del extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa” (EHHut), siendo el

promedio de tres repeticiones 54.83 + 0.31g de AGE/100 g de muestra seca.

Cuadro 2. Contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de

hojas de ufia de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut)

Polifenoles (g de AGE/100 g de muestra seca)

R1 R2 R3 PROM = D.E

EHHut
55.1 54.9 54.5 54.83 +0.31

D.E: Desviacion estandar

4.2. Coeficiente de inhibicién I1Cso (ug/mL) del extracto hidroalcohdlico

de hoja de una de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut)

El Cuadro 3, muestra el promedio + D.E del coeficiente de
inhibicién de (ICso) frente al radical libre 1,1-diphenyl-2-picrihidrazil (DPPH); del
extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato (Uncaria tomentosa) requerida

para inhibir el 50% es de 16.78 £ 1.47ug/mL.
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Cuadro 3. Coeficiente de inhibicion 1Cso del DPPH por el extracto

hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato “Uncaria tomentosa”

(EHHu)

Coeficiente de inhibicion (IC 50 ug/mL)

PROMEDIOS + D.E
ICs0 R1 IC s0 R2 IC 50 R3 ICs0 R4

14.75 16.66 17.75 17.97 16.78 £ 1.47

D.E: desviacion estandar

4.3. Perfiles bioguimicos sanguineos y constantes hematoldgicos, en
pollos suplementados con extracto hidroalcoholico de hojas de ufia
gato “Uncaria tomentosa” (EHHUt) en la etapa de inicio, evaluados

alos 14 y 42 dias

En el Cuadro 4, se observan los promedios + desviacion estandar
de perfiles bioquimicos y constantes hematolégicos en pollos de carne Cobb
Vantress 500, teniendo en cuenta los perfiles y constantes hematoldgicas,
como; proteina total sérica (PT, g/dL), albimina (ALB, g/dL), hemoglobina (HB,
gr/dL), hematocrito (HC, %), alanino aminotransferasa (ALT, Ul/L) y aspartato
aminotranferasa (AST, UI/L); suplementados en la etapa de inicio con
diferentes niveles ICso del extracto hidroalcohdlico (EHHut); evaluados a los 14

dias y su efecto retardado a los 42 dias de edad.
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Cuadro 4. Perfiles bioquimicos sanguineos y constantes hematoldgicas de pollos suplementados con diferentes niveles de

extracto hidroalcohdlico de hoja de “Uncaria tomentosa” (EHHut)

Tratamientos

PERFIL BIOQUIMICO Y CONSTANTES HEMATOLOGICAS

HC (%) HB (g/dL) ALB (g/dL) ALT (UI/L) AST (UI/L) PT (g/dL)
Niveles de EHHut
T1 (0 ICs0) 22.70 +2.87 8.24+1.16 1.20+0.14 27.78 +4.23 139.36 + 62.10 247 +0.51
T2 (80 ICs0) 23.50 + 2.46 8.66 + 1.35 1.31+0.18 26.88 +5.15 133.32 + 59.26 2.75+0.42
T3 (160 ICs0) 23.10+2.42 8.92+1.58 1.34+0.31 27.25 + 6.80 149.13 £ 63.29 2.66% 0.49
T4 (240 1Cs0) 22.50 + 3.50 8.37£0.94 1.28+0.14 24.65 + 5.46 134.79 + 54.64 2.71+0.18
Edad en dias
14 214+164a 821+14la 1.17+x0.13a 29.36x4.50a 86.13+£20.74a 2.42+0.43a
42 245+2.82b 888+1.02b 1.39+021b 23.92+493b 192.17+23.13b 2.88+0.25b
EHHut X Edad* P=0.6809 P=0.7025 P=0.065 P=0.8502 P=0.0.9418 P=0.0349
C.V (%)? 5.15 13.98 12.4 18.4 16.38 5.34

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencia estadistica (Tukey 5 %).
1EHHUt X Edad: Extracto hidroalcoholico de hojas de Uncaria tomentosa por edad.

2CV: Coeficiente de variacion.
TRAT: Tratamientos.

HC: Hematocrito.
HB: Hemoglobina.
PT: Proteina total.

ALB: Albumina sérica.
ALT: Alanino aminotransferasa.
AST: Aspartato aminotranferasa
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Como se puede observar (cuadro 4), sobre perfiles bioquimicos
sanguineos y constantes hematolégicas de pollos suplementados con
diferentes niveles de extracto hidroalcohdlico de hoja de “Uncaria tomentosa”
(EHHut) no se encontro diferencias estadisticas significativas (p>0.05) con la
inclusion de diferentes niveles de EHHut, pero si hay diferencias numéricas con
respecto a las variables; siendo superior el hematocrito y la proteina total, el T2
con 23.5 + 2.46% y 2.75 + 0.42g/dL; para la hemoglobina y albumina, fue el T3
con 8.92 £ 1.58 y 1.34 + 0.31g/dL, todos ellos con respecto al T1 que obtuvo
resultados de 22.7 £ 2.87%, 2.47 + 0.51g/dL; 8.24 + 1.16g/dL y 1.2 + 0.14g/dL,
respectivamente. Con respecto a la alanina aminotransferasa, el T1 (T2 (27.78
+ 4.23UI/L), fue mejor al T4 (24.65 * 5.46UI/L) y el aspartato amino-transferasa,
el T3 (149.13 %= 63.29UI/L) obtuvo mejor resultado que el T2 (133.32 *

59.26UI/L).

Sin embargo al realizar el analisis de varianza para determinar el
efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato “Uncaria
tomentosa” (EHHut) en sus diferentes concentraciones para la proteina sérica
total dentro de las edades (dias), no se encontr6 diferencia estadistica
significativa (p>0.05), aunque numéricamente si los hubo, como el T4 (240
ICs0) 2.74 £ 0.23 a los 42 dias y el T3 (160 ICso0) 2.99 + 0.28 en relacion a las
otros concentraciones, pero con respecto a edades (dias) dentro de niveles del
extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut),

si se encuentra mas de dos grupos diferenciados estadisticamente (p<0.05).
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Cuadro 5. Concentracion de proteina sérica en la sangre (g/dL) de acuerdo a

Niveles de EHHut y edad (dias)

Concentracion de Proteina sérica en la sangre (g/dL)

Edad
(dias)

Niveles de EHHut

T1 (0 ICs0) T2(801Cs0) T3 (160ICs0) T4 (240 ICso)

14 209+043aA 251+042aA 232+043aA 2.74+0.23aA

42 285+0.21bB 3.00£027bA 299+028bB 269+0.14bA

Letras minuUsculas diferentes en la misma fila y mayusculas diferentes en la misma columna, indican
diferencia estadistica (Tukey 5%)

PR OTEINA (gidl)

204

Grafico 1. Concentracion de proteina sérica en la sangre (g/dL) en funcién a

los niveles de EHHut a los 14 y 42 dias
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PROTEINA (gidl)
pa
=

1.85

T1 {0 IC50) TZ(B0ICE0) T3 {160 ICE0) T4 {240 C50)
TRATAMIENTO
B 12o00die | 2200dies

Grafico 2. Concentracion de proteina sérica en la sangre (g/dL) a los 14 y 42

dias en diferentes concentraciones de EHHut

4.4. Efecto de la suplementacion del extracto hidroalcohdlico de hojas
de ufa de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut), sobre los parametros

productivos de pollos, evaluados a los 42 dias

El Cuadro 6, muestra el consumo diario de alimento (CDA, @),
ganancia diaria de peso (GDP, g) y conversion alimenticia (CA), de pollos
suplementados con extracto hidroalcohdlico de hoja de “Uncaria tomentosa”

(EHHut) llevados al analisis estadistico a los 42 dias evaluados, no se hallé

diferencia estadistica significativa (p>0.05).
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Cuadro 6. Promedio * desviacion estandar de ganancia diaria de peso (GDP,
g/dia), consumo diario de alimento (CDA, g/dia) y conversion

alimenticia (CA) en pollos suplementados con diferentes niveles de

EHHut a los 42 dias

Tratamiento CDA (9) GDP (g) CA

T1 (0 ICs0) 106.88 + 4.63 59.11 + 0.96 1.81+0.07
T2 (80 ICs0) 106.66 + 3.00 59.38 £1.80 1.80 £ 0.05
T3 (160 1Cs0) 105.97 + 2.87 60.02 £ 2.30 1.77 £ 0.08
T4 (240 1Cs0) 105.73 £ 3.07 60.74 £ 2.07 1.74+0.03
P-valor 0.9335 0.5314 0.3327
C.V 3.06 3.10 3.40

Letras diferentes dentro de la misma columna para cada indice, indican diferencia estadistica (Tukey
5%)

CDA: Consumo diario de alimento (g)

GDP: Ganancia diario de peso (g)

CA: Conversién alimenticia



V. DISCUSION

5.1. Contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico de

hoja de “Uncaria tomentosa” (EHHut)

Los valores promedio de polifenoles hallados en el extracto
hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut) (Cuadro
2), fue de 54.83 + 0.31g de EAG/100g de muestra seca, resultados que tiene
mas del 50% de 100 g son polifenoles; por tanto su capacidad antioxidante es
mayor de la sustancia estudiada por su alto contenido de flavonoides y vitamina
C, respaldado por CALA Y VASQUEZ (2008), quien indica mayor contenido
total de polifenoles, mayor capacidad antioxidante. También hay que tener
presente, menciona (DROSTI, 2000 y MURILLO et al., 2007) por lo general los
polifenoles se ven influenciado por la solubilidad de los polifenoles en
compuestos organicos como el alcohol, su afinidad quimica y otros factores
como; el lugar de procedencia, propiedades fisicoquimicas, la polaridad del

solvente, tiempo de extraccion, etc., (ROMERO, 2012).

Comparando con otros estudios los resultados de la cuantificacion
de polifenoles totales en otras especies; se puede observar que el extracto
hidroalcoholico de “Uncaria tomentosa” (EHHut), obtuvieron mayores

resultados, ESTELO (2003) encontrd el contenido de polifenoles en hojas en
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dos especies de “chanca piedra”, Phyllanthus urinaria L. de 7.32 £ 0.05mg
AGE/g y Phyllanthus unrinaria L. y de 3.010 £ 0.05mg/AGE/g en muestra seca,
también DAZA (2004) hallé en hojas de Colycophyllum spruceanum “capirona”,
en dos formas de extraccion (acetona/agua 2.081 + 0.282mg/AGE/g y agua a
45°C con 0.318 £ 0.017mg/AGE/g de muestra seca. Asi mismo PERDOMO
(2009), en hojas de Ochroma pyramidale “topa”, en extraccion hidroalcohdlico
2.081 £ 0.282mg/AGE/g y acuoso 0.318 + 0.017mg/AGE/g de muestra seca.
Estos datos son inferiores a lo reportado se debe posiblemente a que la
Uncaria tomentosa, en su composicion estan especialmente los flavonoides
(quercetina y genisteina) y antocianinos, muestran una gran capacidad para

captar radicales libres causantes del estrés oxidativo, KUSKOSKI et al., (2005)

5.2. Coeficiente de inhibicién 1Cso (ug/mL) del extracto hidroalcohdlico

de hoja de una de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut)

Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante I1Cso frente al
radical libre 1,1-diphenyl-2-picrihidrazil (DPPH) es de 16.78 ug/mL del extracto
hidroalcohdlico de ufia de gato demostrando que es un antioxidante eficaz, que
se sustenta en la capacidad inhibitoria del radical libre 1,1-diphenyl-2-
picrilhidrazil (DPPH); esto se debe a que la ufa de gato tiene en su
composicién; cis-epicatequina, procianidinas, acido oleanolico y ursolico; que
tienen una potente actividad como antioxidantes eliminando radicales libres

mencionado por (RI1ZZI'y COLS, 1993).
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Comparando con SANDOVAL (2012), reporta datos de coeficiente

de inhibicion al 50% (ICs0) de DPPH de 105.03 ug/mL del extracto acuoso
atomizado de ufia de gato. Notandose que las hojas de ufia de gato tienen
mayor capacidad exhibidora de los radicales libres, esto se debe quizas a que
las hojas contienen mayor cantidad de polifenoles como los flavonoides que
actlan potentes antioxidantes, por su parte SANDOVAL et al. 2000, menciona
qgue la ufia de gato es un antioxidante muy efectivo que protege a las células
contra el estrés oxidativo degradando directamente el peroxinitrito, un potente
oxidante celular implicado como mediador en diversos procesos inflamatorios.
Ademas, neutraliza el efecto citotoxico de radicales libre como 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH).

5.3. Perfiles bioquimicos sanguineos y constantes hematolégicos, en
pollos suplementados con extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia

gato (EHHut) en la etapa de inicio, evaluados a los 14 y 42 dias

El tiempo de suministro de diferentes niveles extracto
hidroalcohdlico de “Uncaria tomentosa” (EHHut) a los pollos fue en la etapa de
inicio (14 dias), cuyas evaluaciones se realizaron a los 14 y 42 dias;
observandose igualdad estadistica en los tratamientos, con respecto a los
niveles de albumina, hematocrito y hemoglobina (ver cuadro 6); aunque
numeéricamente, la “Uncaria tomentosa” medida que se incremento los niveles
de extracto hidroalcohdlico de hojas de (EHHUt) T1 (0 ICso), T2 (80 ICs0), T3
(160 ICsp), también se incrementaron estas variables; estos resultados

coinciden con SANDOVAL (2012), quien también encontr6 un incremento de
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los niveles de albumina, hemoglobina y hematocrito, mostrando ademas
diferencia estadistica entre sus tratamientos (T1, T2, T3y T4 pg/mL de extracto
acuoso atomizado de uiia de gato); asimismo, CABIESES (1997) corrobora que
los alcaloides, glicésidos y terpenos presentes en la ufia de gato tienen
propiedades inmunoestimulantes fortaleciendo el sistema inmunoldgico,
permitiendo la regeneracion de células, aun bajo condiciones no favorables.
Tampoco se encontrd diferencia estadistica (p>0.05) para las variables de

alanino aminotransferasa y aspartato aminotransferasa.

Los porcentajes de hematocrito (Cuadro 5) de pollos bajo los
efectos de los niveles de extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria
tomentosa” (EHHut), son estadisticamente iguales, aunque numéricamente se
observa que a medida que se incrementd los niveles de extracto
hidroalcohdlico de hojas de Uncaria tomentosa (EHHut), aumento el porcentaje
de hematocrito; esto se debe a que la ufia de gato tiene una potente actividad
antioxidante prolongando la vida de los eritrocitos e incrementando los niveles

de hematocrito.

Los valores obtenidos en el presente estudio son bajos, y no todos
se encuentran dentro del rango normal que es de 23 a 55% (UNIVERSIDAD
DE ZARAGOZA, 2011); esto probablemente se debe a una hiperhidratacion
(RUiZ, 1998), debido a la alta densidad de pollos en la que se trabajo (12
pollos/m?2) considerando el estrés calérico que se puede producir en la zona.
Con respecto a la edad de las aves, los porcentajes de hematocrito fueron

estadisticamente diferentes (p<0.05); cuyo valor a la edad de 14 dias fue de
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21.4%, mientras que a los 42 dias subi6 a 24.5%; esto es respaldado por
BAUER (1989), quien menciona que los valores de hematocrito se ven

influenciados por la edad, sexo y geografia.

Los valores de hemoglobina obtenidos bajo los efectos de los
niveles de extracto hidroalcohélico de hojas de “Uncaria tomentosa”, son
estadisticamente iguales (p>0.05); siendo el T1 el que obtuvo el menor valor
numeérico comparado al T2, T3 y T4; evidenciando que la incorporacién de

extracto hidroalcohdlico, aumenta el nivel de hemoglobina.

Estos resultados son similares a lo reportado por SANDOVAL
(2012), quien encontré un comportamiento similar al suministrar extracto
acuoso atomizado de ufia de gato en pollos hasta los 42 dias. Sin embargo,
estos datos difieren con SAAVEDRA (2008) quien encontré una ligera
disminucién de hemoglobina en aves que recibieron extracto acuoso de corteza
de ufia de gato en etapa de acabado en comparacion a las aves que no la
recibieron. Los valores encontrados se encuentran dentro del rango normal que

es de 7 a 18.6 g/dL (UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA, 2011).

Con respecto a la edad de las aves, los valores de hemoglobina
son estadisticamente diferentes (p<0.05); siendo de 8.2 g/dL a los 14 dias,
mientras que a los 42 dias, aument6 a 8.88 g/dL, este aumento es respaldado
por BAUER (1989), quien menciona que la hemoglobina est4 en relacion a la

edad, peso corporal y ambiente.
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Los niveles de albumina sérica obtenidos en el presente estudio

(Cuadro 6) de pollos bajo los efectos de los niveles de extracto hidroalcohdlico
“Uncaria tomentosa” (EHHut), son estadisticamente iguales (p<0.05), siendo el
T1 quien presentd un valor numérico menor comparado con el T2, T3 y T4;
evidenciandose ademas, un incremento del nivel de albumina en la sangre a
medida que la concentracion de extracto hidroalcohélico aumenta; esto se debe
a que la ufa de gato tiene una gran actividad antiinflamatoria e
inmunoestimulante (PERALTA Y ZAMBRANO, 1992). Cabe indicar que los
valores obtenidos estan dentro del rango normal que van de 1.0 — 2.7g/dL

(ARRIETA et al., 2007 y REATEGUI, 2012).

Con respecto a la edad del ave, los niveles de albumina sérica
presentan diferencia estadistica (p<0.05); observandose que a los 14 dias de
edad es de 1.17 g/dL; mientras que a los 42 dias aumenta a 1.39 g/dL; esto lo
corrobora WILLARD et al. (2001), sefiala que los valores bajos de albumina son

normales para animales jévenes; siendo mas altos en la fase adulta.

Los niveles de alanino y aspartato aminotransferasa obtenidos en
el trabajo de investigacion (Cuadro 5) son estadisticamente iguales (p>0.05);
los resultados muestran que no hubo efecto de la “Uncaria tomentosa” sobre
estos parametros bioquimicos. Los resultados obtenidos estan dentro de los
rangos normales, tal como lo indican ARRIETA et al. (2006) y REATEGUI
(2012) que los parametros de ALT y AST son de 3.38 a 80.4 Ul/L y 89.6 a
243.21 UI/L respectivamente. Con respecto a la edad, los niveles de alanina

aminotranferasa son estadisticamente diferentes (p<0.05); encontrandose que
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el valor a los 14 dias es de 29.36 UI/L y a los 42 dias es 23.92 UI/L; lo cual
difiere con SANDOVAL (2012), quien indica que los pollos suplementados con
extracto acuoso atomizado de ufia de gato hasta los 42 dias alcanzan niveles
de ALT de 32.45 UI/L; considerando que a los 21 dias este valor es mas bajo

(3.87 UIIL).

Con respecto a la edad, los niveles de aspartato aminotranferasa
obtenidas son estadisticamente diferentes (p<0.05); observandose que el valor
a los 21 dias de edad es de 86.13 Ul/L y a los 42 dias es de 192.17 UI/L; sin
embargo SANDOVAL (2012), indica que los pollos suplementados con extracto
acuoso atomizado de ufia de gato a los 14 dias alcanza un valor de AST de
124.02 UI/L, mientras que a los 42 dias dicho valor sube a 244.62 UIl/L. Es
necesario mencionar ademas, que los valores de ALT encontrados estan

dentro de los parametros normales.

En el cuadro 5, se muestra el desdoblamiento de dos factores:
Niveles de extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa” y edad
(dias) para la proteina sérica, notandose igualdad significativa (p>0.05) en
niveles de EHHut dentro de edades (dias), mientras que en edades dentro de
niveles de EHHut, se muestra dos grupos diferenciados estadisticamente
(p<0.05), observandose que el valor de la proteina total sérica aumenta a
medida que la edad de los pollos aumenta; por su parte EVANS y DUNCAN
(2005), mencionan que en las aves hay cambios relacionados con la edad en
las concentraciones de proteinas séricas y plasmaticas, existiendo diferencias

significativas entre especies.
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5.4. Efecto de la suplementacion del extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia
de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut), sobre los parametros productivos

de pollos evaluados a los 42 dias

En la evaluacion de los parametros productivos, consumo de
alimento diario (CAD, g), ganancia de peso (GDP, g) y conversion alimenticia
(CA), de pollos suplementados con extracto hidroalcohdlico de hojas de
“Uncaria tomentosa” (EHHut) (ver cuadro 6) no se observaron diferencias

significativas (p>0.05) para las variables evaluadas.

Sin embargo numéricamente se observa que el tratamiento con
mayor inclusibn T4 ICso de extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria
tomentosa” (EHHut), suministrada en agua de bebida las primeras dos
semanas tuvo la mayor ganancia de peso diario y la mejor conversion
alimenticia, ya que la ufia de gato tiene componentes bioactivos que se
comportan como antioxidantes y antiinflamatorios haciendo que el pollo mejore

sus condiciones metabolicas e inmunolédgicas (SANDOVAL et al., 1998).

SANDOVAL (2012) determino la capacidad antioxidante del
extracto atomizado de ufia de gato (Uncaria tomentosa) sobre parametros
productivos en pollos de carne hasta los 42 dias de edad de pollos Cobb
Vantres 500 obteniendo ganancias de peso totales 2.770 kg por pollo; consumo
de alimento de 4.430 kg y conversion alimenticia de 1.63, comparado con los
resultado obtenidos son diferentes, demostrando que son mejores, esto se

debe a que trabajo con 5 pollos por metro cuadrado y con sustrato atomizado.
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El rendimiento productivo recomendado para pollos machos de la

linea Cobb 500 a los 42 dias de edad es de 113 g de CDA, 66 g de GDP y 1.68
de CA (COBB — VANTRESS 500, 2012); estos datos difieren con los obtenidos
en el presente trabajo de investigacion (Cuadro 6), probablemente debido a la
alta densidad con la que se trabajo (12 pollo/m?), y las altas temperaturas del
tropico en los cuales también influye los diversos factores de zona. Hay que
resaltar también que los parametros productivos se ven influenciados por la

edad, raza, y manejo como indica (OJEDA, 2012).



VI. CONCLUSIONES

1. Al adicionar 80, 160 y 240 del coeficiente de inhibicion del ICso (16. 78
ug/mL) del extracto hidroalcoholico de hojas de “Uncaria tomentosa”
(EHHut) en pollos fase inicio, sobre perfiles bioquimicos, constantes
hematolégicas y pardmetros productivos, no se encontré diferencia
significativa por tanto se rechaza la hipotesis planteada.

2. El coeficiente de inhibicion (ICso) frente al radical libre 1,1-diphenyl-2-
picrilhidrazil (DPPH) es de 16.78 ug/mL y el contenido de polifenoles totales
es de 54.83 + 0.31g de AGE/100 g de muestra seca del extracto
hidroalcoholico de hoja de ufa de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut).

3. Para los perfiles bioquimicos y constantes hematolégicos tales como:
albumina, hemoglobina, hematocrito, alanino aminotransferasa y aspartato
aminotranferasa, no se encontraron diferencias estadisticas, mientras que
en proteina sérica, se vio influenciada por el extracto hidroalcohdlico de
hojas de “Uncaria tomentosa” (EHHut) en la etapa de inicio, evaluados a
los 14 y 42 dias.

4. Los niveles del extracto hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa”
(EHHut), no tuvieron influencia sobre los pardmetros productivos, por ende
no se observaron diferencias significativas (p>0.05) para las variables
evaluadas: ganancia de peso, consumo de alimento y conversion

alimenticia, de pollos evaluados a los 42 dias.



VIl. RECOMENDACIONES

Realizar mas investigaciones con extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia
de gato “Uncaria tomentosa” (EHHut), con otros niveles y en otras
especies animales.

Utilizar el extracto hidroalcohdlico de hojas de ufia de gato “Uncaria
tomentosa” (EHHut), hasta los 35 dias de edad, considerando la densidad
de pollos/m? recomendable para la zona.

Realizar investigaciones con hojas de ufia de gato en distintas
presentaciones (extracto atomizado, liofilizado, infusion, etc.) para generar

mayor informacion.



VIIl. ABSTRACT

The experiment took place in the laboratory of the Amazon Natural
Products Research Center (CIPNA—acronym in Spanish), in the Farm and
Zoology Investigation and Training Research Center, and in the Animal Health
Laboratory (LSA — Acronym in Spanish) at the National Agrarian University of
the Jungle in the Leoncio Prado province, Hudnuco region, Peru. The objective
was to evaluate the antioxidant effect of Cat’s Claw leaves (Uncaria tomentosa)
on the biochemical profile, hematologic constants and productive parameters in
Cobb 500 meat chickens when supplemented during the initial phase, until the
14th day, and then evaluated at forty two days of age. One hundred chickens
from one to forty two days of age with an average weight of 43.64 g were used.
The hydro alcoholic extract from the leaves of Uncaria tomentosa (EHHUt —
acronym in Spanish) was added to the drinking water at levels of 0, 80, 160 and
240 IC 50 in the T1 (control), T2, T3 and T4 respectively. The DCA (acronym in
Spanish) with a factorial arrangement of 4x2 was used and the following results
were achieved between fourteen and forty days of age: the hematocrit was
(21.4 y 24.50%), the hemoglobin was (8.21 y 8.88 g/dL), the serum protein was
(2.42 y 2.88 g/dL), the aspartate was (86.13 y 192.17 UI/L), the alanine was
(29.36 y 23.92 UI/L) and the albumin was (1.17 y 1.39 g/dL) for T1, T2, T3 and
T4 respectively. With regards to the productive parameters which were
evaluated at forty two days of age, no significant statistical difference was found
(p>0.05). The average result for daily food consumption was (106.31 g), for
daily weight gain was (59.81 g), and for food conversion was (1.78). In
conclusion, no statistical differences were found with the inclusion of EHHUt
through the 14th day when evaluated at forty two days of age. The T3 had the
best results with the exception of the serum protein of the T2 (80 IC 50) with

2.7520.42 and influenced the trial of the interaction by ages.

Key Words: Cat’s Claw, Inhibition Coefficient, Poly phenols, Biochemical Blood

Profiles, Hydro Alcoholic Extract
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Anexo 1. Curva patron de acido galico para determinar el contenido de

polifenoles totales.

Concentracion de Absorbancia
acido galico
R1 R2 R3
(mg/ml)
1000 ug/mL 0.032 0.045 0.037
800 ug/mL 0.062 0.062 0.062
600 ug/mL 0.173 0.175 0.167
400 ug/mL 0.35 0.343 0.33
200 ug/mL 0.509 0.514 0.51
100 ug/mL 0.619 0.696 0.698
50 ug/mL 0.836 0.899 0.885

Gréfico 3. Determinacion de la ecuacion lineal para determinar el contenido

de polifenoles totales.
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Grafico 4. Regresion lineal simple para determinar el ICso del extracto

hidroalcohdlico de hojas de “Uncaria tomentosa” (EHHut) de cada

repeticion.
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Anexo 2. Cuadro de absorbancias (515nm) y porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de hojas de ufa gato

“Uncaria tomentosa” (EHHut), al reaccionar con el radical (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazyl) DPPH (100uM)

FD Concentracion Absorbancia (515 nm) % Inhibicion

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
6 130.00 (ug/mL) 0.720 0.796 0.786 0.768 23.65 13.85 14.94 16.88
8 325.00 (ug/mL) 0.632 0.632 0.679 0.649 32.98 31.60 26.52 29.76
10 650.00 (ug/mL) 0.455 0.423 0.458 0.454 51.75 54.22 50.43 50.87
20 812.50 (ug/mL) 0.348 0.376 0.394 0.412 63.10 59.31 57.36 55.41
50 1083.33 (ug/mL) 0.174 0.266 0.288 0.312 81.55 71.21 68.83 66.23

FD: Factor de dilucién
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Anexo 3. Datos de perfiles bioquimicos y constantes hematolégicas de pollos
suplementados con diferentes niveles de EHHut, evaluados a los
14 y 42 dias de edad
PT ALB. HB ALT AST
TRAT.EDAD /4y (gdl)y TC0 (o) i) (i)
T1 14 1.42 1.05 19 6.9 31.25 92.90
T1 14 2.27 1.23 22 6.73 27.5 92.90
T1 14 1.95 0.97 23 7.73 36 101.10
T1 14 2.56 1.28 21 6.93 26 64.50
T1 14 2.26 1.04 21 10.06 28 64.50
T2 14 2.23 1.13 22 8.24 24.75 101.10
T2 14 2.5 1.07 23 7.2 25 62.00
T2 14 2.23 1.31 20 7.28 24.5 100.67
T2 14 3.23 1.42 23 9.07 37 58.37
T2 14 2.36 1.12 23 11.19 35.5 82.11
T3 14 1.59 1.11 20 9.7 3292 104.56
T3 14 2.71 1.16 24 7.67 28.3 122.69
T3 14 2.33 1 22 7.51 25 59.50
T3 14 2.42 1.15 20 7.25 26.5 74.34
T3 14 2.55 1.14 24 11.21 36.5 117.07
T4 14 2.54 1.22 22 7.55 22.5 95.49
T4 14 2.63 1.07 20 9.38 33 73.91
T4 14 3.13 1.29 21 7.08 31 101.10
T4 14 2.78 1.34 19 7.29 27.25 54.50
T4 14 2.63 1.34 19 8.23 28.75 99.38
T1 42 2.67 1.28 25 8.65 315 210.74
T1 42 2.97 1.34 23 8.86 28 161.97
T1 42 2.86 1.36 24 9.66 23 184.84
T1 42 2.61 1.31 20 8.53 22.75 205.56
T1 42 3.13 1.09 29 8.32 23.75 214.63
T2 42 3.19 1.48 29 10.16 24.15 166.71
T2 42 3.01 1.36 22 9.76 23 164.99
T2 42 2.54 1.21 24 7.79 24.15  183.55
T2 42 3.23 1.42 26 7.45 22.75 187.86
T2 42 3.02 1.6 23 8.46 28 225.85
T3 42 2.9 2.01 24 10.84 24.5 240.96
T3 42 3.26 1.59 26 10.83 35.5 234.05
T3 42 2.93 1.45 26 8.59 20.5 190.45
T3 42 2.6 1.2 20 8.2 28.5 165.42
T3 42 3.27 1.55 25 7.37 1425 182.25
T4 42 2.82 1.41 24 8.53 21 197.79
T4 42 2.77 1.48 23 8.3 26 180.53
T4 42 2.48 1.13 31 9.89 16.5 189.16
T4 42 2.74 1.4 22 8.12 22.5 182.00
T4 42 2.62 1.15 24 9.36 18 174.05
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Anexo 4. Datos de parametros productivos de pollos suplementados con
diferentes niveles de EHHut, evaluados hasta los 42 dias de edad.
TRAT. REP PI (g) PF(y) GPD(g) CAD (g) CA
T1 R1 45.4 2500.40 58.45 104.73 1.79
T1 R2 45.2 2559.40 59.86 103.95 1.74
T1 R3 43.7 2548.00 59.63 117.42 1.97
T1 R4 41.4 2467.20 57.76 103.49 1.79
T1 R5 41.5 2556.20 59.87 107.56 1.80
T2 R1 49.6 2612.50 61.02 108.73 1.78
T2 R2 41.5 2581.25 60.47 114.45 1.89
T2 R3 41.3 2437.25 57.05 103.86 1.82
T2 R4 45.1 2474.50 57.84 105.52 1.82
T2 R5 42.2 2583.75 60.51 107.09 1.77
T3 R1 49 2553.40 59.63 104.32 1.75
T3 R2 42.8 2522.50 59.04 110.51 1.87
T3 R3 39.9 2659.50 62.37 105.00 1.68
T3 R4 41.2 2430.20 56.88 105.16 1.85
T3 R5 42 2653.50 62.18 112.71 181
T4 R1 47.2 2562.60 59.89 105.89 1.77
T4 R2 41.2 2506.67 58.70 107.06 1.82
T4 R3 43.1 2714.75 63.61 111.08 1.75
T4 R4 47.2 2538.20 59.31 103.20 1.74
T4 R5 42.2 2653.50 62.17 109.44 1.76

PI (g): Peso inicial en gramos.
PF (9): Peso final en gramos.
GDP (g): Ganancia de peso diario en gramos.

CAD (g): Consumo diario de alimento en gramos.

CA: Conversién alimenticia.
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Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 1.02 1 1.02 16.83 0.0003
Concentracion EHHut 0.07 3 0.02 0.39 0.759
EDAD*Concentracion de EHHut 0.09 3 0.03 0.51 0.6809
Error 1.94 32 0.06

Total 3.12 39

Anexo 6. Anadlisis de varianza de Proteina total sérica.

Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 2.16 1 2.16 21.04 0.0001
Concentracion EHHut 0.47 3 0.16 1.54 0.2242
EDAD*Concentracion de EHHut 1 3 0.33 3.24 0.0349
Error 3.29 32 0.1

Total 6.92 39

Anexo 7. Analisis de varianza de Albamina.

Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 0.48 1 0.48 18.99 0.0001
Concentracion EHHut 0.11 3 0.04 1.5 0.2326
EDAD*Concentracion de EHHut 0.2 3 0.07 2.66 0.065
Error 0.81 32 0.03

Total 1.6 39




Anexo 8. Andlisis de varianza de Hemoglobina

59

Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 0.0012 1 0.0012 4.27 0.047
Concentracion EHHut 0.00039 3 0.00013 0.47 0.7063
EDAD*Concentracion de EHHut 0.0004 3 0.00013 0.47 0.7025
Error 0.01 32 0.00028

Total 0.01 39

Anexo 9. Analisis de varianza de ALT

Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 296.59 1 296.59 12.34 0.0013
Concentracion EHHut 56.74 3 18.91 0.79 0.51
EDAD*Concentracion de EHHut 19.1 3 6.37 0.26  0.8502
Error 769.06 32 24.03

Total 1141.49 39

Anexo 10. Andlisis de varianza de AST

Fuentes de variacion SC GL CM F - valor p-valor
EDAD 112431 1 112431 216.54 <0.0001
Concentracion EHHut 1526.04 3  508.68 0.98 0.4145
EDAD*Concentracion de EHHut 20181 3 67.27 0.13 0.9418
Error 16614.74 32 519.21

Total 130773.6 39




