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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos de un aditivo fitogénico
sobre la conversion alimentaria en condiciones de campo y de las fitasas sobre las
caracteristicas histolégicas del intestino, asi como la relacién entre estas
caracteristicas, el valor de la energia metabolizable aparente del alimento y el
comportamiento productivo, empleando técnicas de meta-analisis. En la evaluacién
del aditivo fitogénico no se detectd efectos significativos (P > 0.10) en el
comportamiento productivo al analizar cada uno de los nueve experimentos
independientes realizados en condiciones de campo, pero si en la conversion
alimentaria (P < 0.05) al integrar la data y aplicar meta-analisis. La evaluacion sobre
el efecto de las fitasas mostr6 que la reduccién en el contenido de fosforo afecta
negativamente la altura de las vellosidades y la relacion vellosidad/cripta (P < 0.02),
que el incremento en la dosis de fitasa matrizada favorece la relacion
vellosidad/cripta (P < 0.03), y que cuando las fitasas se usan on top se reduce la
profundidad de las criptas (P < 0.05), siendo mayor el efecto cuanto menor la edad (P
< 0.02), se incrementa la relacion vellosidad/cripta (P < 0.01) y, en estas
circunstancias, la relacion Ca/PD influye en la altura de las vellosidades (P < 0.05).
Finalmente, en una tercera evaluacion se determind relaciones cuantitativas entre las
variables histolégicas, la energia metabolizable aparente, la ganancia de peso
corporal y la conversion alimentaria mediante modelos matematicos basados en
meta-regresion, empleando una nueva técnica de meta-analisis. En conclusion, la
aplicacion de meta-andlisis permitié incrementar el poder estadistico, comprender
mejor la forma en que aditivos nutricionales como las fitasas influyen en la respuesta
bioldgica de los pollos de carne, validar supuestos fisiolégicos como las relaciones
entre histologia intestinal y comportamiento productivo, y desarrollar modelos

matematicos permitentes para describir dichas relaciones.

Palabras clave: pollos, meta-andlisis, meta-regresion, fitogénico, fitasa, histologia,

absorcion.



ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the effects of a phytogenic
additive on feed conversion ratio under field conditions and of phytases on the
histological characteristics of the intestine, as well as the relationship between these
characteristics, the value of the apparent metabolizable energy of the feed and the
productive performance, using meta-analysis techniques. In the evaluation of the
phytogenic feed additive, no significant effects (P> 0.10) were detected in the
productive performance when analyzing each of the nine independent experiments
conducted under field conditions, but there was in the feed conversion ratio (P <0.05)
when the data was integrated and meta-analysis was applied. The evaluation of the
effect of phytases showed that the reduction in the phosphorus content negatively
affects the height of the villi and the villi/crypt ratio (P <0.02), that the increase in
the dose of matrixed phytase favors the villi/crypt ratio (P <0.03), and that when
phytases are used on top the depth of the crypts is reduced (P <0.05), being the effect
greater the younger the age (P <0.02), the villi/crypt ratio increases (P <0.01) and, in
these circumstances, the Ca/PD ratio influences the height of the villi (P <0.05).
Finally, in a third evaluation, quantitative relationships between histological
variables, apparent metabolizable energy, body weight gain and feed conversion ratio
were determined by means of mathematical models based on meta-regression, using
a new meta-analysis technique. In conclusion, the application of meta-analysis
allowed to increase the statistical power, better understand the way in which
nutritional additives such as phytases influence the biological response of broilers,
validate physiological assumptions such as the relationships between intestinal
histology and productive performance, and develop mathematical models to describe

such relationships.

Keywords: broilers, meta-analysis, meta-regression, phytogenic, phytase, histology,

absorption.



I. INTRODUCCION

El objetivo principal de toda actividad econdmica es lograr la mayor rentabilidad
posible (Chuy et al. 2005; Inca et al. 2016, 2020), y en la produccion de pollos de
engorde esta depende principalmente del costo de alimento y de la conversion
alimentaria. Por ello, la conversion alimentaria es habitualmente una importante
variable de respuesta en los experimentos en nutricion avicola, sean estos
sofisticados como los de metabolismo aviar (Beitia et al. 2020a; Maharjan et al.
2020b, 2020c, 2020d, 2021a) o de baja complejidad como los que habitualmente se
realizan en la industria para evaluar intervenciones en nutricion y alimentacion
(Martinez y Rueda 2014; Martinez y Vilchez 2016d), determinar requerimientos
(Weil et al. 2019, 2020a, 2020b, 2020c, 2021) y planos nutricionales (Uculmana et
al. 2015b; Uculmana et al. 2018; Maharjan et al. 2021b), implementacion de
estrategias de alimentacion (Ponce de Leon et al. 2014; Beitia et al. 2019, 2020b;
Suesuttajit et al. 2020a, 2020b), uso de niveles supra nutricionales de nutrientes para
modular respuestas fisioldgicas (Martinez et al. 2017c), valoracion de ingredientes
dietarios (Hilton et al. 2019; Martinez et al. 2020a; Suesuttajit et al. 2021), aditivos
nutricionales (Peceros et al. 2015; Martinez et al. 2016; Martinez y Prado 2016;
Martinez y Vilchez 2016g; Uculmana et al. 2016a, 2016b) o no nutricionales
(Martinez y Vilchez 2015b, 2015c), desarrollo de metodologias de investigacion
(Uculmana et al. 2015a; Martinez et al. 2020b), e incluso practicas de manejo
(Martinez et al. 2018) y estrategias de control sanitario (Chacon et al. 2007; Piantino
et al. 2007, 2009a, 2009b).

Al respecto, el principal aspecto limitante que enfrenta la industria —y muchas veces
también la academia— es que, si bien dichas intervenciones generalmente se justifican
econémicamente con una mejora en la conversién alimentaria menor al 2%, disefiar
experimentos que ofrezcan tal sensibilidad estadistica no solo resulta complejo
(Martinez et al. 2003; Demétrio et al. 2013) sino que, ademas, rara vez ocurre. Por



esta razén, se propone el meta-analisis de diferentes estudios independientes como
estrategia para incrementar el poder estadistico (Cohn y Becker 2003) vy, en

consecuencia, favorecer la toma de decisiones (Martinez 2016d).

En las evaluaciones se incluyen, ademas, indicadores de la capacidad de absorcion de
nutrientes como las caracteristicas histomorfométricas de la mucosa intestinal
(Martinez y Vilchez 2016c; Martinez et al. 2017a, 2017b) o el valor observado de
energia metabolizable aparente del alimento, sobre todo si se prevé un impacto

favorable en la salud intestinal (Maharjan et al. 2020a).

Al respecto, se considera positivo una mayor altura de las vellosidades intestinales
(aVE) pues mayor superficie implicaria mayor capacidad de absorcion de nutrientes
y ganancia de peso corporal (Martinez y Vilchez 2016e, 2016f). Asimismo, ya que es
en las criptas de Lieberkihn donde proliferan las células que recubren las
vellosidades, se considera negativo una menor relacion entre la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas (Martinez y Vilchez 2015d, 201643,
2016b), ya que estaria directamente correlacionada con una menor eficiencia
alimentaria, pues a mayor profundidad de las criptas (pCR), mayor actividad
proliferativa (Martinez y Vilchez 2014; 2015a) y mayor gasto nutricional para el
mantenimiento de la mucosa intestinal (Moran 1985; Yamauchi 2002; Martinez y
Vilchez 2013). Sin embargo, los profesionales de responsables de las evaluaciones se
suelen preguntar cuanto mayor digestibilidad, energia metabolizable y ganancia de
peso se deberia esperar cuando la altura de las vellosidades intestinales es mayor en
cierta magnitud, y cuanto menor se espera que sea la conversién alimentaria cuando
la relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta se incrementa
en un porcentaje dado. No obstante, esta asociacion cuantitativa no se ha reportado
en la literatura, aun es un supuesto, e incluso se le refiriere como una coincidencia
(Choct 2009).

En este contexto, si bien la industria avicola y sus aliadas destinan importantes
recursos a la investigacion, la informacion habitualmente obtenida es empleada de
forma sub-6ptima no solo porque la informacion disponible en la literatura

especializada no es explotada en su totalidad, sino también porque las evaluaciones



realizadas en condiciones de campo incluso carecen de la suficiente sensibilidad
estadistica. Al respecto, si bien las técnicas de meta-analisis, que permiten integrar
data proveniente de diferentes experimentos, se encuentran poco difundidas entre la
comunidad cientifica avicola y sus aplicaciones practicas son poco conocidas por la
industria, estas presentan importantes aplicaciones para incrementar el entendimiento
de los procesos que influyen en la eficiencia alimentaria y econémica de las aves y

asi favorecer el disefio de estrategias de alimentacion y nutricion.

Integrar la abundante informacion disponible para encontrar patrones existentes, que
usualmente no son detectables en experimentos especificos, representa una
importante oportunidad de mejora. Asi, un area de interés se orienta a optimizar las
estrategias y tecnologias disponibles para potenciar la digestibilidad de los nutrientes
y minimizar el impacto de los factores anti-nutricionales sobre la salud intestinal,
pues ambos se encuentran estrechamente vinculados con el gasto nutricional de
mantenimiento y la conversion alimentaria. Al respecto, el uso de fitasas (EC 3.1.3.8
y EC 3.1.3.26) en la alimentacién de aves incrementa la disponibilidad del fosforo de
los alimentos de origen vegetal (Singh 2008) y mitiga la accién anti-nutricional de
los fitatos (Dersjant-Li et al. 2015). Si bien su uso es una practica extensiva, se
conoce poco sobre su efecto en la histologia intestinal y, consecuentemente, en
aquellos procesos que, como la absorcion de nutrientes y el gasto nutricional de

mantenimiento, representan la base fisiologica de la conversion alimentaria.

Es de interés, por consiguiente, presentar las aplicaciones practicas que las técnicas
de meta-analisis tienen en la investigacion en alimentacion y nutricion de pollos de
engorde para (1) favorecer la obtencién de informacion con valor afiadido en
condiciones de campo respecto a la conversion alimentaria, para (2) ampliar el
entendimiento del efecto que las intervenciones en la dieta tienen sobre las
caracteristicas histoldgicas del intestino y, en consecuencia, potencialmente sobre la
eficiencia alimentaria de las aves, e incluso para (3) establecer la relacion que existe
entre las variables histoldgicas del intestino, el valor observado de energia
metabolizable del alimento —como indicador de absorcion de nutrientes para proveer

energia—, y el comportamiento productivo.



Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar los efectos de un aditivo
fitogénico sobre la conversion alimentaria en condiciones de campo y de las fitasas
sobre las caracteristicas histomorfométricas de la mucosa intestinal, asi como la
relacion entre estas variables de respuesta, la energia metabolizable aparente y el
comportamiento productivo de pollos de engorde, empleando para ello diversas

técnicas de meta-analisis.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1  HISTOLOGIA INTESTINAL Y POTENCIAL DE ABSORCION DE
NUTRIENTES

En términos generales, valores mayores de la altura de la vellosidad y de la relacion
entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta son considerados
indicadores de una mucosa intestinal bien diferenciada, y se considera que
vellosidades cortas en relacion a la profundidad de la cripta tienen menos células con
capacidad de absorcion de nutrientes y mas celulas con funcién secretoria (Martinez
2012). Asimismo, incrementos en la profundidad de la cripta como resultado de la
accion de estresores puede afectar la permeabilidad y actividad secretoria de la
mucosa intestinal y favorecer desordenes entericos (Jeurissen et al. 2002) como suele

observarse en condiciones de campo.

Al respecto, Hayakawa et al. (2014) observaron una relacion lineal (R? = 0.98)
inversamente proporcional entre la conversion alimentaria y la altura de la vellosidad
en el yeyuno, siendo la conversion menor en 0.22 g/g por cada unidad (um) de
incremento en la altura de la vellosidad. Sin embargo, para determinar la altura
“optima” de la vellosidad intestinal se debe considerar la ventaja de la absorcién de
nutrientes versus el costo del mantenimiento de la altura de la misma (Moran 1985).

Es importante considerar que la mucosa intestinal es un tejido altamente dindmico, y
se considera que la elongacion de la vellosidad intestinal ocurre cuando el ave tiene
libre acceso al alimento, ain con la misma dieta, pero enfrenta un incremento en la
demanda energética. De igual forma, si el requerimiento nutricional se mantiene,
pero se reduce la disponibilidad de nutrientes en la luz intestinal entonces la

vellosidad crecera como un efecto compensatorio (Moran 1985).



Otro posible factor responsable de la elongacion de la vellosidad es la microbiota
intestinal. Asi, se ha reportado (Cook y Bird 1973; Forder et al. 2007) que, en
comparacion a las aves libres de gérmenes, las aves convencionales tienen
vellosidades y criptas mas largas, y una mas rapida migracion celular desde la cripta
hasta el &pice de la vellosidad. En consecuencia, por esta razon el uso de promotores
de crecimiento antimicrobianos ha mostrado reducir la altura de las vellosidades y las
criptas, asi como el largo y peso total del intestino (Miles et al. 2006). Por esta razon,
resulta 16gico que procesos entéricos como aquellos producidos por coccidias puedan
incrementar la velocidad de recambio de enterocitos (Humphrey y Turk 1974) e
incrementar la altura de las vellosidades (Fernando y McCraw 1973; Moran 1985).
Finalmente, debe tenerse presente que las longitudes de las vellosidades y las criptas
y su relacion influird, en gran medida, en la disponibilidad de nutrientes remanentes
para ganancia de peso y produccion luego de satisfacer los requerimientos de
mantenimiento del tejido intestinal. Asi, considerando que aproximadamente 12% de
la proteina sintetizada de novo es utilizada en el tracto gastro intestinal, cualquier
factor que incremente el recambio celular, como la presencia de toxinas asociada a
reducciones en la longitud de las vellosidades y elongacion de las criptas,
incrementara el requerimiento de energia del ave (Choct 2009).

2.2 USO DE ADITIVOS FITOGENICOS CONTENIENDO CARVACROL
EN NUTRICION AVICOLA

De acuerdo a la legislacion de la Union Europea (EC 1831/2003), los aditivos
alimentarios de tipo fitogénicos, comunmente llamados aditivos fitogénicos, son
categorizados como compuestos sensoriales 'y aromatizantes, consisten
principalmente en extractos de plantas (aceites esenciales, oleorresinas y
flavonoides) y sus principios activos (European Commission 2003) y se incorporan
en la alimentacion animal para mejorar la productividad animal. Las numerosas
propiedades benéficas de los aditivos fitogénicos se desarrollan a través de
mecanismos que incluyen la mejora de la digestibilidad de los nutrientes, la
absorcion de los mismos y la eliminacion de microorganismos patdégenos en el tracto
gastrointestinal y se derivan predominantemente de sus moléculas bioactivas

incluyendo carvacrol, timol, capsaicina, cineol, entre otras (Mountzouris et al. 2010).



Al respecto, el carvacrol es un derivado fendlico abundante principalmente en el
orégano, que se obtiene al extraer su aceite esencial (AEO) formando una solucion
aromatica e hidrofobica (Martinez 2016a) en que algunos de los principales
metabolitos secundarios son, ademas, otro fenol como el timol, y los hidrocarburos

monoterpenoides p-cimeno y y-terpineno (Russo et al, 1998; Martinez 2016c).

Asi, se ha reportado efectos favorables a nivel de la mucosa intestinal en diferentes
estudios, observandose 13% mayor altura de vellosidades y 35% menor profundidad
de criptas en pollos desafiados con Eimeria acervulina y alimentados con carvacrol y
timol (Greathead y Kamel 2006) y vellosidades 10% mas largas y 28% mayor area
superficial de absorcion en pollos alimentados con aceite esencial de salvia, tomillo y
romero Garcia et al (2007), postulandose que dicho efecto se basa en el incremento

de la tasa de renovacion celular de la mucosa intestinal (Bruerton 2002).

Por otro lado, respecto a la actividad enzimatica enddgena en aves alimentados con
derivados fitogénicos, se ha reportado incrementos en la actividad enzimética de la
quimotripsina (Lee et al. 2004; Basmacioglu Malayoglu et al. 2010), tripsina (Lee et
al. 2004; Jang et al. 2007), maltasa intestinal y a-amilasa (Jang et al. 2007) y lipasa
pancreaticas (Lee et al. 2004; Jamroz et al. 2005),en algunos casos asociado a
incrementos en la digestibilidad de la proteina dietaria (Basmacioglu Malayoglu et
al. 2010) y a incrementos en el peso del musculo de la pechuga (Jamroz et al. 2005).
En relacion a su accion antioxidante, la actividad del AEQ, atribuible principalmente
al carvacrol y timol (Deighton et al. 1993), es similar a la del a-Tocoferol y BHT en
términos de su capacidad para inhibir la peroxidacion de lipidos, protegiendo al ADN
del dafo oxidativo (Martinez-Tomé et al. 2001; Faleiro et al. 2005).

Adicionalmente, el carvacrol ejerce accion antimicrobiana (Martinez 2016b)
desnaturalizando y coagulando las proteinas de la membrana celular de la bacteria,
incrementando su permeabilidad y produciendo pérdida de material celular y muerte
(Lee et al. 2004). Alcanza el espacio intracelular de bacterias Gram-negativas a

través de porinas de la membrana celular (Helander et al. 1998) por ser lipofilico.



En relacién a la microbiota intestinal, se ha reportado menor proporcién de géneros
como Clostridium spp. (Betancourt et al. 2011) y Aeromonas spp. (Yew 2008) y mas
de Lactobacillus spp. (Yew 2008; Betancourt et al. 2011) en pollos de engorde
suplementados con AEO. Asimismo, la accién del AEO incrementando la tasa de
renovacion celular de la mucosa intestinal (Levkut et al. 2011) y, consecuente,
previniendo el ataque de coccidia al mantener una poblacion méas saludable de
enterocitos (Bruerton 2002) se ve respaldada por la accion antimicrobiana del AEO
contra C. perfringens (Lee et al. 2004), patdgeno ubicuo que en ciertas condiciones
exacerba y predispone la coccidiosis en las aves (McDougald et al. 2008). Otras
areas de investigacion actual incluyen la posible influencia de derivados fitogénicos
sobre la abundancia de células intestinales productoras de serotonina (Simsek et al.
2012) y la relaciéon entre este péptido con la posible modulacion de patdgenos

entéricos como Campylobacter jejuni (Lyte et al. 2021).

2.3 FITASAS EN NUTRICION DE AVES

2.3.1 Fitato

El &cido fitico —o &cido myo-inositol hexa fosforico— es la forma de almacenamiento
primario del fosforo en las plantas (Woyengo et al. 2009), contiene 28.2% de fdsforo
(Selle et al. 2000) y en semillas maduras 50 a 80% del contenido total de fosforo
puede estar ligado al fitato (Lott 1984). Si bien el fitato cumple un rol importante en
la fisiologia vegetal, cuando los ingredientes vegetales son suministrados a las aves
se convierte en un anti-nutriente que limita la efectividad de las funciones digestivas
del animal (Dersjant-Li et al. 2015). Al respecto, si bien las aves tienen una
produccion de fitasa endogena que deberia ser suficiente para hidrolizar el fitato de
los ingredientes de origen vegetal y liberar alrededor del 70% del fdsforo fitico, los
minerales contenidos en las dietas tradicionales de las aves causan que esta hidrolisis

se reduzca a cerca del 25% (Tamim et al. 2004).

La limitada capacidad del ave para utilizar el fésforo fitico genera la necesidad de
suplementar fosforo en las dietas de las aves, representando un importante

componente del costo del alimento (Singh 2008). Esta necesidad y el interés por



reducir la eliminacion de fésforo al ambiente fue lo origind el uso de fitasas en la
nutricién animal para incrementar la disponibilidad del fésforo de ingredientes
vegetales de la dieta. Sin embargo, a través de los afios se ha demostrado los efectos
anti-nutricionales de fitato y su impacto negativo sobre la salud intestinal y

productividad de las aves (Onyango et al. 2009; Zhang et al. 2020).

Asimismo, debido a la falta de hidrdlisis de la molécula de fitato, el fosforo ligado al
fitato y otros minerales y proteinas estan esencialmente no disponibles para la
digestion, lo que reduce la digestibilidad y utilizacion de estos nutrientes por el ave
(Ravindran et al. 2006; Uculmana et al. 2018).

El &cido fitico contiene seis grupos fosfato, cada uno con dos protones disociados,
resultando potencialmente doce cargas negativas en la molécula (Woyengo et al.
2009). Debido a que sus valores de pKa varian entre 1.5 y 10, seis de sus protones
pueden disociarse en pH acido, tres en pH neutro y tres en pH basico, permitiendo
que el acido fitico se ligue a moléculas positivamente cargadas en diversidad de pH
(Crea et al. 2008). Si bien en pH bajo se incrementa la solubilidad de los complejos
fitatos, durante el inicio de la digestion, el pH del buche no es lo suficientemente
bajo para permitir la disociacion de los cationes del acido fitico. Conforme el pH se
reduce en el proventriculo, la solubilidad se incrementa y el acido fitico se disocia de
cationes; sin embargo, en pH por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas en
solucion, los grupos amino en los aminoacidos basicos y proteinas pueden estar
positivamente cargados y unirse al acido fitico. Una vez ligadas, la actividad de
varias enzimas enddgenas se inhibe, iniciando un mecanismo de retroalimentacion
que incrementa la produccion de enzimas digestivas y HCI. Conforme los nutrientes
ingresan al duodeno, la accion buffer incrementa el pH permitiendo la formacion de

complejos minerales con el fitato (Angel et al. 2002; Cowieson et al. 2004).

Ademas del efecto negativo del fitato ligando minerales, esta molécula reduce la
digestibilidad de la proteina (Cowieson et al. 2006a). Diferentes teorias se han
propuesto para explicar este efecto, como la unién a través de los grupos amino de la
arginina, histidina y lisina para formar complejos fitato-proteina en medio acido
(Selle et al. 2000), la formacion de complejos ternarios proteina-mineral-fitato en pH



cercanos a la neutralidad (Selle et al. 2000) y la posible alteracién de la
termodinamia de la matriz acuosa, resultando en agregacion proteina-proteina,
particularmente con proteinas hidrofobicas (Cowieson y Cowieson 2011), reduciendo

la disponibilidad neta de aminoacidos (Onyango et al. 2009).

A pesar de la reduccion global en la digestibilidad de la proteina, es claro que el
fitato no afecta la digestibilidad de todos los aminoacidos por igual. Ravindran et al.
(2006) reporté que la digestibilidad de la serina, prolina, isoleucina, cisteina y
triptéfano no fue afectada y Cowieson et al. (2006) que los méas afectados fueron
alanina, serina, &cido aspartico y treonina. Debido a estas diferencias, se cree que de
alguna forma el fitato altera la secrecion de proteina enddgena (Onyango et al. 2009),
rica en metionina, cisteina, treonina y serina (Cowieson et al. 2006b), incluyendo la
renovacion celular y la secrecion de mucina (Cowieson et al. 2004). Asi, ya que solo
70-80% de toda la seccion proteica enddgena es reabsorbida y utilizada por el ave
(Nyachoti et al. 1997), cualquier incremento en la produccién y secrecion de proteina
redundard en una menor digestibilidad aparente e incrementara el requerimiento

energético de mantenimiento del ave, reduciendo su eficiencia alimentaria.

2.3.2 Fitasas

La fitasa (myo-inositol hexafosfato hidrolasa) es una enzima capaz de degradar el
acido fitico catalizando la hidrolisis progresiva de sus enlaces éster fosfato
produciendo desde myo-inositol pentafosfato (IP5) hasta myo-inositol monofosfato
(IP1) y finalmente inositol (Selle et al. 2000). Asi, se considera que una unidad fitasa
(FTU) es la cantidad de enzima que libera 1 mmol de fosforo inorganico por minuto
a partir de una solucion de fitato sodico 0.00015 mol/L a un pH de 5.54 y a 37 °C
(Ravindran et al. 2000).

El beneficio de las fitasas incrementando la disponibilidad del fésforo fitico ha sido
ampliamente documentada (Singh 2008; Wealleans et al. 2016); sin embargo,
diversos beneficios “extra-fosforicos” han sido documentados. Asi, la adicion de
fitasas en dietas deficientes en fosforo, calcio y/o energia ha mostrado mejorar el
peso corporal y la conversion alimentaria (Namkung y Leeson 1999; Cowieson et al.
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2006b), asi como incrementar la retencion de minerales y la metabolicidad de
materia seca y/o energia metabolizable aparente (Namkung y Leeson 1999;
Ravindran et al. 2000; Cowieson et al. 2006b) y la digestibilidad aparente de
aminoacidos (Ravindran et al. 1999; Namkung y Leeson 1999; Ravindran et al.
2000; Cowieson et al. 2006a), reducir la excrecion de minerales enddgenos y
aminoacidos (Cowieson et al. 2009; Pirgozliev et al. 2011). Finalmente, se ha
planteado también la accion favorable del inositol resultante, como producto final de
la accion de las fitasas en altas dosis (“super dosis™), sobre el transporte de nutrientes

y la deposicion proteica (Cowieson et al. 2014).

Las fitasas se emplean en la formulacién de dietas en dos posibles formas: sin
asignarles valor nutricional alguno (uso “on top”), o asignidndoles un valor
nutricional equivalente a la cantidad de nutrientes que se espera libere por su accion

en el tracto gastrointestinal (uso “matrizado”) (Singh 2008).

2.4  META-ANALISIS

2.4.1 Generalidades

Meta-analisis se refiere a un “andlisis de andlisis” (Glass 1976) y resulta apropiado
para analizar los resultados de multiples estudios. Desde que Glass acufiara el
término a fines de la década de 1970, el uso y aplicacion de meta-analisis ha
proliferado y ha sido aplicado en numerosos campos, como la psicologia, las leyes, la
administracion, educacion, medicina y epidemiologia. En los diferentes campos, el
meta-analisis ha sido empleado para determinar la fortaleza de la relacion entre dos
variables, la eficacia de tratamientos o intervenciones, la precision de teorias, la
validez de técnicas, procesos e instrumentos de medicion y la presencia de efectos

moderadores de la respuesta (Chan y Arvey 2012).

Algunos atributos del meta-analisis son: (1) Incrementar el poder estadistico, es decir
la probabilidad de detectar un efecto real como estadisticamente significativo si
existe. Al respecto, muchos estudios individuales pueden ser demasiado pequefios

para detectar efectos pequefios, pero cuando se combinan varios, existe una mayor

11



probabilidad de detectar un efecto. (2) Mejorar la precision, es decir que la
estimacion del efecto de una intervencion puede mejorarse cuando se basa en mas
informacion. (3) Responder a preguntas no planteadas por los estudios individuales,
pues los estudios primarios a menudo involucran un tipo especifico de individuos e
intervenciones explicitamente definidas y, en consecuencia, una seleccion de
estudios en los cuales estas caracteristicas difieren puede permitir la investigacion de
la consistencia de efecto y, si es relevante, permiten investigar las razones de las
diferencias en las estimaciones del efecto. (4) Resolver controversias derivadas de
estudios aparentemente conflictivos o generar nuevas hipotesis, pues el analisis
estadistico de los resultados permite evaluar formalmente el grado de conflicto y

explorar y cuantificar las razones de los diferentes resultados (Deeks et al. 2011).

2.4.2  Tamarno del efecto

El tamafio del efecto es un estimador estandarizado no escalar de la relacion entre
una exposicion y un efecto (Greenwald et al. 1996). Generalmente este término se
aplica a medidas de la diferencia en el resultado entre tratamientos, de tal manera que
el riesgo relativo, la probabilidad relativa, la diferencia de riesgos y la diferencia de
medias son “tamafios del efecto”. Sin embargo, el tamafio del efecto también puede
ser una medida la desviacion estdndar, el coeficiente de correlaciéon, una

probabilidad, entre otros (Hox y de Lewuw 2003).

Cuando el tamarfio del efecto se origina por la comparacion de dos tratamientos es
posible ilustrar la distribucion de los tamafios de los efectos empleando un Diagrama
de Bosque, que ilustra el tamafio del efecto estimado para cada estudio, su
correspondiente intervalo de confianza al 95%, el tamafio del efecto global con su
correspondiente intervalo de confianza al 95% Yy el peso relativo asignado a cada
estudio (Viechtbauer 2010).

2.4.3  Sesgo de publicacion

Sesgo de publicacién es el término empleado para referir lo que ocurre cuando la

investigacion que se encuentra publicada en la literatura es sistematicamente no
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representativa de la poblacion completa de estudios realizados. Esto ocurre, en
algunos casos cuando los resultados que el investigador encuentra no concuerdan con
la informacion conocida sobre la materia hasta el momento y decide no publicar

dicha informacién (Higgins y Altman 2011).

Para evaluar la existencia de sesgos se emplea el grafico de embudo, que ilustra la
relacion entre el tamafio de efecto en el eje de ordenadas y el tamafio del estudio en
el eje de abscisas, el cual puede ser estar expresado en términos del error estandar del
tamafio del efecto, de su inversa, del tamafio de la muestra o el numero de efectos
observados. Se dibuja una linea vertical que pasa por el valor ponderado global y si
no hay sesgo de publicacion aparece la forma de un embudo tipico mostrando

simetria en relacion a la linea vertical (Egger et al. 1997).

Asimismo, respecto al grafico de embudo, es posible aplicar la prueba de Corte y
Relleno que estima los valores de los tamafios de los efectos faltantes en el diagrama
de embudo para lograr que la distribucion sea simétrica y, considerando estos nuevos
valores, determinar el nuevo tamafo del efecto y su intervalo de confianza. Luego, al
comparar ambos tamarios de los efectos y sus respectivos intervalos de confianza el
sesgo es considerado relevante si los intervalos de confianza no estan superpuestos,

al menos parcialmente (Duval 2005).

Finalmente, la prueba de Egger permite evaluar una prueba de hipdtesis sobre la
significancia estadistica de la existencia de sesgo de publicacion, y consiste en una
regresion lineal simple de la magnitud del efecto dividida por su error estandar sobre
el inverso del error estandar en la que se prueba si la ordenada en el origen es

estadisticamente significativa (Egger et al. 1997).

2.4.4  Heterogeneidad

La heterogeneidad en meta-andlisis refiere la variabilidad que existe entre los
diferentes estudios considerados en el analisis. Estas diferencias pueden ser
originadas por las caracteristicas de los individuos sujetos de investigacion, de
cualquier aspecto de la metodologia empleada e incluso por el azar (Viechtbauer
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2010). Asi, cuando se realizan meta-analisis en nutricion avicola para determinar el
tamafio del efecto de la suplementacion de un aditivo nutricional, la heterogeneidad
puede ser consecuencia de diferentes dosis del aditivo, periodos de suplementacion,
edades y linea genética de las aves, caracteristicas de la dieta, condiciones de crianza,

entre otros (Rosen 2010).

Para estimar la heterogeneidad es posible emplear un modelo fijo o uno aleatorio. La
principal diferencia entre ambos es que el modelo aleatorio considera que los
estudios incluidos en el analisis son una muestra aleatoria de la poblacion total de
estudios que incluye a los empleados en el analisis, otros realizados pero no incluidos
y aquellos podran realizarse en el futuro y, en consecuencia, trata la heterogeneidad
como completamente aleatoria y provee una inferencia sobre el efecto medio en la
poblacion total; mientras que el modelo fijo ofrece conclusiones Gnicamente respecto

al conjunto de estudios incluidos en el andlisis (Viechtbauer 2010).

Como indicadores de heterogeneidad se cuenta con el estadistico Q, la probabilidad
asociada a este estadistico, los estadisticos 72, 7, 12 y H?, y el intervalo de prediccion,

los que se describen a continuacién (Viechtbauer 2010).

El estadistico Q es la suma ponderada de las diferencias al cuadrado entre los efectos
observados y el efecto promedio ponderado, y si bien solo es una medida de la
variacion respecto al promedio y no una medida de heterogeneidad en si mismo, al
ser comparado con la variacion que se observaria si todos los estudios fueran
estudios de una muestra probabilistica de la misma poblacidn, es posible calcular la
heterogeneidad. En los meta-analisis esta diferencia se calcula para realizar una
prueba de significancia respecto a dicha diferencia y para calcular otros indicadores
de heterogeneidad. Asi, la probabilidad no refleja la magnitud de la heterogeneidad
sino Unicamente la probabilidad de su existencia. Entonces, como en cualquier
prueba de significancia, un valor alto de probabilidad no puede ser empleado como

indicador de homogeneidad (Borenstein et al. 2009a).

Por otro lado, tanto 72 como 7 son medidas de la dispersion de los verdaderos

tamarfios de los efectos entre estudios, siendo 72 la varianza de los verdaderos
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efectos. Asi, cuando se trata de modelos aleatorios 72 refiere la cantidad de
variabilidad existente entre los verdaderos efectos. Sin embargo, cuando se trata de
modelos mixtos, 72 indica la cantidad de heterogeneidad residual no explicada por
las variables moderadoras (Viechtbauer 2010). En ambos casos 72 y 7 estan
expresadas en las mismas unidades que el tamafio del efecto, pero 72 en términos
cuadraticos. Al respecto, considerando la interpretacion propuesta por Borenstein et
al. (2009a), si se tuviera una cantidad infinitamente grande de estudios y cada estudio
tuviera un namero infinitamente grande de repeticiones, de forma tal que el estimado
en cada caso fuere en realidad el verdadero tamafio del efecto, y se calculara la
varianza entre dichos efectos, 72 seria dicha varianza. Consecuentemente, 7 es la

desviacion estandar de los verdaderos tamaros de los efectos.

El estadistico 12, por su parte, estima en porcentaje cuanto de la variabilidad total en
los estimados de los tamafios de los efectos (que estd compuesta por heterogeneidad
y variabilidad de muestreo) puede ser atribuido a heterogeneidad entre los verdaderos
efectos (si 72 = 0, entonces 1% = 0%) (Viechtbauer 2010). El valor de I? varia entre 0
y 100% vy es independiente del tamafio de efecto especifico, por lo que tiene el
mismo significado en meta-analisis donde el tamafio del efecto puede ser una
diferencia de medias. Asimismo, el valor de 1?> no esta afectado por el nimero de
estudios en el meta-analisis, 1o que permite comparar diferentes analisis aun si el
nimero de estudios difiere. EI valor de I? indica cuanto de la variabilidad observada
permaneceria si el error de muestreo (intra-experimental) fuese cero. En
consecuencia, si 1% fuese cercano a cero, entonces la mayor parte de la dispersion en
el diagrama de bosque desapareceria si de alguna forma se pudiera remover el error
de muestreo, mientras que, si 1> fuese cercano a 100, entonces la mayor parte de la
dispersion observada permaneceria. Por lo tanto, es inapropiado considerar valores
de 1% de 25, 50 0 75% como indicadores de “baja”, “media” o “alta” heterogeneidad,

respectivamente (Borenstein et al. 2017).

Finalmente, H? es el producto de dividir la variabilidad total resultante observada
entre la variabilidad de muestreo (si 72 = 0, entonces H? = 1) (Viechtbauer 2010) y
describe el incremento en el valor observado del estadistico Q en comparacion a lo

que se podria esperar en ausencia de heterogeneidad (Higgins y Thompson 2002).
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De forma complementaria, se emplea el intervalo de prediccion al 95% como
indicador de heterogeneidad, pues este refleja el rango dentro del cual, con un 95%
de probabilidad, se encontrara el tamafio del efecto de un nuevo estudio, asumiendo
que los verdaderos efectos se encuentren normalmente distribuidos entre estudios.
Asi, ya que el intervalo de prediccion es estimado en base a los tamafios de los
efectos observados en los estudios incluidos en el meta-analisis, el intervalo de
prediccion corresponde aproximadamente —dependiendo de si la varianza de
muestreo es grande o pequefia— con el rango de los tamafios de los efectos que estan
siendo analizados y que son presentados en el diagrama de bosque (Borenstein et al.
2009b). De esta forma, la precision de este intervalo puede ser satisfactoria como
herramienta de prediccion solo si no existe un sesgo de seleccion relevante en el
conjunto de estudios incluidos en el meta-anélisis. En consecuencia, si se detecta o
prevé la existencia de sesgo de seleccion, entonces es recomendable emplear el
intervalo de prediccion como una descripcion del rango de tamafios de efectos
observados y no como una prediccion propiamente dicha del rango en que se

encontraria el tamafio del efecto de un nuevo estudio (IntHout et al. 2016).

Aquellos factores responsables de la heterogeneidad entre estudios reciben el nombre
de variables moderadoras, pues influyen en el tamafio del efecto observado entre
estudios. Asi, la influencia de estas variables puede ser evaluada, cuantificada e
incluso modelada para lo cual se emplean modelos mixtos (Viechtbauer 2010).

2.45  Meta-regresion

La meta-regresion es un conjunto de métodos estadisticos, que incluyen regresion
lineal o no lineal, ponderada o no ponderada, para valorar la heterogeneidad
empleando modelos mixtos, en los que la magnitud del efecto se enfrenta a una o

mas covariables (Thompson y Sharp 1999).

Dentro del contexto de los meta-andlisis realizados empleando modelos mixtos, el

indicador pseudo-R? (pR?) refiere cuanto de la heterogeneidad entre estudios,
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determinada mediante un modelo de efectos aleatorios, es explicada por las variables
moderadoras incluidas en el modelo mixto (Borenstein et al. 2009d).

En el proceso de modelacion mediante meta-regresion, al igual que en el analisis de
regresion clasico, es necesario considerar la existencia de multicolinealidad al
seleccionar las variables para el modelo, pues al existir una relacién cuasi lineal entre
las variables moderadoras implicadas se genera inestabilidad en los estimados de las
pendientes del modelo y el error asociado se incrementa. Asi, si el estimado del
parametro es significativo pero la regresion en su conjunto no lo es, entonces es
altamente aparente la presencia de colinealidad (Kaps y Lamberson 2009). Al
respecto, si el objetivo del modelo es Unicamente predecir respuesta entonces la
existencia de colinealidad no es critica porque cuanto mayor el valor de pR?, mejor la
prediccion; sin embargo, si el objetivo es, ademas, estimar con precision los
parametros de la regresion, entonces la colinealidad si es un problema porque
conlleva a elevados errores estandares en dichos estimados (Gujarati 2003).

Los criterios comunmente empleados para determinar colinealidad son (1) la
correlacion entre las variables (coeficientes < 0.3 se consideran apropiados para el
analisis; Ishihara et al. 2017), (2) el factor de inflacion de la varianza (Variance
Inflation Factor; VIF) (variables con VIF > 10 deben ser excluidas del anélisis;
Ishihara et al. 2017; Kaps y Lamberson 2009; Gujarati 2003; Quinn y Keough 2002),
(3) el valor de tolerancia (Tolerance Value; TV), que es la inversa del VIF (TV <0.1
equivale a VIF = 10 y sugiere fuerte colinealidad; Gujarati 2003), (4) indice de
condicion (Condition Index; CI) (Cl1 >30 indica colinealidad que requiere atencion;
Quinn y Keough 2002), y (5) el eigenvalor (valores z 0.05 indican problemas de
colinealidad; Quinn y Keough 2002).

Asi, cuando se determina la existencia de colinealidad, las posibles opciones son
eliminar variables predictoras, comenzando por aquella cuya relacién con la variable
de respuesta es mas débil (Quinn y Keough 2002) o emplear una variable derivada
que incluya a aquellas que estan correlacionadas. Es importante considerar que, si se
determina que existe colinealidad, entonces la presencia de dicha variable podria no

ser relevante en la construccion del modelo final. Entonces, se debe decidir qué tan
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fuerte es el compromiso con la teoria subyacente a fin de determinar si es
conveniente eliminar tal variable o combinarla en una variable derivada para

mantener su influencia controlando la colinealidad (Greene 2003).

2.4.6  Antecedentes en nutricion avicola

En nutricidn avicola, las técnicas de meta-analisis se han empleado, entre otros, para
estudiar los requerimientos de treonina de los pollos (Barkley y Wallis 2001), para
comparar la eficiencia relativa de la metionina hidroxi-analoga con la DL-metionina
en pollos (Sauer et al. 2008), para estudiar la influencia del uso de fitasas y del nivel
de calcio dietario sobre utilizacion del fosforo de la dieta en pollos (Le tourneau-
Montminy et al. 2010) y del acido linoleico conjugado sobre el perfil de &acidos
grasos en la carne de pollos (Cho et al. 2013), para determinar el efecto de la
suplementacion de fitasas sobre la retencion de fosforo en pollos y gallinas
(Bougouin et al. 2014), y del desafio bacteriano sobre el consumo de alimento y
comportamiento productivo (Remus et al. 2014), para generalizar conclusiones
respecto a la eficacia de aditivos al alimento (Weber et al. 2012), para determinar el
efecto de la suplementacion de glutamina (Quisirumbai-Gaibor et al. 2019) y para
determinar el efecto del acido citrico asociado al uso de fitasas sobre la
mineralizacion 6sea (Vieira et al. 2017).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

31 EVALUACION 1: META-ANALISIS DEL USO DE UN ADITIVO
FITOGENICO AL ALIMENTO EN POLLOS DE ENGORDE

3.1.1 Origen de la data

La data empleada en el presente analisis (Anexos 1y 2) corresponde a los resultados
observados en nueve experimentos (EX1 a EX9) realizados por la empresa LIAN
Desarrollo y Servicio S.A.C. empleando un producto fitogénico comercial codificado
como PHE780, disefiado para ser administrado en el alimento balanceado y contener
aceites esenciales de plantas aromaticas en cantidad suficiente para aportar, entre
otros, no menos de 45 g de carvacrol por kg de producto.

3.1.2 Experimentos

Nueve experimentos independientes (Cuadro 1) fueron realizados con pollos de
engorde machos de la linea genética Cobb 500, de 1 a 42 dias, alimentados con dietas
maiz-soya, peletizadas y formuladas de acuerdo con los requerimientos nutricionales
de la linea genética (Cobb-Vantress 2015).

En todos los experimentos se empleo los siguientes tratamientos:
e T1:. dieta control no suplementada con el producto.
e T2: dietadel T1 suplementada con 0.05% del producto de 1 a 42 dias.



Cuadro 1: Caracteristicas de nueve experimentos realizados para determinar el efecto de un aditivo fitogénico sobre el

comportamiento productivo de pollos de engorde

Experimentos

criterio EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX6 EX7 EX8 EX9
Motivo del Decision de | Decision de | Documentar | Decision de | Proyecto de | Documentar | Decision de | Decision de | Decision de
experimento compra compra resultados compra | investigacion | resultados compra compra compra
Variable Conversién | Conversion | Conversion | Conversion | Conversion | Conversion | Conversion | Conversion | Conversion
prioritaria alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria | alimentaria

Linea genética | Cobb 500 | Cobb 500 | Cobb500 | Cobb 500 Cobb 500 Cobb 500 | Cobb 500 | Cobb 500 | Cobb 500

Sexo Machos Machos Machos Machos Machos Machos Machos Machos Machos
Tratamientos 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Repeticiones 3 5 4 3 6 4 2 3 2
U.E! Galpon Corral Galpon Galpon Jaula Galpon Galpon Galpon Galpon
Aves por U.E.! 14,000 40 17,000 12,000 8 15,000 17,000 16,000 11,500
Aves, total 84,000 400 136,000 72,000 96 120,000 68,000 96,000 46,000

1 Unidad experimental.



Seis de los nueve experimentos se realizaron como parte de procesos de toma de
decisiones de compra en empresas avicolas productoras (cinco en granjas
comerciales y una en granja experimental con corrales en piso), dos para documentar
resultados en condiciones de campo y una como parte de un proyecto de
investigacion en jaulas experimentales (Cuadro 1). En todos los casos, los
tratamientos se asignaron a las unidades experimentales al azar (Disefio Completo al
Azar) y se evalud el peso final, consumo de alimento, conversion alimentaria,
mortalidad y eficiencia: indice de eficiencia productiva = [peso corporal (kg) X

supervivencia (%) x 100] =+ [ conversidn alimentaria X edad].
3.1.3  Andlisis de datos

El andlisis de datos se llevd a cabo en dos etapas: primero, se analizo los resultados

de cada experimento de forma independiente y luego se realiz6 los meta-analisis.
3.1.3.1 Analisis independientes por experimento

La distribucién normal de los datos se determind mediante la prueba de Shapiro-
Wilk (Adler 2010) y la presencia de valores andmalos mediante la prueba de Grubbs
(Grubbs 1969). La data fue analizada empleando un Disefio Completo al Azar y se
realizo el analisis de varianza. Las variables con distribucion no normal fueron

analizadas empleando la prueba de Kruskal-Wallis (McDonald 2009).

El modelo aditivo lineal empleado fue el siguiente:
Vii=pu+1+e;; i=1,..t; j=1,..r

siendo que &;;~N (u, 0*) y de forma independiente, donde:

Y;; esel valor observado en el i-ésimo tratamiento, j-ésima repeticion.

u es el efecto de la media general.

T; esel efecto del i-ésimo tratamiento.

es el efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima
repeticion.

t esel nimero de tratamientos.
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es el niamero de repeticiones para el i-ésimo tratamiento.

N denota la distribucion normal de la desviacion aleatoria entre
repeticiones.

o2 es la varianza entre los errores experimentales entre las diferentes

unidades experimentales.

3.1.3.2 Meta-andlisis

Se realiz6 un meta-analisis independiente por variable de respuesta y se determind el
tamario del efecto global, su intervalo de confianza al 95% y su probabilidad con la
prueba de Wald (van den Noortgate y Onghena 2003; Higgins y Thompson 2004), y
la existencia de heterogeneidad empleando un modelo de efectos aleatorios mediante
la prueba de Cochran (Hedges y Olkin 1985) (estadistico Q) y su correspondiente
probabilidad con la prueba de chi-cuadrado (Bougouin et al. 2014). Asi, la

heterogeneidad se determind con el siguiente modelo (Viechtbauer 2010):
Yi=Wn+u; +e; i=1,..k

siendo que u; ~ N(0,72) y e; ~ N(0,v;) y ambos de forma independiente, donde:
y; es el valor observado del tamafio del efecto en el i-ésimo estudio y, ademas,
y; =06;+e;; donde:
0; es el verdadero efecto (desconocido) en el i-ésimo estudio.
e; es el error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
u; desviacion inter-experimental, respecto al tamafio del efecto global, en el i-
ésimo estudio.
e; esel error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
es el numero de estudios o estimados independientes del tamafio del efecto.
denota la distribucion normal que tienen la desviacion aleatoria inter-
experimental () y el error de muestreo intra-experimental (e).
72 indica la heterogeneidad (variabilidad existente entre los verdaderos efectos).
v; es la varianza de muestreo conocida (aproximadamente) del estimado del

tamario del efecto en el i-ésimo estudio.
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Para ajustar el modelo se emple6 el método de Minimos Cuadrados Ponderados
(Viechtbauer 2010) que implica que el modelo ajustado provee un estimado de

5 _ Iwib; .
0, = Swr donde:

6,, es el verdadero tamafio del efecto promedio ponderado.

w; es el peso empleado como factor de ponderacion.

6; es el verdadero tamafio del efecto en el i-ésimo estudio.

es decir que 6,, es el promedio ponderado de los verdaderos efectos (6;) en el
conjunto de k estudios, con pesos iguales a la inversa de las correspondientes

varianzas (w; = 1/v;). En adelante, el tamafio del efecto global se referira como Te.

Por otro lado, se evalu6 la bondad de ajuste de los residuos de cada modelo a la
distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk (normal: P > 0.05) (Adler
2010) y en aquellos casos en que los residuos no presentaron una distribucion
normal, la data se analizd6 nuevamente para determinar la probabilidad asociada al
tamafio del efecto global, pero esta vez aplicando una prueba de permutacion

(Follmann y Proschan 1999; Higgins y Thompson 2004) con 10,000 iteraciones.

Finalmente, la presencia de sesgo en la data de cada variable de respuesta se evalud
con el gréafico de embudo (Viechtbauer 2010), que ilustra la distribucion de la data
por tamafios de los efectos y precision de cada estudio (Sterne y Egger 2001,
Zwetsloot et al. 2017), y la prueba de regresion de Egger para determinar su
asimetria y, en consecuencia, la presencia de sesgo (Egger et al. 1997). Luego, se
realizd el analisis de Corte y Relleno para estimar los valores de los tamafios de los
efectos que compensaran desbalances en la distribucion y, de ser asi, se determiné su
magnitud e influencia sobre el tamafio del efecto global (Duval 2005). Asi, cada
variable eventualmente conto con dos series de tamafios de efectos:

dO: conjunto de tamafios de los efectos, a partir de los experimentos realizados.

dA: conjunto de tamafios de los efectos que incluyd, ademas, los valores

estimados mediante la prueba de Corte y Relleno.

Luego, se considerd relevante el sesgo si la prueba de Egger fue significativa (P <
0.05) y si los ICos% de los tamarios de los efectos globales calculados con la data

ajustada (dA) y con la data original (dO) no estuvieron superpuestos.

23



3.1.3.3 Programasy recursos informaticos empleados

La prueba de Grubbs para valores anémalos se llevd a cabo con el programa
GraphPad Prism 7 (Motulski 2007) y el analisis de varianza y la prueba de Kruskal-
Wallis con los procedimientos GLM y NPARIWAY con restriccion Wilcoxon
(McDonald 2009), respectivamente, del programa SAS 9.4 (SAS Institute Inc. 2017).

Los meta-analisis se realizaron procesando la data con diversos paquetes en lenguaje
de programacion R version 3.5.2 (R Core Team 2018) con RStudio 1.1.456 como
interfase (RStudio Team 2016). Para la prueba de bondad de ajuste a la distribucion
normal se empled el paquete stats mediante la funcién shapiro.test (Adler 2010).
Para las rutinas de meta-analisis se emple6 el paguete Metafor 2.0-0 mediante las
funciones escalc para el célculo de los tamafios de los efectos, rma para el ajuste de
los modelos lineales, permutest para la prueba de permutacion, forest y funnel para
generar graficos de bosque y embudo, respectivamente, y regtest y trimfill para la
prueba de regresion de Egger para la asimetria del grafico de embudo y para el
correspondiente analisis de Corte y Relleno, respectivamente (Viechtbauer 2010,
2017). Asimismo, readxl 1.3.0 (Wickham y Bryan 2019) y dplyr 0.7.6 (Wickham et
al. 2018) para el acceso y manipulacién de la data, respectivamente; y abind 1.4-5

para el manejo de matrices y vectores (Plate y Heiberger 2016).

32 EVALUACION 2: META-ANALISIS DE ESTUDIOS SOBRE EL USO
DE FITASAS E HISTOMORFOMETRIA INTESTINAL EN POLLOS
DE ENGORDE

3.2.1 Meta-analisis realizados
Se realiz6 nueve meta-analisis (Cuadro 2) para estudiar el efecto de la reduccién en
el nivel de fosforo disponible en la dieta y de las fitasas comerciales (EC 3.1.3.8 y

EC 3.1.3.26) (Singh 2008), considerando o no su matriz nutricional, sobre la altura

de la vellosidad intestinal, la profundidad de la cripta, y sobre la relacion entre ellas.
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Cuadro 2: Meta-analisis realizados para estudiar el efecto de las fitasas sobre

las caracteristicas histologicas del intestino de pollos

Meta- Factor en estudio? _
analisis N° (tratamientos comparados 2) Variable de respuesta

1 Efecto de la reduccion del nivel Altura de la vellosidad (aVE)
2 dietario de fésforo disponible Profundidad de cripta (pCR)

3 (T2vs T1) Relacion entre ambos (RVC)
4 Efecto de la adicion de la fitasa aVE

5 considerando su matriz nutricional de | pCR

6 P (“fitasa matrizada”) (T4 vs T1) RVC

7 Efecto de la adicion de la fitasa sin aVE

8 considerar su matriz nutricional pCR

9 (“fitasa on top”) (T3 vs T1) RVC

1 “Fitasa matrizada” indica que la fitasa fue incluida en la dieta asignandole un valor nutricional
(matriz nutricional) en el proceso de formulacion (equivalente al incremento en disponibilidad de
nutrientes producto de su accion en el tracto gastro intestinal), mientras que “fitasa on top”
indica que fue incluida en la dieta sin considerar valor nutricional alguno.

2 Tratamientos comparados: T1, dieta con el contenido de fésforo disponible recomendado y sin
fitasa; T2, dieta con un menor contenido de fdsforo disponible, equivalente al incremento en
fosforo disponible que se espera producto de la accién de la fitasa, pero sin la inclusion de esta;
T3, dieta del T1, pero con fitasa (uso “on top”); T4, dieta del T2, pero con fitasa (uso
“matrizado”).




3.2.2  Origen y organizacion de la data

La data para los meta-anélisis se obtuvo mediante blsquedas de articulos cientificos
y trabajos de tesis de maestria y doctorado en bases de datos (Web of Science,
Scopus, Microsoft Academic, Science Direct, PubMed, Academia y Google
Académico) con criterios que combinaron palabras clave en inglés (“phytase”,
“villus”, “villa”, “crypt”, “histology”, "villus height”, “broiler”, “chicken”), en
espanol (“fitasa”, “vellosidad”, “cripta”, “histologia”, “pollo”) o en portugués
(“fitase”, “vilosidade ”, “cripta”, “histologia”, “frango”) y se emple6 aquellos que
cumplieron los siguientes criterios de inclusion:

- Estar publicado en una revista cientifica indexada y revisada por pares o
tratarse de una tesis de maestria o doctorado.

- Presentar resultados de un experimento y no de un estudio observacional
(Ramsey y Schafer 2013), meta-analisis o articulo de revision.

- Haber empleado pollos de engorde como material de estudio.

- Presentar resultados obtenidos de la altura de la vellosidad (aVE), de la
profundidad de la cripta (pCR) o de la relacién entre ambas (relacion
vellosidad/cripta; RVC) en cualquiera de las tres secciones intestinales
(duodeno, yeyuno e ileon).

Presentar, para las variables de respuesta, el valor promedio observado en cada
tratamiento, el nimero de repeticiones empleadas y un valor de variabilidad aplicable
a cada tratamiento (error estandar de la media, desviacion estandar o coeficiente de
variabilidad).

Se elabor6 una base de datos en una hoja de célculo donde cada fila fue un registro
independiente e incluy0 la data correspondiente a cada comparacion de dos
tratamientos de un mismo experimento en una misma edad con informacion util para
cualquiera de los meta-analisis indicados en el Cuadro 2. Cada registro incluyo:

- Datos de identificacion del experimento (autores, afo, revista).

- Identificacion y descripcion de los tratamientos comparados y del meta-

analisis para el cual fue Gtil la data registrada.
- Valores reportados para cada variable de respuesta en los tratamientos que

conformaron la comparacién, nimero de repeticiones empleadas y valores de
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variabilidad. A partir de los indicadores de variabilidad se calcul6 los valores
de desviacion estandar aplicables a cada tratamiento que conformé cada
comparacion. Para ello se consider6 que SEM = SD/~+/n, donde SEM es el
error estandar de la media, SD la desviacion estandar y n el ndimero de
repeticiones (Barde y Barde 2012).

- Condiciones que pudieron influir en la respuesta a los tratamientos en las
variables en estudio para ser evaluadas como posibles variables moderadoras:
edad de las aves (d), dosis de fitasa (FTU/kg), magnitud de la reduccién en el
contenido de fosforo disponible (puntos %), contenidos de calcio (%) y
fésforo disponible (%) y su relacion en la dieta control (aquella sin reduccion
en el contenido de fosforo y/o sin inclusion de fitasa) y seccion intestinal.

- Numero total de aves empleadas en la evaluacidon histoldgica.

3.2.3  Andlisis de la data

3.2.3.1 Determinacion de los tamafios de los efectos globales

Se realiz6 un meta-anélisis independiente por variable de respuesta para determinar
el tamafo del efecto global (TE), su intervalo de confianza al 95% y su probabilidad
con la prueba de Wald (van den Noortgate y Onghena 2003; Higgins y Thompson
2004); asi como la existencia de heterogeneidad empleando un modelo de efectos
aleatorios mediante la prueba de Cochran (Hedges y Olkin 1985) (estadistico Q) y su
probabilidad con la prueba chi-cuadrado (Bougouin et al. 2014). La heterogeneidad

se determind con el siguiente modelo aditivo lineal (Viechtbauer 2010):
Yi=un+u; +e; i=1,..k

siendo que u; ~ N(0,72) y e; ~ N(0,v;) y ambos de forma independiente, donde:
y; es el valor observado del tamafio del efecto en el i-ésimo estudio y, ademas,
y; =6;+e;; donde:
0; es el verdadero efecto (desconocido) en el i-ésimo estudio.
e; eselerror de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
u; desviacion inter-experimental, respecto al tamafio del efecto global, en el i-

ésimo estudio.
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e; es el error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
es el nimero de estudios o estimados independientes del tamafio del efecto.

N denota la distribucion normal que tienen la desviacion aleatoria inter-
experimental (u) y el error de muestreo intra-experimental (e).

72 indica la heterogeneidad (variabilidad existente entre los verdaderos efectos).

v; es la variaza de muestreo conocida (aproximadamente) del estimado del tamafio

del efecto en el i-ésimo estudio.

Para ajustar el modelo se empled el método de Minimos Cuadrados Ponderados
(Viechtbauer 2010) que implica que el modelo ajustado provee un estimado de

a =ZWi9i _
Yoo Xw

donde:

6,, es el verdadero tamafio del efecto promedio ponderado.

w; es el peso empleado como factor de ponderacion.

0; es el verdadero tamafio del efecto en el i-ésimo estudio.

es decir que 6,, es el promedio ponderado de los verdaderos efectos (6;) en el
conjunto de k estudios, con pesos iguales a la inversa de las correspondientes

varianzas (w; = 1/v;). En adelante, el tamafio del efecto global se referird como TEe.

Por otro lado, se evalud la bondad de ajuste de los residuos de cada modelo a la
distribucion normal (normal: P > 0.05) (Adler 2010) y en aquellos casos en que los
residuos no presentaron una distribucién normal, la data se analizd nuevamente para
determinar la probabilidad asociada al tamafo del efecto global, pero esta vez
aplicando una prueba de permutacion (Follmann y Proschan 1999; Higgins y
Thompson 2004) con 10,000 iteraciones (Viechtbauer 2010).

Finalmente, la presencia de sesgo en la data de cada variable de respuesta se evalud
generando el gréafico de embudo (Viechtbauer 2010), que ilustra la distribucion de la
data por tamarfios de los efectos y precision de cada estudio (Sterne y Egger 2001,
Zwetsloot et al. 2017), y se aplico la prueba de regresion de Egger para determinar su

asimetria y, en consecuencia, la presencia de sesgo (Egger et al. 1997). Luego, se
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realiz6 el andlisis de Corte y Relleno para estimar los valores que compensaran
desbalances en la distribucion y, de ser asi, se determind su magnitud e influencia
sobre el tamafo del efecto global (Duval 2005). Asi, cada variable eventualmente
contod con dos series de tamarfios de efectos:
dO: conjunto de tamarios de los efectos obtenido a partir de la data recopilada.
dA: conjunto de tamafios de los efectos que incluyd, ademas, los valores
estimados mediante la prueba de Corte y Relleno.
Luego, se considerd relevante el sesgo si la prueba de Egger fue significativa (P <
0.05) y si los ICos% de los tamarios de los efectos globales calculados con la data

ajustada (dA) y con la data original (dO) no estuvieron superpuestos.

3.2.3.2 Evaluacién de variables moderadoras

En cada meta-analisis se evalud la influencia de las siguientes variables: magnitud
(puntos %) de la reduccion en el contenido de fdsforo disponible (PD), dosis
(FTU/kg) de fitasa, contenido (%) de calcio (Ca) y PD y su relacion (Ca/PD) en la
dieta control, edad (d) y seccion intestinal. Asimismo, se evalud si los tamafios de los
efectos estaban asociados al numero de repeticiones empleadas y al nimero total de

aves muestreadas en la comparacion (ambos tratamientos).

En todos los casos se empled el siguiente modelo aditivo lineal de efectos mixtos
(Viechtbauer 2010, 2017):
Vi = Bo + B1Xiy + BaXiz + . + PpXip +u; + € ; i=1,.k j=1.p
siendo que u; ~ N(0,72) y e; ~ N(0,v;) y ambos de forma independiente, donde:
y; es el valor observado del tamafio del efecto en el i-ésimo estudio y, ademas,
y; = 6; + e; ; donde:
8; es el verdadero efecto (desconocido) en el i-ésimo estudio.
e; eselerror de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
Bo es el intercepto.
B; es la pendiente de la recta correspondiente a la j-ésima variable moderadora
cuando el valor de todas las demas es cero y denota el cambio en el tamafio del
efecto promedio cuando x;; se incrementa en una unidad.

x;; es el valor de la j-ésima variable moderadora en el i-ésimo estudio.
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u; es la desviacion aleatoria inter-experimental, respecto al tamafio del efecto
global, en el i-ésimo estudio.

e; es el error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.

k esel namero de estudios o estimados independientes del tamafio del efecto.

p  esel nimero de variables moderadoras.

N denota la distribucion normal que tienen la desviacion aleatoria inter-
experimental (u) y el error de muestreo intra-experimental (e).

72 indica la heterogeneidad residual no explicada por las variables moderadoras.

v; es la varianza de muestreo conocida (aproximadamente) del estimado del
tamanio del efecto en el i-ésimo estudio.

Siendo ajustado con el método Minimos Cuadrados Ponderados (Viechtbauer 2010).

Asimismo, el estadistico pseudo-R? (pR?) (Borenstein et al. 2009c; Raudenbush
2009), o poder predictivo del modelo (Lopez-Lopez et al. 2014) definido como el
porcentaje de la heterogeneidad total explicable por las variables moderadoras

incluidas en el modelo, fue determinado empleando la siguiente formula:

donde:
2z,  esla heterogeneidad total estimada mediante el modelo de efectos aleatorios.

2y es la heterogeneidad residual estimada mediante el modelo de meta-regresion.

Para ello, los valores e indicadores de heterogeneidad se obtuvieron con los métodos
referidos en el acépite “Determinacion de los tamafios de los efectos globales” en la
seccion Materiales y Métodos de esta evaluacion. De igual forma, se evalud la
bondad de ajuste de los residuos de cada modelo mixto a la distribucién normal
(normal: P > 0.05) (Adler 2010) y en aquellos casos en que los residuos no
presentaron una distribucién normal, la data se analiz6 nuevamente para determinar
la probabilidad asociada al tamafio del efecto global, pero esta vez aplicando una
prueba de permutacion (Follmann y Proschan 1999; Higgins y Thompson 2004) con
10,000 iteraciones (Viechtbauer 2010).
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3.2.4  Programasy recursos informaticos empleados

La data se proceso usando diversos paquetes en lenguaje de programacion R version
3.5.2 (R Core Team 2018) y RStudio 1.1.456 como interfase (RStudio Team 2016).
Para la prueba de distribucion normal se uso la funcion shapiro.test del paquete stats
(Adler 2010). Para los meta-analisis se empleo el paquete Metafor 2.0-0 mediante las
funciones escalc para el calculo de tamarfios de efectos, rma para el ajuste de modelos
lineales, permutest para la prueba de permutacion y regtest y trimfill para la prueba
de regresion de Egger para la evaluacion de la asimetria de la data y para el
correspondiente analisis de Corte y Relleno, respectivamente (Viechtbauer 2010,
2017). Asimismo, readxl 1.3.0 (Wickham y Bryan 2019) y dplyr 0.7.6 (Wickham et
al. 2018) para el acceso y manipulacién de la data, respectivamente; y abind 1.4-5

para el manejo de matrices y vectores (Plate y Heiberger 2016).

33 EVALUACION 3: RELACIONES CUANTITATIVAS ENTRE
HISTOLOGIA INTESTINAL, ENERGIA METABOLIZABLE
APARENTE Y COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE POLLOS
DE ENGORDE

3.3.1 Estrategia general

En la presente evaluacion se desarroll6 una nueva técnica de meta-andlisis,
consistente en establecer la relacion entre dos variables, pero empleando como data
disponible los tamarios de los efectos de las diferencias de medias, provenientes de
experimentos donde los factores en evaluacion fueron diversos (Martinez et al.
2019b). Ello, con el objetivo de generar inferencias con mayor alcance y

conclusiones no limitadas a un unico factor en estudio (Ramsey y Schafer 2013).

3.3.2  Origen y organizacion de la data

Para obtener la data necesaria se realiz6 busquedas de articulos cientificos en bases
de datos (Web of Science, Scopus, Microsoft Academic, Science Direct, PubMed,
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Academia, ResearchGate y Google Académico) con criterios que combinaron
palabras clave en inglés (“villus”, “villa”, “crypt”, “histology”, "villus height",
“metabolizability ”, “apparent metabolizable energy”, “digestibility 7, “utilization”,
“retention”, "feed efficiency”, “weight”, “broiler”, “chicken”), en espafiol
(“vellosidad ”, “cripta”, “histologia”, “digestibilidad”, “utilizacion”, “retencion”,
“eficiencia alimentaria”, “eficiencia alimenticia”, “conversion”, “pollo”) o en
portugués (“vilosidade”, “cripta”, “histologia”, “digestibilidade”, “utilizacdo”,
“retencdo ”, "energia metabolizavel”, "eficiéncia alimentar", “conversdao”, “peso”,
“frango”) y se empleo6 aquellos que cumplieron los siguientes criterios de inclusion:

- Estar publicado en una revista cientifica indexada y revisada por pares.

- Presentar resultados de un experimento y no de un estudio observacional
(Ramsey y Schafer 2013), meta-analisis o articulo de revision.

- Haber empleado pollos de engorde como material de estudio.

- Presentar resultados obtenidos de aVE y pCR tanto en el duodeno (DU),
como en el yeyuno (YE) y el ileon (IL); asi como del valor de la energia
metabolizable aparente del alimento determinado experimentalmente (EMA),
de la ganancia de peso corporal (GPC) y de la conversion alimentaria (CAL),
todos estos obtenidos en un mismo experimento.

- Presentar, para cada variable de respuesta, el valor promedio observado en
cada tratamiento, el numero de repeticiones empleadas y un valor de
variabilidad aplicable a cada tratamiento (error estandar de la media,
desviacion estandar o coeficiente de variabilidad).

- No incluir la aplicacion de un factor especifico que pudiera afectar la salud
intestinal y que este efecto sea previsible por su naturaleza bioldgica o
quimica, como inbéculos de bacterias patdgenas o micotoxinas. Estan
exceptuados de esta condicion aquellos casos en que se trate de un factor de
desafio aplicado al grupo control y en que mediante los tratamientos se
evallen posibles estrategias de mitigacion de dafios. Un ejemplo de esta
excepcion es la administracion de un inoculo de Clostridium perfringens a un
grupo control positivo no tratado, pero también a los tratamientos que

incluyen la administracion de un aditivo para el control de dicho patdgeno).
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Se elabor6 una base de datos en una hoja de célculo donde cada fila constituy6 un
conjunto de datos independiente e incluyé toda la data correspondiente a una
comparacion de dos tratamientos de un mismo experimento en una misma edad. Asi,
de un mismo experimento se obtuvo tantos conjuntos de datos como comparaciones
no redundantes entre tratamientos se observo; es decir, (n — 1) X d comparaciones,
donde n es el nimero de tratamientos y d el nimero de periodos de evaluacién. Cada
registro incluyo:

- Datos de identificacion del experimento (autores, afio, revista).

- Identificacion y descripcion de los tratamientos comparados.

- Valores reportados para cada variable de respuesta en los tratamientos que
conformaron la comparacién, nimero de repeticiones empleadas y valores de
variabilidad. Si el articulo no reportd los valores observados de la relacion
entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta, estos fueron
calculados a partir de ambas variables. Asimismo, a partir de los indicadores
de variabilidad se calcul6 los valores de desviacién estdndar aplicables a cada
tratamiento que conformé cada comparacion. Para ello se consideré que
SEM = SD/+/n, donde SEMes el error estandar de la media, SD la
desviacion estandar y n el nimero de repeticiones (Barde y Barde 2012).

- Condiciones que pudieron influir en la respuesta a los tratamientos en

histologia intestinal, energia metabolizable y comportamiento productivo.

3.3.3  Proceso de analisis de la data

3.3.3.1 Comprobacion de la validez de la data mediante meta-

andlisis

Para el analisis se empled las estrategias y variables indicadas en los Cuadros 3y 4,
respectivamente, y la idoneidad de la data, necesaria para el desarrollo de los
modelos, se evalué considerando como indicadores favorables la existencia de
heterogeneidad (prueba Q de Cochran; P < 0.01) (Hedges y Olkin 1985) y la
ausencia de sesgos (P > 0.05) con la prueba de Egger (Egger et al. 1997). Asi, la
heterogeneidad para cada variable de respuesta se determind empleando el siguiente
modelo aditivo lineal de efectos aleatorios (Viechtbauer 2010):
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Cuadro 3: Estrategias empleadas para determinar las relaciones entre histologia intestinal, energia metabolizable aparente y

comportamiento productivo de pollos de engorde

Objetivo

Estrategia para el analisis de datos

Variable de respuesta

Variables moderadoras

Determinar como se relacionan los cambios en las

caracteristicas histolégicas del intestino con los

cambios en el valor observado de energia

metabolizable del alimento.

Tamafio del efecto (kcal/kg) en
el valor observado de energia
metabolizable aparente del

alimento.

Cambios (%) en cada una de las

caracteristicas histoldgicas del intestino L.

Determinar como se relacionan los cambios en las
caracteristicas histologicas del intestino y en el valor
observado de energia metabolizable del alimento con

los cambios en la ganancia de peso corporal.

Tamafio del efecto (g/d) en la

ganancia de peso corporal.

Cambios (%) en cada una de las
caracteristicas histolégicas del intestino L.
Cambio (%) en el valor observado de energia

metabolizable aparente del alimento.

Determinar como se relacionan los cambios en las
caracteristicas histoldgicas del intestino, en el valor
observado de energia metabolizable del alimento y en
la ganancia de peso corporal con la conversion

alimentaria.

Tamafio del efecto (g/g) en la

conversion alimentaria.

Cambios (%) en cada una de las
caracteristicas histolégicas del intestino *.
Cambio (%) en el valor observado de energia
metabolizable aparente del alimento.

Cambio (%) en la ganancia de peso corporal.

1 Incluye un conjunto de 12 variables histoldgicas: altura de la vellosidad intestinal, profundidad de la cripta y la relacién entre ambas, cada una de ellas medida en el
duodeno, yeyuno e ileon y un valor promedio de las tres secciones intestinales.




Cuadro 4: Variables empleadas para determinar las relaciones entre histologia intestinal, energia metabolizable aparente y

comportamiento productivo de pollos de engorde

Como variable moderadora

Como variable de respuesta

Aspecto ; . X .
Nombre de la variable Simbolo Nombre de la variable Simbolo
Cambio (%) en la altura de la vellosidad en el duodeno | AaVEpbu - -
) Cambio (%) en la altura de la vellosidad en el yeyuno | AaVEve - -
Altura de la vellosidad - - -
Cambio (%) en la altura de la vellosidad en el ileon AaVEwL - -
Cambio (%) en la altura promedio de la vellosidad AaVEerr - -
Cambio (%) en la profundidad de la cripta en duodeno | ApCRpu - -
) ) Cambio (%) en la profundidad de la cripta en yeyuno ApCRye - -
Profundidad de la cripta - - - -
Cambio (%) en la profundidad de la cripta en ileon ApCRIL - -
Cambio (%) en la profundidad promedio de la cripta ApCRpr - -
Cambio (%) en la relacion vellosidad-cripta en duodeno | ARVCbu - -
Relacion entre la altura | cambio (%) en la relacion vellosidad-cripta en yeyuno | ARVCye - -
de la vellosidad y la - — - - ~
profundidad de la cripta | Cambio (%) en la relacion vellosidad-cripta en el ileon | ARVCi. - -
Cambio (%) en la relacion promedio vellosidad-cripta | ARVCpr - -
Energia metabolizable |Cambio (%) en EMA AEMA |Tamario del efecto (kcal/kg) en EMA | TEEMA
Ganancia de peso Cambio (%) en GPC AGPC |Tamaiio del efecto (g/d) en GPC TeGPC
Conversion alimentaria - - Tamarno del efecto (g/g) en CAL TeCAL




yi=u+ui+ei; l=1,k
siendo que u; ~ N(0,72) y e; ~ N(0,v;) y ambos de forma independiente, donde:

y; es el valor observado del tamafio del efecto en el i-ésimo estudio y, ademas,
y; =0;+e;; donde:
0; es el verdadero efecto (desconocido) en el i-ésimo estudio.
e; eselerror de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
u; desviacion inter-experimental, respecto al tamafio del efecto global, en el i-
ésimo estudio.
e; eselerror de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
es el nimero de estudios o estimados independientes del tamarfio del efecto.
denota la distribucion normal que tienen la desviacion aleatoria inter-
experimental (u) y el error de muestreo intra-experimental (e).
72 indica la heterogeneidad (variabilidad existente entre los verdaderos efectos).
v; es la variaza de muestreo conocida (aproximadamente) del estimado del tamafio

del efecto en el i-ésimo estudio.

Para ajustar el modelo se empled el método de Minimos Cuadrados Ponderados

(Viechtbauer 2010) que implica que el modelo ajustado provee un estimado de

g _Xwibi
v xw;

donde:

6,, es el verdadero tamafio del efecto promedio ponderado.

w; es el peso empleado como factor de ponderacion.

6; es el verdadero tamafio del efecto en el i-ésimo estudio.

es decir que 6,, es el promedio ponderado de los verdaderos efectos (6;) en el
conjunto de k estudios, con pesos iguales a la inversa de las correspondientes

varianzas (w; = 1/v;). En adelante, el tamafio del efecto global se referira como Te.

Luego, la heterogeneidad (t?) fue estimada con el método de Maxima Verosimilitud
Restringida (Restricted Maximum Likelihood, REML) (LOpez-Lopez et al. 2014,

Veroniki et al. 2016), su intervalo de confianza y los de sus indicadores (1 y H?)

36



utilizando el método Perfil-Q (Viechtbauer 2007) y los niveles de significancia
estadistica de la heterogeneidad con pruebas chi-cuadrado (Bougouin et al. 2014). En
los correspondientes diagramas de bosque se presenta el tamafio del efecto global
(centro del rombo) y sus intervalos de confianza (ICgs0; ancho del rombo) y de

prediccion (IPgse; linea horizontal que atraviesa el rombo), ambos al 95%.

Por otro lado, la presencia de sesgo se evalud generando el grafico de embudo
(Viechtbauer 2010), que ilustra la distribucién de la data por tamafios de los efectos y
precision de cada estudio (Sterne y Egger 2001, Zwetsloot et al. 2017), y se aplicé la
prueba de regresion de Egger para determinar su asimetria y, en consecuencia, sesgo
positivo (Egger et al. 1997). Luego, se realizo el analisis de Corte y Relleno para
estimar los valores que compensaran desbalances en la distribucién y, de ser asi, se
determind su magnitud e influencia sobre el tamafio del efecto global (Duval 2005).
Entonces, cada variable eventualmente cont6 con dos series de tamafios de efectos:
dO: conjunto de tamarios de los efectos obtenidos a partir de la data recopilada.
dA: conjunto de tamafios de los efectos que incluy6, ademas, los valores
estimados mediante la prueba de Corte y Relleno.
Finalmente, se considerd relevante el sesgo si la prueba de Egger fue significativa (P
< 0.05) y si los 1Ces% de los tamafios de los efectos globales calculados con la data

ajustada (dA) y con la data original (dO) no estuvieron superpuestos.

La distribucion normal de los residuos de los modelos aleatorios se evalud con la
prueba de Shapiro-Wilk (distribucion normal si P > 0.05) (Adler 2010), el grafico de
cuantiles normales (Mangiafico 2015, p. 216-228) y el histograma de distribucion.

Una vez que se comprobd heterogeneidad significativa (P < 0.01) en los tamafios de
los efectos globales de cada variable de respuesta y ausencia de sesgos (P > 0.05),

entonces la data se considero apropiada para el analisis mediante meta-regresion.

3.3.3.2 Analisis general mediante meta-regresion

El proceso general de modelacion se llevé a cabo aplicando una adaptacion del
proceso realizado por (Bougouin et al. 2014), tal como se indica a continuacion.
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Se empleo, para todos los casos, el siguiente modelo aditivo lineal de efectos mixtos
(Viechtbauer 2010, 2017):

Vi =Bo + P1xiy + BaXiz + ...+ Bpxip +up +e;

Il
=
=
~.

Il
=
=

siendo que u; ~ N(0,72) y e; ~ N(0,v;) y ambos de forma independiente, donde:

y; es el valor observado del tamafio del efecto en el i-ésimo estudio y, ademas,
y; = 0; + e; ; donde:
0; es el verdadero efecto (desconocido) en el i-ésimo estudio.
e; es el error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.
Bo es el intercepto.
B; es la pendiente de la recta correspondiente a la j-ésima variable moderadora
cuando el valor de todas las demas es cero y denota el cambio en el tamafio del

efecto promedio cuando x;; se incrementa en una unidad.

x;; es el valor de la j-ésima variable moderadora en el i-ésimo estudio.

u; es la desviacion aleatoria inter-experimental, respecto al tamafio del efecto

global, en el i-ésimo estudio.

e; es el error de muestreo intra-experimental en el i-ésimo estudio.

k  es el nimero de estudios o estimados independientes del tamafio del efecto.

p es el nimero de variables moderadoras.

N denota la distribucion normal que tienen la desviacion aleatoria inter-

experimental (u) y el error de muestreo intra-experimental (e).

72 indica la heterogeneidad residual no explicada por las variables moderadoras.

v; es la varianza de muestreo conocida (aproximadamente) del estimado del
tamanio del efecto en el i-ésimo estudio.

Siendo ajustado con el método Minimos Cuadrados Ponderados (Viechtbauer 2010).
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Asimismo, el estadistico pseudo-R? (pR?) (Borenstein et al. 2009c; Raudenbush
2009), o poder predictivo del modelo (Lépez-Lopez et al. 2014) definido como el
porcentaje de la heterogeneidad total explicable por las variables moderadoras

incluidas en el modelo, fue determinado empleando la siguiente formula:

donde:
2., es la heterogeneidad total estimada mediante el modelo de efectos aleatorios.

25y es la heterogeneidad residual estimada mediante el modelo de meta-regresion.

Los valores e indicadores de heterogeneidad se obtuvieron con los métodos referidos
en el acapite “Comprobacion de la validez de la data mediante meta-analisis” en la

seccion Materiales y Métodos.

De esta forma, se construyd tantos modelos de efectos mixtos como variables
explicatorias individuales se considerd pertinente, de forma tal que cada modelo

contase con una Unica variable explicatoria diferente.

Posteriormente, se selecciono aquellas variables que mostraron efectos significativos
(P < 0.10) al ser contempladas individualmente (Hox 2010b; Bougouin et al. 2014) y
luego se ajustd modelos mixtos completos con las variables explicatorias
seleccionadas (Hox 2010b), empleando un procedimiento manual (Mangiafico 2015,
p. 216-228) y considerando como criterios de multicolinealidad la relacion biologica
entre las variables seleccionadas (Gordon 1968) y, aunque de forma no
automaticamente excluyente (Quinn y Keough 2002, Greene 2003), coeficientes de
correlacion de Pearson mayores de 0.30 (Ishihara et al. 2017) entre ellas. De ser el
caso, para reducir la multicolinealidad se optd por eliminar variables predictoras,
comenzando por aquella cuya relacion con la variable de respuesta fue mas débil
(Quinn y Keough 2002) o por emplear una variable derivada que incluya las
variables correlacionadas (Imdadullah et al. 2016).

Finalmente, como criterios para la seleccion de modelos se emple6 la estabilidad que

entre los diferentes modelos presentaron tanto los coeficientes estimados para las
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variables moderadoras (Quinn y Keough 2002) como sus probabilidades (Imdadullah
et al. 2016), asi como los valores de pR? (Meloche et al. 2014, Imdadullah et al.
2016) vy los criterios de informacion Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC) (Hox 2010a).

3.3.4  Programasy recursos informaticos empleados

La data se procesd empleando diversos paquetes en lenguaje de programacion R
version 3.5.2 (R Core Team 2018) con RStudio 1.1.456 como interfase (RStudio
Team 2016). Para la prueba de bondad de ajuste a la distribucion normal y el ploteo
del gréafico de cuantiles normales se emple6 el paquete stats mediante las funciones
shapiro.test y ggnorm, respectivamente (Adler 2010). Para las rutinas de meta-
analisis se empleo el paquete Metafor 2.0-0 mediante las funciones escalc para el
calculo de los tamafios de los efectos, rma para el ajuste de modelos lineales,
permutest para la prueba de permutacién, forest y funnel para generar graficos de
bosque y embudo, respectivamente, y regtest y trimfill para la prueba de regresion de
Egger para la asimetria del grafico de embudo y para el correspondiente analisis de
Corte y Relleno, respectivamente (Viechtbauer 2010, 2017). Asimismo, readx| 1.3.0
(Wickham y Bryan 2019) y dplyr 0.7.6 (Wickham et al. 2018) para el acceso y
manipulacion de la data, respectivamente; y abind 1.4-5 para el manejo de matrices y
vectores (Plate y Heiberger 2016), lattice 0.20-38 para el ploteo de los graficos
matriciales de dispersion (Sarkar 2008), RColorBrewer 1.1-2 (Neuwirth 2014) y
scales 1.0.0 (Wickham 2018) para el manejo de las opciones graficas,
PerformanceAnalytics 1.5.2 para el célculo de la tabla de matriz de correlacion
mediante la funcion chart.Correlation (Peterson et al. 2018) y corrplot 0.84 para la
visualizacion de la matriz de correlacion de Pearson con metodos mixtos mediante la

funcion corrplot.mixed (Wei et al. 2017).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 EVALUACION 1: META-ANALISIS DEL USO DE UN ADITIVO
FITOGENICO AL ALIMENTO EN POLLOS DE ENGORDE

Publicado en International Journal of Poultry Science 19(11):513-523, 2020.
Presentado como abstract: Poultry Science (2018) 97 (E-Suppl. 1) N° P270, p. 241.

Los resultados obtenidos en los experimentos independientes en cada una de las
variables de respuesta evaluadas se presentan en el Cuadro 5y los promedios de cada
unidad experimental en los Anexos 1y 2. Los resultados de la presente evaluacién se
encuentran publicados parcialmente en Martinez y Vilchez (2018a) y Martinez et al.
(2020c). Los resultados obtenidos en cada experimento de forma independiente no
permiten establecer (P > 0.12) que el producto ejerza algun efecto sobre las variables
evaluadas aun cuando en los experimentos EX6, EX5 y EX1 se observaron
diferencias de +5.28, -4.50 y +6.65% en el peso corporal, conversién alimentaria y

eficiencia productiva, respectivamente.

Por otro lado, en el Cuadro 6 se presentan los resultados de los meta-analisis y en las
Figuras 1 a 10 los diagramas de bosque y embudo de las cinco variables de respuesta
evaluadas. Si bien la prueba de Corte y Relleno estimé valores faltantes para peso
corporal (Figura 2), consumo de alimento (Figura 4) y mortalidad (Figura 8), se
observd que los intervalos de confianza de los tamafios de los efectos globales
empleando o no los valores estimados (dA y dO, respectivamente) se mostraron
superpuestos (Cuadro 6), no indicando existencia de sesgos relevantes al
considerarse réplicas (Greenwald et al. 1996). Asimismo, la prueba de Egger no

mostrod sesgos (P > 0.50). Por ello, en adelante solo se empleo la data original.



Cuadro 5: Comportamiento productivo de pollos de 42 dias de edad

alimentados con un aditivo fitogénico en nueve experimentos

Experimentos 2
EX1 | EX2 | EX3 | EX4 | EX5 | EX6 | EX7 | EX8 | EX9
Peso corporal, kg/ave
T1 2.632(3.132 | 2.878 [ 2.821 | 2.924 | 2.880 | 2.700 | 2.897 | 2.859
T2 2.708 | 3.221 | 2.943 | 2.751 | 3.038 | 3.032 | 2.665 | 2.939 | 2.825
Diferencia, % | 2.88 | 2.85 | 2.26 |-2.48 | 3.89 | 5.28 |-1.28 | 1.48 | -1.19
Probabilidad | 0.658 | 0.583 | 0.728 | 0.653 | 0.299 | 0.129 | 0.775 | 0.634 | 0.771

Tratamiento !

SEM?3 0.194 | 0.248 | 0.251 | 0.176 | 0.179 | 0.122 | 0.106 | 0.102 | 0.102
Consumo de alimento, kg/ave

T1 4,786 | 5.511 | 4.966 | 4.974 | 5.067 | 5.195 | 4.891 | 5.047 | 4.928

T2 4.767 | 5.769 | 4.906 | 4.740 | 5.037 | 5.378 | 4.859 | 5.034 | 4.728

Diferencia, % | -0.40 | 4.67 | -1.21 | -4.70 | -0.59 | 3.53 | -0.66 | -0.25 | -4.06
Probabilidad | 0.966 | 0.473 | 0.772 | 0.125 | 0.878 | 0.258 | 0.612 | 0.919 | 0.301

SEM?3 0.516 | 0.541 | 0.281 | 0.148 | 0.334 | 0.207 | 0.054 | 0.139 | 0.144
Conversion alimentaria

T1 1.821 | 1.765|1.731 | 1.766 | 1.736 | 1.807 | 1.814 | 1.744 | 1.727

T2 1.754 | 1.787 | 1.669 | 1.726 | 1.658 | 1.775| 1.824 | 1.715 | 1.674

Diferencia, % | -3.69 | 1.22 | -3.55 | -2.23 | -4.50 | -1.78 | 0.55 | -1.68 | -3.06
Probabilidad | 0.481 | 0.772 | 0.252 | 0.559 | 0.151 | 0.647 | 0.867 | 0.734 | 0.671

SEM3 0.107 | 0.114 | 0.068 | 0.076 | 0.087 | 0.093 | 0.053 | 0.097 | 0.108
Mortalidad 4, %

T1 3.923|2.000 | 4.280 | 4.517 | 6.250 | 4.650 | 4.235 | 3.817 | 3.960

T2 3.727 |1 2500 | 4.298 | 4.147 | 8.333 | 4.345 | 3.590 | 3.600 | 4.110

Diferencia, % | -5.01 | 25.00 | 0.41 | -8.19 | 33.33 | -6.56 |-15.23| -5.68 | 3.79
Probabilidad | 0.513 | 0.650 | 0.773 | 0.513 | 0.575 | 0.309 | 0.439 | 0.376 | 1.000

SEM?3 0.683 | 1.936 | 0.701 | 0.564 | 6.654 | 0.552 | 0.731 | 0.503 | 0.497
indice de eficiencia productiva®

Tl 331.7 | 416.1 | 380.7 | 364.1 | 378.8 | 363.7 | 340.1 | 381.5 | 380.6

T2 353.8 1419.3 | 402.7 | 365.2 | 399.8 | 389.3 | 335.5 | 394.8 | 385.6

Diferencia, % | 6.65 | 0.76 | 5.80 | 0.33 | 555 | 7.03 | -1.35| 3.51 | 1.31
Probabilidad | 0.348 | 0.912 | 0.539 | 0.972 | 0.462 | 0.262 | 0.866 | 0.658 | 0.905
SEM3 25.42 | 43.68 | 47.97 | 39.02 | 47.56 | 29.19 | 23.90 | 34.32 | 37.12

1 Tratamientos: T1, dieta control no suplementada con el producto; T2, dieta del T1 suplementada
con el producto (dosis = 0.05%) de 1 a 42 dias.

3,5,4,3,6,4,2,3y 2 repeticiones en los experimentos EX1 a EX9, respectivamente.

SEM = error estandar de la media.

Datos analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

indice de eficiencia productiva = [ peso corporal (kg) x supervivencia (%) x 100] / [conversion
alimentaria x edad].
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Cuadro 6: Meta-analisis del comportamiento productivo de pollos de engorde

alimentados con un aditivo fitogénico

Variables de respuesta*

Clrlisie P Consumo, | Conversion | Mortalidad, In_dl_ce d_e
corporal, : . eficiencia

kg/ave | alimentaria % :
kg/ave productiva

Tamafio del efecto global del uso del producto con los datos actuales

Efecto estimado | +0.0393 -0.0540 -0.0346 -0.1818 +12.3836

-0.01984a | -0.1432a | -0.0686a | -0.4655a | -1.7088 a
+0.0983 +0.0352 -0.0006 +0.1019 +26.4761

Probabilidad ® 0.1928 0.2355 0.0460 0.0938* 0.0850

ICos59% 2

Sesgo
Probabilidad ® 0.7885 0.5079 0.7836 0.5026 0.9154

Tamario del efecto global con los datos estimados por la prueba de Corte y Relleno

Efecto estimado | +0.0011 -0.0902 -0.0346 -0.1857 +12.3836

-0.0644a | -0.1917a | -0.0686a | -0.4691a | -1.7088 a
+0.0622 +0.0112 -0.0006 +0.0978 +26.4761

ICos0 2

Normalidad de los residuos del modelo

Probabilidad 4 0.5850 0.2996 0.4190 0.0082** 0.2377

Heterogeneidad

Probabilidad ® 0.6483 0.2344 0.8746 0.9272 0.9611

1 Todas las variables, en todos los experimentos, fueron evaluadas a los 42 dias de edad.

2 |Cesy = intervalo de confianza al 95%.

3 Valores de P < 0.05 indican que el efecto global, sesgo (prueba de Egger) o heterogeneidad es
estadisticamente significativo, seguin corresponda.

4 Valores de P < 0.05 indican que existe evidencia estadisticamente significativa de una
distribucion no normal.

*  Probabilidad estimada mediante la prueba de permutacién por observarse distribucién no normal.

**  Distribucion no normal explicable por valores atipicos en el EX5, en que se empled 8 aves por
unidad experimental y, por lo tanto, un ave muerta represent6 el 12.5%.



Fuente Tamaiio del efecto (kg/ave) Peso relativo Efecto [IC 95%]

Experimento 1 5.429% 0.076 [0.178, 0.329]

Experimento 2 4.625% 0.089 [-0.185, 0.364]
Experimento 3 3.845% 0.065 [-0.236, 0.366]
Experimento 4 6.608% —0.070 [-0.300, 0.160]
Experimento 5 - 10.159% 0.114 [-0.072, 0.299]
Experimento 6 S — 16.233% 0.152 [ 0.005, 0.299]
Experimento 7 o [t 16.233% —0.035 [-0.181, 0.112]
Experimento 8 e 19.572% 0.043 [-0.091, 0.176]
Experimento 9 e 17.297% —0.034 [-0.176, 0.108]
Efecto global (P = 0.1928): ’ 100.000%  0.039 [-0.020, 0.098]

Heterogeneidad, P = 0.6483

| | | | I
-0.400 -0.200  0.000 0.200 0.400

Figura 1: Diagrama de bosque de los tamafios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre el peso corporal de pollos de engorde de 42 dias de edad

3 /|
S
g e
= |
g g 7 b
— - |
5 .
w .
(o]
= L]
L]
L ]
wy
= / *
—.4 —0.2 0.0 0.2 0.4

Tamafio del efecto (kg/ave)

Figura 2: Diagrama de embudo de los tamafios de los efectos de un aditivo
fitogénico sobre el peso corporal de pollos de engorde de 42 dias de edad

* Cada circulo corresponde a un experimento. Valores con circulos blancos fueron estimados como faltantes

mediante la prueba de Corte y Relleno.



Fuente Tamaiio del efecto (kg/ave)

Peso relativo Efecto [IC 95%)

Experimento |

Experimento 2

1.683% —0.019 [-0.693, 0.654]
2.102% 0.258 [-0.342, 0.857]

Experimento 3 I T 5.960% -0.060 [-0.398, 0.278]
Experimento 4 ——. 14.014% -0.234 [-0.427, -0.041]
Experimento 5 5.764% —0.030 [-0.375, 0.315]
Experimento 6 —— 9.821% 0.183 [-0.065, 0.432]
Experimento 7 E o 32.004% —0.032 [-0.106, 0.042]
Experimento § — 15.227% —0.012 [-0.194, 0.169]
Experimento 9 B 13.425% —0.200 [-0.400, —0.000]
Efecto global (P = 0.2355): < 100.000% —0.054 [-0.143, 0.035]

Heterogeneidad, P = 0.2344

| | i |
=1.000 =(.500 0.000 0.500

|
1.000

Figura 3: Diagrama de bosque de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre el consumo de alimento de pollos de engorde de 42 dias de edad
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Figura 4: Diagrama de embudo de los tamafios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre el consumo de alimento de pollos de engorde de 42 dias de edad

* Cada circulo corresponde a un experimento. Valores con circulos blancos fueron estimados como faltantes

mediante la prueba de Corte y Relleno.



Fuente Tamaiio del efecto (g/g) Peso relativo Efecto [IC 95%)|
Experimento 1 5.944% -0.067 [-0.207, 0.072]
Experimento 2 : 7.217% 0.022 [-0.105, 0.148]
Experimento 3 S - 17.278% —0.061 [-0.143, 0.020]
Experimento 4 — 11.862% —0.039 [-0.138, 0.059]
Experimento 5 —_—— 14.435% -0.078 [-0.168, 0.011]
Experimento 6 e 9.198% —0.032 [-0.144, 0.080]
Experimento 7 —— 21.718% 0.010 [-0.063, 0.083]
Experimento 8 5 7.155% -0.029 [-0.156, 0.098]
Experimento 9 3.194% —0.053 [-0.202, 0.096]
Efecto global (P = 0.0460): o 100.000% —0.035 [-0.069, —0.001]

Heterogeneidad, P = 0.8746

—-0.300 —0.200 —0.100  0.000 0.100 0.200

Figura 5: Diagrama de bosque de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre la conversion alimentaria de pollos de 42 dias de edad
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Figura 6: Diagrama de embudo de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre la conversién alimentaria de pollos de 42 dias de edad

* Cada circulo corresponde a un experimento. La prueba de Corte y Relleno no arrojo valores faltantes.



Fuente Tamaiio del efecto (puntos %) Peso relativo Efecto [1C 95%]
Experimento | —-— 10.092% —0.197 [-1.090, 0.696]
Experimento 2 — 1.746% 0.500 [~1.647, 2.647)
Experimento 3 —— 11.376% 0.018 [-0.824, 0.859]
Experimento 4 —— 14.833% —0.370 [-1.107, 0.367]
Experimento 5 : 0.170% 2.083 [-4.790, 8.956]
Experimento 6 + 18.313% —0.305 [-0.968, 0.358]
Experimento 7 — 7.839% —0.645 [-1.658, 0.368]
Experimento 8 —I— 18.642% —0.217 [-0.874, 0.440]
Experimento 9 —-— 16.988% 0.150 [-0.538, 0.838]
Efecto global (P = 0.0938): * 100.000% —0.182 [-0.465, 0.102]
Heterogeneidad, P = 0.9272
| | [ |
=5.000 0.000 5.000 10.000

Figura 7: Diagrama de bosque de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre la mortalidad de pollos de engorde de 42 dias de edad
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Figura 8: Diagrama de embudo de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre la mortalidad de pollos de engorde de 42 dias de edad

* Cada circulo corresponde a un experimento. Valores con circulos blancos fueron estimados como faltantes

mediante la prueba de Corte y Relleno.



Fuente

Tamaiio del efecto (puntos)

Peso relativo

Efecto [IC 95%]|

Experimento 1 e - 17.997% 22.069 [-11.150, 55.287]
Experimento 2 ; 8.468% 3.154 [-45.273, 51.580]
Experimento 3 5.992% 22.069 [-35.503, 79.641]
Experimento 4 7.641% 1.184 [-49.798, 52.167]
Experimento 5 8.229% 21.006 [-28.119, 70.132]
Experimento 6 R B— 16.182% 25.575 [ —9.457, 60.608]
Experimento 7 —_— . 18.107% —4.587 [-37.705, 28.531]
Experimento 8 - 9.878% 13.370 [-31.468, 58.208]
Experimento 9 7.506% 4.991 [-46.448, 56.430]
Efecto global (P = 0.0850): - 100.000% 12.384 [ —1.709, 26.476]
Heterogeneidad, P = 0.9611
i T
=50.000  0.000 50.000  100.000

Figura 9: Diagrama de bosque de los tamarios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre el indice de eficiencia productiva de pollos de 42 dias de edad
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Figura 10: Diagrama de embudo de los tamafios de los efectos de un aditivo

fitogénico sobre el indice de eficiencia productiva de pollos de 42 dias de edad

* Cada circulo corresponde a un experimento. La prueba de Corte y Relleno no arrojo valores faltantes.



Por otro lado, la prueba de Cochran no mostro heterogeneidad estadisticamente
significativa (P > 0.23) en las variables evaluadas. Sin embargo, los resultados de la
prueba de Shapiro-Wilk indicaron distribuciones no normales (P > 0.05) en la
mortalidad, por lo que Unicamente éstos se analizaron nuevamente empleando la
prueba de permutacién (Follmann y Proschan 1999; Higgins y Thompson 2004) para
el célculo de la probabilidad respecto al tamafio del efecto global.

Los resultados de los meta-analisis no mostraron efectos globales estadisticamente
significativos en el peso corporal (P > 0.19), consumo de alimento (P > 0.23),
mortalidad (P > 0.09) ni el en indice de eficiencia productiva (P > 0.08), pero si en la
conversion alimentaria (P < 0.046; efecto = -3.5 puntos a favor de las aves
alimentadas con el aditivo). Asimismo, el intervalo de confianza al 95% de dicho
efecto (-0.0686 a -0.0006 puntos menor conversion alimentaria) indica que el

verdadero efecto global es favorable, reduciendo la conversion alimentaria.

Si bien ninguno de los experimentos independientes mostrd efectos significativos en
las variables estudiadas (P > 0.05) esto no debe interpretarse como que el producto
evaluado no produce efecto alguno sobre dichas variables de respuesta. Al respecto,
bajo el enfoque dicotomico de Neyman-Pearson, una probabilidad (P valor) alta
(mayor al nivel de significancia a preestablecido) en una prueba de hipétesis de la
diferencia de dos medias, determina que la hipétesis nula (que ambas medias son
iguales) debe ser taxativamente aceptada como cierta. Sin embargo, el enfoque de
Fischer considera la probabilidad P como una medida continua de fortaleza de la
evidencia (Dragicevic 2016) y refiere que la ausencia de un efecto estadisticamente
significativo podria solo indicar que, si tal efecto existe es muy pequefio como para
poder ser detectado por experimentos del tamafio empleado (Salsburg 2001).

Asi, en el presente analisis se observa como el meta-andlisis de los resultados
obtenidos en diferentes experimentos puede favorecer la probabilidad de detectar un
efecto, no evidente en experimentos independientes, cuando este realmente existe. Al
respecto, Cohn y Becker (2003) y Borenstein et al. (2009¢) indican que si bien en los
meta-analisis realizados empleando modelos aleatorios no se garantiza que la

inclusion de un estudio adicional incremente el poder estadistico del analisis —a
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diferencia de aquellos realizados empleando modelos fijos—, en general si se
incrementa el poder estadistico respecto a los estudios independientes. Esto resulta
particularmente Gtil cuando la variable de respuesta critica en un experimento es la
conversion alimentaria, pues habitualmente un efecto porcentualmente pequefio,
incluso menor al 2%, es suficiente para justificar ampliamente que el productor

avicola tome una decision favorable respecto a una estrategia nutricional.

Una vez obtenidos los resultados de un meta-analisis es posible emplear el intervalo
de confianza del tamafio del efecto para realizar un analisis costo-sensibilidad
(Martinez y Uculmana 2016a, 2016b), aplicar esta misma técnica para determinar si
la informacion provista por el proveedor es consistente con los resultados obtenidos
en los experimentos realizados. Para ello se debe hacer un nuevo meta-analisis con
los datos provistos por el proveedor —0 un meta-andlisis independiente con la nueva
data— y comparar los tamarfios de los efectos obtenidos en ambos casos, y si los
intervalos de confianza al 95% de ambos analisis no estan sobrepuestos entonces esto
indicara que existe evidencia estadistica (P < 0.05) para afirmar que ambos conjuntos
de resultados no son réplicas entre si (Greenwald et al. 1996) y que los resultados de
ambos analisis son diferentes. Asimismo, es posible aplicar las pruebas de Egger y de
Corte y Relleno para determinar la existencia de sesgo en la informacion recibida y si

este es relevante.

42  EVALUACION 2: META-ANALISIS DE ESTUDIOS SOBRE EL USO
DE FITASAS E HISTOMORFOMETRIA INTESTINAL EN POLLOS
DE ENGORDE

Presentado como abstract: Poultry Science (2018) 97 (E-Suppl. 1) N° M21, p. 273.

4.2.1 Dataempleaday caracteristicas generales

Una base de datos consistente en 148 registros, incluyendo 2,704 muestras
intestinales y 25,746 lecturas histoldgicas, fue elaborada a partir de 13 articulos

cientificos publicados en revistas indexadas y revisados por pares (Wu et al. 2004,
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Pirgozliev et al. 2008, Lu et al. 2009, Smulikowska et al. 2010, Moemeni et al. 2011,
Khodambashi et al. 2013, Nourmohammadi y Afzali 2013, Paiva et al. 2014, Sacakli
et al. 2015, da Silva et al. 2016, Mohammadagheri et al. 2016, Pekel et al. 2017,
Sayuri et al. 2017), dos trabajos de tesis doctoral (Walk 2009, Lehman 2011) y uno
de maestria (van Emmenes 2014), publicados entre 2004 y 2016. En los Anexos 3 a 5
se presentan las estadisticas de las variables empleadas en las meta-regresiones. Los
resultados de la presente evaluacion se encuentran publicados parcialmente en
Martinez y Vilchez (2018b).

Se observaron sesgos estadisticamente significativos (P < 0.05) en los datos respecto
al efecto del uso de las fitasas matrizadas sobre la profundidad de la cripta y en los
del uso de las fitasas on top sobre la altura de la vellosidad y la profundidad de la
cripta (Cuadro 7); sin embargo, estos no fueron considerados relevantes pues,
siguiendo las recomendaciones de Greenwald et al. (1996), los nuevos intervalos de
confianza calculados para los Te incluyendo los valores estimados por la prueba de
Corte y Relleno presentaron, en todos los casos, intervalos de confianza superpuestos
con los intervalos obtenidos con la data actual. Por ello, en adelante solo se empled la

data original.

4.2.2 Efecto de la reduccion de fosforo

Los resultados del Cuadro 7 muestran que la reduccion de PD estd asociada a
menores longitudes de las vellosidades (Te = -48.18 um; P = 0.0030) y relaciones
vellosidad/cripta (Te = -0.258; P = 0.0140). Sin embargo, se observé
heterogeneidades entre los tamafos de los efectos entre estudios (P < 0.0001) para
ambas variables (1> = 84.32 y 85.28%, respectivamente). Al respecto, se observo
(Cuadro 8) aparentes influencias (P<0.05) de algunas variables moderadoras; sin
embargo, estas no fueron consideradas validas no solo porque se demostré la
existencia de relaciones lineales estadisticamente significativas entre los tamafios de
los efectos y el nimero total de aves muestreadas (para Te en aVE: P = 0.0007; pR? =
36.7%) o el nimero de repeticiones empleadas (para Te en pCR: P = 0.0089; pR? =
94.3%) (para Te en RVC: P = 0.0070; pR? = 25.2%), sino porque también, se
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Cuadro 7: Tamafios de los efectos globales del uso de fitasas sobre las

caracteristicas histolégicas del intestino de pollos de engorde

Criterio

Variables de respuesta*

Altura de la
vellosidad

Profundidad de
la cripta

Relacion entre
ambas

Efecto de la reduccio

n en el nivel dietario de P disponible (PD)

Tamafio del efecto global -48.18 um -1.412 pm -0.258

| Cosos 2 (-74.35, -22.01) | (-4.675, 1.851) | (-0.448, -0.068)

Probabilidad P =0.0030* P =0.3963 P =0.0140*
Heterogeneidad, prueba Q P <0.0001 P <0.1832 P <0.0001

T 51.5 pm 3.36 um 0.332

|2 84.32% 21.08% 85.28%

H2 6.38 1.27 6.79
Sesgo: prueba de Egger® P=0.3782 P=0.1281 P =0.7088
Sesgo: 1Ces% 2 superpuestos Si Si Si

Efecto del uso de fitasas considerando sus matrices de PD (uso “matrizado”)

Tamafio del efecto global -5.73 ym -0.897 pum 0.0079

| Cosos 2 -19.85a8.40 -7.36a5.56 | -0.177a0.193

Probabilidad P =0.4500* P =0.7970* P =0.9333
Heterogeneidad, prueba Q P <0.0001 P <0.0001 P <0.0001

T 31.06 pum 17.4 um 0.485

12 67.59% 85.72% 93.60%

H? 3.09 7.01 15.63
Sesgo: prueba de Egger? P =0.6869 P =0.0115 P =0.7992
Sesgo: 1Ces% 2 superpuestos Si Si Si

Efecto del uso de fitasas sin considerar sus matrices de PD (uso “on top”)

Tamafio del efecto global -1.792 um -4.227 pm 0.177
ICos9% 2 -6.583 2 3.000 | -8.284 a-0.169 | 0.054 a 0.300
Probabilidad P =0.5700* P =0.0430* P =0.0060*

Heterogeneidad, prueba Q P <0.0001 P < 0.0001 P <0.0001
T 6.47 um 11.59 pm 0.4016
2 47.52% 92.66% 88.56%
H? 1.91 13.62 8.74

Sesgo: prueba de Egger? P =0.0017 P =0.0053 P =0.0967

Sesgo: 1Cos% 2 superpuestos * Si Si Si

1

2 ICgs% = Intervalo de confianza al 95%.
3 P <0.05en la prueba de Egger indica que se detectd la presencia de sesgo.
4

Variables de respuesta expresadas en términos de sus correspondientes tamafios de los efectos.

La relevancia del sesgo se determiné mediante la comparacion de los intervalos de confianza de
los valores de los tamafios de los efectos obtenidos a partir de la data original y los valores que
incluyeron, ademas, los estimados como faltantes mediante la prueba de Corte y Relleno. Si
ambos intervalos estuvieron superpuestos entonces el sesgo no se consider6 relevante.

* Probabilidades obtenidas mediante una prueba de permutacion.



Cuadro 8: Variables moderadoras de los efectos del uso de fitasas sobre las

caracteristicas histoldgicas del intestino de pollos*

Variables moderadoras e
indicadores de control

Efectos estimados *

Probabilidades / Coeficientes pR?

Altura de la
vellosidad

Profundidad de
la cripta

Relacion entre
ambas

Efecto de la reduccidn en el nivel dietario de P disponible (PD)

Reduccién (puntos %) en 1308.4 um ) 13.64

PD 0.0007 / 42.3% <.0001 / 100%
. 17.81 pm

0, - -

% Ca en la dieta control 0.0337 / 100%

. -5.07 um -0.037
Dias de edad 0.0010* / 66.5% ] 0.0020* / 100%
Aves muestreadas en -3.63 pm -0.26 pm i
total 2 0.0190* / 36.7% | 0.0595/97.7%

NP repeticiones 2 27.16 um -4.00 um 0.36
P 0.0620*/7.6% | 0.0089/94.3% | 0.0070* /25.2%

Efecto del uso de fitasas considerando sus

matrices de PD (uso “matrizado”)

Reduccién (puntos %) en i -93.35 i
PD 0.0820* / 11.0%

) . 0.0001
Dosis (FTU/Kkg) de fitasa - - 0.0280 / 16.3%
% Ca en la dieta control - - 1.58

0.0686 /9.7%
. -73.88 2.1431

0 -
% PD en la dieta control 0.0950%/9.8% | 0.0873/3.8%
Relacion Ca/PD en dieta 26.78 i i
control 0.0790* / 30.7%
N° repeticiones ? - -9.52 m 0.25

0.0160*/21.4% | 0.0185/22.1%

Efecto del uso de fitasas sin considerar sus matrices de PD (uso “on top”)
Relacion Ca/PD en dieta 43.85 pm - -
control 0.0450* / 74.3%

. - 0.35 um -
Dias de edad 0.0180* / 17.0%
Aves muestreadas en - - 0.016
total 2 0.0180* / 17.0%
N° repeticiones 2 i ) 0.029
P 0.0370* / 11.6%

1 Se presentan solo variables moderadoras con influencia significativa (P < 0.10).
2 Variables incluidas como criterios de control.
*  El efecto estimado es la pendiente de la recta obtenida mediante meta-regresion.
*  Probabilidades obtenidas mediante una prueba de permutacion.



encontrd correlaciones estadisticamente significativas (P<0.05) entre el nimero de

repeticiones y/o el nimero de aves muestreadas y dichas variables moderadoras.

Asi, cuando el tamafio de muestra fue reducido (< 7 aves por tratamiento) se observo
un efecto falso negativo. Al respecto, si bien no es posible validar la influencia de las
variables moderadoras con aparente influencia estadisticamente significativa, la
existencia de dicho efecto falso negativo y la elevada capacidad que muestra esta
variable de control para explicar la heterogeneidad entre estudios (para aVE: P =
0.0190; pR? = 36.37%) (para pCR: P = 0.0595; pR? = 97.7%) permite no solo
confirmar el efecto global negativo de la reduccion de fosforo sobre la altura de la
vellosidad y la relacion vellosidad/cripta — aun cuando existe heterogeneidad entre
estudios—, sino también prever que el verdadero tamafio del efecto global
probablemente sea de una magnitud aun mayor que el observado (Te: en aVE =
-48.18 pm; en RVC = -0.258 puntos).

42.3 Efecto del uso de fitasas matrizadas

Si bien no se observo efectos globales estadisticamente significativos en las variables
histoldgicas asociados al uso de fitasas matrizadas (P > 0.45) (Cuadro 7), también
aqui se observo heterogeneidad entre estudios (P < 0.0001; 12 = 67.59 a 93.60%).

Al respecto, se aprecia (Cuadro 8) una influencia estadisticamente significativa entre
la dosis de fitasa matrizada y la relacion vellosidad/cripta (P = 0.0280; pR? =
16.3%), siendo que —al menos entre 150 y 5000 FTU/kg—, por cada 1000 unidades de
incremento en la dosis, la relacion vellosidad/cripta se incrementa en 0.1 puntos y
dicha relacion resulta ser consistente con la menor accion anti-nutricional de los
fitatos y sus ésteres cuanto mayor es la accion de las fitasas sobre ellos (Dersjant-Li
et al. 2015) e incluso con la accion favorable del inositol resultante, como producto
final, sobre el transporte de nutrientes y la deposicidon proteica (Cowieson et al.
2014).

Asimismo, si bien se observo una relacion lineal estadisticamente significativa entre

el nimero de repeticiones y el tamafio del efecto en la relacion vellosidad/cripta (P =
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0.0185; pR? = 22.1%), se verific la independencia de las dosis y nimero de
repeticiones empleados (correlacion: P>0.10). Asi, los experimentos con menos de
seis repeticiones mostraron un efecto falso negativo, lo que implica que es probable

que la verdadera influencia de la dosis de fitasa sea ain mayor.

Otras variables no mostraron influencia estadisticamente significativa como
moderadoras (P > 0.05).

424  Efecto del uso de fitasas on top

Se observé que el uso de fitasas on top esta asociado a reducciones en la profundidad
de las criptas (Te = -4.23 um; P = 0.0430) y a incrementos en la relacion
vellosidad/cripta (Te = 0.177; P = 0.0060). Sin embargo, existe heterogeneidad
respecto a los tamafos de los efectos en dichas variables (1> = 92.66 y 88.56%,
respectivamente; P < 0.0001) pero también en la altura de la vellosidad (12 = 47.52%)
(Cuadro 7). No se observo un efecto global estadisticamente significativo en la altura

de las vellosidades.

Al respecto, las meta-regresiones de las posibles variables moderadoras indican
(Cuadro 8) que la relacion Ca/PD en la dieta ejerce influencia (P = 0.0450; pR? =
74.3%) en el tamafo del efecto en la altura de la vellosidad y que por cada 0.1 puntos
de incremento en la relacion Ca/PD el tamafio del efecto en la altura de la vellosidad
aumenta en 4.4 um, lo que resulta consistente con el conveniente mantenimiento de
una adecuada relacion Ca/PD tras el incremento en la disponibilidad de fdsforo

producto de la inclusion de la fitasa on top.

Se observa, ademas, una relacion lineal entre la edad de las aves y el tamafio del
efecto en la profundidad de las criptas (P = 0.0180; pR? = 17%) de forma tal que
cuanto menor es el ave mayor es el tamafio del efecto (mayor la reduccién en la
profundidad de la cripta) (Cuadro 8), lo que guarda relacién con la mayor
susceptibilidad de las aves jovenes a los factores anti-nutricionales que, como el
fitato, reducen la disponibilidad neta de aminoécidos (Onyango et al. 2009)

necesarios para la maduracion de la mucosa intestinal durante los primeros dias de
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edad y para soportar la fase de mayor velocidad de crecimiento durante las primeras
semanas (Filipe et al. 2018).

Por otro lado, se observd que cuanto mayor el niamero total de aves muestreadas (P =
0.0180; pR? = 10.2%) o el nimero de repeticiones (P = 0.0370; pR? = 11.6%), mayor
fue el tamafio del efecto en la relacién vellosidad/cripta. Si bien esto indica,
nuevamente la presencia de estudios con insuficiente poder estadistico (Quisirumbai-
Gaibor et al. 2020), y que el valor del tamafio del efecto no es real, la inferencia
respecto al efecto positivo que ejercen las fitasas empleadas on top no resulta
invalido ya que en este caso particular dichos estudios muestran un resultado falso
negativo; es decir, que indican ausencia de efecto cuando esto —segun los resultados
obtenidos— se debe Unicamente a insuficiente poder estadistico. Esto implica que el
verdadero efecto global de la suplementacion de fitasas on top sobre la relacion
vellosidad/cripta probablemente es mayor de 0.177 unidades.

4.2.5 Implicancias

En los meta-analisis realizados, no se logro detectar una influencia significativa (P >
0.10) de la seccidn intestinal en el tamafio del efecto de la suplementacién de fitasas.
Asi, la informacion disponible para la evaluacién de la influencia de otras posibles
variables moderadoras, como el contenido de vitamina D3, el tipo de dieta o la linea
genética (Singh 2008), que coadyuven a explicar la heterogeneidad entre estudios es
aun limitada. Al respecto, Deeks et al. (2011), consideran que meta-regresiones con
menos de 10 estudios dificilmente producen resultados utiles. Los resultados de la
presente evaluacion, particularmente respecto a la influencia del nimero de
repeticiones y del nimero total de aves muestreadas, permiten evidenciar la gran
importancia que tiene la adecuada planeacion de los experimentos en términos de

asegurar el poder estadistico necesario para detectar los efectos esperados.

Por otro lado, la ausencia de efectos negativos asociados al uso de las fitasas
matrizadas sobre las caracteristicas histoldgicas del intestino es consistente con la
eficacia de las fitasas incrementando la biodisponibilidad del fésforo fitico de la
dieta, previamente reportada en la literatura (Singh 2008).
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Finalmente, los resultados indican que, al menos una parte del efecto favorable del
uso de fitasas on top o en super dosis (Wealleans et al. 2016) puede estar asociado,
ademas de la reduccion de las pérdidas de proteinas enddgenas (Onyango et al.
2009), a un menor gasto nutricional en el mantenimiento de la funcién proliferativa
de la mucosa intestinal en las criptas (Yamauchi 2002). Esto cobra particular interés
pues, por ejemplo, se ha reportado que en animales en crecimiento entre 60 y 85% de
la treonina dietaria es empleada por el intestino (Burrin 2002). Asi, considerando que
aproximadamente 12% de la proteina sintetizada de novo es utilizada en el tracto
gastro intestinal, cualquier factor que reduzca el recambio celular reducira el

requerimiento de energia del ave (Choct 2009).

43 EVALUACION 3: RELACIONES CUANTITATIVAS ENTRE
HISTOLOGIA INTESTINAL, ENERGIA METABOLIZABLE
APARENTE Y COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE POLLOS
DE ENGORDE

Presentado como abstract: Poultry Science (2019) 98 (E-Suppl. 1) N° 218, p. 84.

4.3.1 Estrategia general y data recopilada

Los meta-analisis se realizan, entre otros, para determinar el efecto global de un
factor coman o para determinar relaciones entre variables. Asi, en el primer caso el
tamafio del efecto es una diferencia de medias (Huedo-Medina et al. 2006), y en el
segundo un coeficiente de correlacion (Dalal, 2005). Al respecto, en la presente
evaluacion se desarroll6 una nueva aplicacion, consistente en establecer relaciones
entre variables, pero a partir de los tamafios de los efectos de las diferencias de
medias. Se combind datos de experimentos donde se evalué diferentes factores,
maximizando la data disponible y generar inferencias con mayor alcance y

conclusiones no limitadas a un unico factor en estudio (Ramsey y Schafer 2013).
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Asi, los estudios empleados para el andlisis incluyeron evaluaciones de extractos de
levaduras (Lopes et al. 2011), &acidos organicos (Khosravinia et al. 2015,
Nourmohammadi y Khosravinia 2015), promotores de crecimiento y probioticos
(Sharifi et al. 2012, Lei et al. 2014), enzimas (lji et al. 2001, Wu et al. 2004,
Hosseini y Afshar 2017, Xu et al. 2017, Yuan et al. 2017), suplementos nutricionales
(Ospina-Rojas et al. 2013, de Oliveira et al. 2015), asi como ingredientes (Sharifi et
al. 2012, Murakami et al. 2014, Xu et al. 2017), procesos de descontaminacion
(Yakhkeshi et al. 2013) y formas fisicas (Freitas et al. 2008, Zang et al. 2009,
Hosseini y Afshar 2017) del alimento (Anexo 6).

Se elabord una base de datos con 66 registros (conjuntos de datos) provenientes de
16 articulos cientificos publicados hasta el afio 2017 (lji et al. 2001, Wu et al. 2004,
Freitas et al. 2008, Zang et al. 2009, Lopes et al. 2011, Sharifi et al. 2012, Ospina-
Rojas et al. 2013, Yakhkeshi et al. 2013, Lei et al. 2014, Murakami et al. 2014, de
Oliveira et al. 2015, Khosravinia et al. 2015, Nourmohammadi y Khosravinia 2015,
Hosseini y Afshar 2017, Xu et al. 2017, Yuan et al. 2017) que incluyeron un total de
884 grupos independientes de aves evaluados mediante 1,254 cortes y 20,952
lecturas histoldgicas, asi como 956 determinaciones de energia metabolizable

aparente, 9,389 mediciones de peso corporal y 838 de conversion alimentaria.

4.3.2 Comprobacion de la validez de la data mediante meta-analisis

La diversidad de los tamarfios de los efectos en la energia metabolizable, ganancia de
peso y conversion alimentaria se muestra mediante diagramas de bosque en las
Figuras 11, 12 y 13, respectivamente. Asimismo, la distribucion de la data por
tamarios de los efectos y precision de los estudios, incluyendo los valores estimados
con la prueba de Corte y Relleno, se presentan mediante diagramas de embudo en la
Figura 14. Finalmente, en el Cuadro 9 se presentan los tamafios de los efectos
globales y sus probabilidades e intervalos de confianza y de prediccion, los
indicadores de sesgo (prueba de Egger y contraste de intervalos de confianza), y la
bondad de ajuste a la distribucion normal de los residuos de los modelos aleatorios

(ver gréaficos de cuantiles normales e histogramas en los Anexos 7 a 9).
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Referencia Tamaiio del efecto (kcal/kg)

Peso relativo Efecto [IC 95%]

Lopes et al. 2011 ——

Lopes et al. 2011 —

Lopes et al. 2011 ———

Lopes et al. 2011 ——

Khosravinia et al. 2015 —_—
Khosravinia et al. 2015 —_—
Khosravinia et al. 2015 —_—
Khosravinia et al. 2015 e
Khosravinia et al. 2015 —_—y

Lei etal. 2014 i i
Leietal. 2014 -
Leietal. 2014 -
Hosseini and Afshar 2017 -

Hosseini and Afshar 2017 —-—

Hosseini and Afshar 2017 -
Hosseini and Afshar 2017 —a—
Hosseini and Afshar 2017 el
Murakami et al. 2014 —.
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 D ——
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 —a—

Sharifi et al. 2012 —_—
Sharifi et al. 2012 —_—
Sharifi et al. 2012 —_—
Sharifi et al. 2012 A

Sharifi et al. 2012 R -
Sharifi et al. 2012 _—
Sharifi et al. 2012 e —
Sharifi et al. 2012 —_—

Wu et al. 2004 P —

Wu et al. 2004 —_—

Wu et al. 2004 D o—a—
Xuetal. 2017 P
Xu et al. 2017 ——-—

Xuetal. 2017 ——

Xuetal. 2017 ——

Xuetal. 2017 ——
Xuetal. 2017 ——
Xuetal. 2017 ——

Xu et al. 2017 —-—
Yakhkeshi et al. 2013 i

Yakhkeshi et al. 2013 s =
Yakhkeshi et al. 2013 S

Yuan et al. 2017 HIH
Yuan et al. 2017 HEH
Yuan et al. 2017 HEH
Yuan et al. 2017 HEH

Yuan et al. 2017 HH
Yuan et al. 2017 -G
Zang et al. 2009 — .
Zang et al. 2009 el

1.74% —17.00 [ =65.76, 31.76]
175% —67.00 [-115.36, ~18.64]
1.75% —28.00 [ <76.67, 20.67]
1.75% —80.00 [~128.25, ~31.75]
1.02% —2.39 [~141.42, 136.64]
1.02%  11.94 [-127.09, 150.97]
1.02%  64.49 [ =74.54,203.52]
1.11% 78.82 [ -46.97, 204.61]
1.11% —35.83 [-161.61, 89.96]
1.84% 172.00 [ 138.71, 205.29]
1.84% 139.00 [ 105.71, 172.29]
1.84% 160.00 [ 126.71, 193.29]
1.71%  23.88 [ -29.08, 76.85]
171% 1194 [ -41.02, 64.91]
1.71% 5732 4.36,110.29]
1.71%  52.55[ —0.42, 105.51]
1.71% 57.32] 4.36,110.29]
121% 119.00[ 5.36,232.64]
172%  79.00 [ 2634, 131.66]
1.72% —38.00 [ —90.66, 14.66]
0.90%  71.00 [ -86.33, 228.33]
0.90% 71.00 [ -86.33,228.33]
0.90%  17.00 [~140.33, 174.33]
0.90% —133.00 [-290.33, 24.33]
0.90% 120.00 [ ~37.33,277.33]
0.90% 31.00 [126.33, 188.33]
0.90%  86.00 [~71.33, 243.33]
0.90% —66.00 [-223.33, 91.33]
1.52%  57.32[~19.47, 134.12]
1.52%  47.77[-29.03, 124.57]
1.52% 117.03 [ 40.24, 193.83]
1.66% 119.42 [ 59.84, 179.01]
1.66%  35.83 [ -23.76, 95.41]
1.66% —11.94[~71.53, 47.64]
1.66% —95.54 [~155.12, =35.96]
1.66% 47.77[-11.81, 107.35]
1.66%  90.76 [ 31.18, 150.34]
1.66% —21.50 [ 81.08, 38.09]
1.66% 21.50 [ -38.09, 81.08]
1.84%  17.91[-15.19, 51.02]
1.84% 48.01[ 14.91, 81.11]
1.84%  93.63 [ 60.53, 126.73]
1.89% —7.17[-31.66, 17.33]
1.89% —33.44 [ -57.93, ~8.94]
1.89% —71.65 [ -96.15, —47.16]
1.89% —114.65 [~139.14, ~90.15]
1.89% —47.77 [ ~72.26,-23.27]
1.89% —69.27 [ ~93.76, ~44.77]
1.54% —72.00 [~146.84, 2.84]
1.54% —46.00 [-120.84, 28.84]

Zang et al. 2009 A 1.54% 149.00 [ 74.16,223.84]
Zang et al. 2009 : —. 1.54% 175.00 [ 100.16, 249.84]
de Oliveira et al. 2015 —— 1.57% 13.00 [ -57.76, 83.76]
de Oliveira et al. 2015 (RS —— 1.57%  49.00 [ —22.17, 120.17]
de Oliveira et al. 2015 : — . 1.55% 242.00 [ 168.56, 315.44]
Tji et al. 2001 —— 1.17% 238.85 [ 120.65, 357.05)
lji et al. 2001 —.— 1.58% 167.20 [ 97.63,236.77]
Ospina—Rojas et al. 2013 —— 1.47%  7.00 [ -75.60, 89.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 — 1.47%  16.00 [ —66.60, 98.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 — . 1.47%  38.00 [ —44.60, 120.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 ——. 1.47%  38.00 [ —44.60, 120.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 ——. 1.47%  40.00 [ —42.60, 122.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 i 1.47%  69.00 [ —13.60, 151.60]
Ospina—Rojas et al. 2013 —- 1.47% —10.00 [ -92.60, 72.60]
Freitas et al. 2008 : —— 1.60% 185.00 [ 118.20, 251.80]
Freitas et al. 2008 e 1.61%  85.00 [ 19.35,150.65]
RE Model Lo [ SR | 100.00%  37.46 [ 17.09, 57.83]

Intevalo de prediccion (95%)
Efecto, P = 0.0003 / Heterogeneidad, P = <0.0001

—400 -200 0 200 400

Tamafio del efecto (keal/kg)

[~110.26, 185.18]

Figura 11: Tamanios de los efectos en la energia metabolizable aparente



Referencia Tamaiio del efecto (g/ave/d)

Peso relativo Efecto [IC 95%]

Lopes et al. 2011 ——

Lopes et al. 2011 ——

Lopes et al. 2011 .

Lopes et al. 2011 —m
Khosravinia et al. 2015 ———
Khosravinia et al. 2015 —
Khosravinia et al. 2015 ——
Khosravinia et al. 2015 ———
Khosravinia et al. 2015 —.—

Lei et al. 2014 i
Lei et al. 2014 i

Lei et al. 2014 i
Hosseini and Afshar 2017 -
Hosseini and Afshar 2017 : -
Hosseini and Afshar 2017 ]
Hosseini and Afshar 2017 L
Hosseini and Afshar 2017 -
Murakami et al. 2014 —
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 —
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 ——

Sharifi et al. 2012 —a—
Sharifi et al. 2012 —a—

Sharifi et al. 2012 ——

Sharifi et al. 2012 ——

Sharifi et al. 2012 L
Sharifi et al. 2012 ——

Sharifi et al. 2012 Co——
Sharifi et al. 2012 —m—

Wu et al. 2004 FR S——
Wu et al. 2004 I
Wu et al. 2004 [
Xu et al. 2017 ——
Xuetal. 2017 ——

Xu et al. 2017 ——

Xu et al. 2017 —a—

Xuetal. 2017 |—.—|

Xuetal. 2017 e .

Xuetal. 2017 —

Xuetal. 2017 |—l—-—|
Yakhkeshi et al. 2013 ——
Yakhkeshi et al. 2013 D o——

Yakhkeshi et al. 2013 [

Yuan et al. 2017 HEH
Yuan et al. 2017 L 1
Yuan et al. 2017 HH

Yuan et al. 2017 -

Yuan et al. 2017 -

Yuan et al. 2017 -

Zang et al. 2009 S
Zang et al. 2009 —-—

Zang et al. 2009 —
Zang et al. 2009 Co—a—
de Oliveira et al. 2015 ——
de Oliveira et al. 2015 ——

de Oliveira et al. 2015 I
Tji et al. 2001 .

Tji et al. 2001 ——

Ospina—Rojas et al. 2013

Ospina—Rojas et al. 2013
Ospina—Rojas et al. 2013

Ospina—Rojas et al. 2013
Ospina—Rojas et al. 2013
Ospina—Rojas et al. 2013
Ospina—Rojas et al. 2013

1.81% —2.00 [ -3.90,-0.10]
1.79% —0.25[-2.23, 1.73]
1.80% —1.50 [ -3.42, 0.42]
1.80% —1.38[-3.30, 0.55]
142% 140 [-2.34, 5.14]
142% 110 [ -2.64, 4.84]
1.42%  5.60 [ 1.86, 9.34]
1.48% 1.80 [ -1.66, 5.26]
1.48% —6.30 [ -9.76, -2.84]
1.84% 648 [ 4.74, 8.21]
1.84% 433 [ 2.60, 6.07]
1.84% 4.10[ 2.36, 5.83]
1.96% 4.00[ 3.22, 4.78]
1.96% 520[ 442, 5.98]
1.96% 1.60[ 0.82, 2.38]
196% 1.60[ 0.82, 2.38]
1.96% 220[ 1.42, 2.98]
133%  2.11[-2.03, 6.25]
1.01% 320 [ -2.59, 8.99]

1.01% —10.30 [-16.09, —4.51]

1.67% 3.10] 0.52, 5.68]
1.67% —0.10 [ -2.68, 2.48]
1.67% 020 [ -2.38, 2.78]

1.67% —5.90 [ -8.48, -3.32]

1.67% 4.00 1.42, 6.58]
1.67% —1.30 [ -3.88, 1.28]
1.67% 4401 1.82, 6.98]
1.67% 0.70 [ -1.88, 3.28]
1.52% 576 [ 2.49, 9.04]
1.52%  6.05[ 2.77, 9.32]
1.52%  6.90[ 3.63, 10.18]
1.72% 043 [-1.93, 2.79]
1.72%  0.42[-1.94, 2.78]

1.72% —0.28 [ -2.64, 2.08]
1.72% —0.29 [ -2.65, 2.07]
1.15% 3.71[-131, 8.73]
1.15%  6.57[ 1.55,11.59]
1.15% —4.70 [-9.72, 0.32]
1.15% —1.84[—6.86, 3.18]
1.36% 1.10 [ -2.89, 5.09]

136%  6.00[ 2.01, 9.99]
136% 11.30[ 7.31, 15.29]
1.96% 050034, 1.34]
1.96% 0.40 [ -0.44, 1.24]
1.96% 0.51[—0.33, 1.35]

1.96% —1.88 [ ~2.72,-1.04]

1.96% —0.92 [ -1.76,-0.08]

1.96% —1.60 [ ~2.44, -0.76]

1.57% 3.80[ 0.75, 6.85]
1.57% 1.10[-1.95, 4.15]
1.57% 8.20[ 5.15,11.25]
1.57% 5.50[ 2.45, 8.55]
1.69% 638[ 3.91, 8.85]
173%  2.62[ 031, 4.92]
1.71% 4.43[ 2.04, 6.81]
1.49% 1.80[-1.59, 5.19]
1.08% 1.60 [ -3.78, 6.98]

0.53% 2.00[~7.72, 11.72]
0.53% 2.50 [-7.22, 12.22]
0.53% 3.29[-6.44, 13.01]
0.53%  0.64 [ -9.08, 10.36]
0.53% 0.21[-9.51, 9.94]
0.53% 0.93 [ -8.79, 10.65]
0.53% 2.50 [ ~7.22,12.22]

Freitas et al. 2008 - 1.97% 3.25[ 2.61, 3.89]
Freitas et al. 2008 - 1.97% 2.63[ 2.00, 3.25]
RE Model B - -l 100.00% 1.83 [ 1.00, 2.66]
Intevalo de prediccion (95%) [ —4.09, 7.74]
Efecto, P = <0.0001 / Heterogeneidad, P = <0.0001

-20 -10 0 10 20

Tamafio del efecto (g/ave/d)

Figura 12: Tamanos de los efectos en la ganancia de peso corporal



RE Model

100.00% —0.05 [-0.06, —0.03]

Referencia Tamaiio del efecto (g/g) Peso relativo Efecto [IC 95%]
Lopes et al. 2011 . 1.96% 0.08 [ 0.01, 0.15]
Lopes etal. 2011 - 1.98% 0.04 [-0.03, 0.11]
Lopes et al. 2011 - 1.97% 0.06 [-0.01, 0.13]
Lopes etal. 2011 - 1.96% 0.07 [-0.00, 0.14]
Khosravinia et al. 2015 —a— 1.09% —0.01 [-0.15, 0.13]
Khosravinia et al. 2015 — 1.09% —0.07 [-0.21, 0.07]
Khosravinia et al. 2015 —. 1.09% -0.17 [-0.31, —0.03]
Khosravinia et al. 2015 —a— 1.09% -0.01 [-0.15, 0.13]
Khosravinia et al. 2015 - 1.09% —0.04 [-0.18, 0.10]
Leietal. 2014 m 2.63% —0.10[-0.13, -0.07]
Leictal. 2014 n 2.63% —0.05 [-0.08, —0.02]
Leietal. 2014 "l 2.63% —0.06 [-0.09, —0.03]
Hosseini and Afshar 2017 HE 2.05% —0.04 [-0.11, 0.03]
Hosseini and Afshar 2017 - 2.05% 0.05[-0.02, 0.12]
Hosseini and Afshar 2017 HEH 2.05% —0.02 [-0.09, 0.05]
Hosseini and Afshar 2017 HH 2.05% —0.02 [-0.09, 0.05]
Hosseini and Afshar 2017 A 2.05% —0.04 [-0.11, 0.03]
Murakami et al. 2014 HH 2.19% —0.06 [-0.12, -0.00]
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 —— 0.69% 0.02[-0.17, 0.21]
Nourmohammadi and Khosravinia 2015 — 0.69% 0.02 [-0.17, 0.21]
Sharifi et al. 2012 : 0.03% —0.08 [-1.08, 0.92]
Sharifi et al. 2012 0.03% 0.02 [-0.98, 1.02]
Sharifi et al. 2012 0.03% 0.04 [-0.96, 1.04]
Sharifi et al. 2012 0.03% 0.10 [-0.90, 1.10]
Sharifi et al. 2012 0.03% —0.09 [-1.09, 0.91]
Sharifi et al. 2012 0.03% 0.02 [-0.98, 1.02]
Sharifi et al. 2012 0.03% —0.05[-1.05, 0.95]
Sharifi et al. 2012 v 0.03% 0.03 [-0.97, 1.03]
Wu et al. 2004 »: 2.61% —0.07 [-0.10, -0.04]
Wu et al. 2004 ™ 2.61% —0.04 [-0.07, -0.01]
Wu et al. 2004 " 2.61% —0.08 [-0.11, -0.05]
Xu et al. 2017 . 1.40% —0.10 [-0.21, 0.01]
Xu et al. 2017 - 1.40% —0.03 [-0.14, 0.08]
Xu et al. 2017 —a— 1.40% 0.00 [-0.11, 0.11]
Xuetal. 2017 - 1.40% 0.07 [-0.04, 0.18]
Xu et al. 2017 —— 0.86% —0.02 [-0.19, 0.15]
Xu et al. 2017 — 0.86% —0.04 [-0.21, 0.13]
Xu et al. 2017 - 0.86% —0.03 [-0.20, 0.14]
Xu et al. 2017 ] 0.86% —0.05[-0.22, 0.12]
Yakhkeshi et al. 2013 - 1.70% —0.05[-0.14, 0.04]
Yakhkeshi et al. 2013 = =H 1.70% —0.12 [-0.21, -0.03]
Yakhkeshi et al. 2013 .-— 1.70% —0.24 [-0.33, -0.15]
Yuan et al. 2017 0.10% —0.12 [-0.69, 0.45]
Yuan et al. 2017 0.10% —0.06 [-0.63, 0.51]
Yuan et al. 2017 : 0.10% —0.03 [-0.60, 0.54]
Yuan et al. 2017 0.10% 0.04 [-0.53, 0.61]
Yuan et al. 2017 : 0.10% 0.07 [-0.50, 0.64]
Yuan et al. 2017 0.10% 0.12 [-0.45, 0.69]
Zang et al. 2009 n 2.66% 0.02 [-0.00, 0.04]
Zang et al. 2009 ] 2.66% 0.01 [-0.01, 0.03]
Zang et al. 2009 = 2.66% —0.04 [-0.06, —0.02]
Zang et al. 2009 B 2.66% —0.05[-0.07,—0.03]
de Oliveira et al. 2015 - 1.92% —0.23 [-0.30, -0.16]
de Oliveira et al. 2015 . 1.85% —0.08 [-0.16, —0.00]
de Oliveira et al. 2015 - 1.87% —0.12 [-0.20, —0.04]
Iji et al. 2001 —.— 1.65% —0.10 [-0.19, -0.01]
Tji et al. 2001 - 1.59% —0.08 [-0.18, 0.02]
Ospina—Rojas et al. 2013 L 2.41% —0.05 [-0.09, —0.00]
Ospina—Rojas et al. 2013 [ 2.43% —0.10 [-0.15,-0.06]
Ospina—Rojas et al. 2013 - 2.44% —0.14 [-0.18, -0.10]
Ospina—Rojas et al. 2013 ] 2.47% 0.03 [-0.01, 0.07]
Ospina—Rojas et al. 2013 - 2.46% 0.04 [ 0.00, 0.09]
Ospina—Rojas et al. 2013 - 2.48% —0.01 [-0.05, 0.03]
Ospina—Rojas et al. 2013 - 2.43% —0.12 [-0.16, —0.07]
Freitas et al. 2008 n: 2.72% —0.08 [-0.10, —0.06]
Freitas et al. 2008 [ H 2.72% —0.08 [-0.10, —0.06]
(I T

Intevalo de prediccion (95%)
Efecto, P =<0.0001 / Heterogeneidad, P = <0.0001

-1.5 -1 -0.5 0

0.5

Tamafio del efecto (g/g)

[-0.16, 0.07]

Figura 13: Tamafios de los efectos en la conversion alimentaria
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Figura 14: Diagramas de embudo de los tamarios de los efectos en el valor
observado de la energia metabolizable aparente del alimento, en la ganancia de
peso y en la conversion alimentaria*

* Cada punto corresponde a uno de los 66 conjuntos de datos obtenidos. Los circulos blancos corresponden a

los valores estimados como faltantes mediante la prueba de Corte y Relleno.



Cuadro 9: Validez de la data usada para establecer relaciones entre histologia

intestinal, energia metabolizable y productividad en pollos de engorde !

Variables de respuesta

Criterio . . iy
Energia Ganancia de Conversion

metabolizable | peso corporal alimentaria

CRITERIO 1: ALTA HETEROGENEIDAD

Heterogeneidad 3 Alta Alta Alta
Prueba Q P <0.0001 P <0.0001 P <0.0001
T 74.65 kcal/kg 2.99 g/d 0.0566 g/g
|2 89.25% 93.36% 83.49%
H? 9.30 15.05 6.06

CRITERIO 2: SESGOS AUSENTES O IRRELEVANTES

Método A: Determinacién de la presencia de sesgo

Resultado No detectable | No detectable | No detectable
Prueba de Egger P =0.2807 P =0.8720 P =0.5888
Método B: Determinacion de la relevancia del sesgo *
Resultado No relevante No relevante No relevante
ICos% > superpuestos © Si Si Si
do®
Tamario del efecto global | 37.46 kcal/kg 1.83 g/d -0.046 g/g
ICos0° (17.09, 57.83) (1.00, 2.66) | (-0.064, -0.027)
dA®
Tamario del efecto global | 37.46 kcal/kg 0.50 g/d -0.069 g/g
ICos06 ° (17.09, 57.83) (-0.42,1.43) | (-0.089, -0.048)
CRITERIO 3: RESIDUOS DISTRIBUIDOS NORMALMENTE
Resultado Normal Normal Normal
Probabilidad P=0.6719 P =0.0682 P=0.3113

1 La data fue considerada valida por observarse alta heterogeneidad, pero no sesgos.

2 Las tres variables de respuesta estan expresadas en términos de sus correspondientes tamafios de
los efectos.

3 Heterogeneidad “alta”, pues un alto porcentaje (12 > 83%) de la variabilidad total es atribuible a la
heterogeneidad entre estudios.

4 La relevancia del sesgo se determind mediante la comparacion de los intervalos de confianza de
los valores de los tamarfios de los efectos obtenidos a partir de la data original (dO) y los valores
que incluyeron, ademas, los estimados como faltantes mediante la prueba de Corte y Relleno (dA).
Si ambos intervalos estuvieron superpuestos entonces el sesgo no se considerod “relevante”.

5 ICgs% = Intervalo de confianza al 95%.

6 dO = valores de los tamafios de los efectos obtenidos a partir de la data original; dA = valores que
incluyen, ademas, los estimados como faltantes mediante la prueba de Corte y Relleno.



Los resultados indican que, para las tres variables de respuesta, existe heterogeneidad
(P < 0.0001) en los tamafios de los efectos entre estudios y que esta es elevada (z, 12,
H? e IPgs%); sin embargo, no se observo sesgos mediante la prueba de Egger (P >
0.05). Asimismo, si bien la prueba de Corte y Relleno estimo valores faltantes para
ganancia de peso Yy conversion alimentaria, se observd que los intervalos de
confianza de los tamarios de los efectos globales empleando o no los valores
estimados (dA y dO, respectivamente) mostraron estar superpuestos (Cuadro 9), no
indicando sesgos relevantes al considerarse réplicas entre si (Greenwald et al. 1996).

Por ello, en adelante solo se empled la data original.

Al respecto, si bien habitualmente la ausencia de heterogeneidad en los meta-analisis
permite elaborar generalizaciones sobre el factor en evaluacion (Huedo-Medina et al.
2006), en la presente evaluacion la existencia de heterogeneidad aporta valor al

andlisis pues refleja el origen diverso de la data empleada.

Finalmente, la distribucion normal observada en los residuos de los modelos
(Shapiro-Wilk; P > 0.05) y la existencia de heterogeneidad en ausencia de sesgos

confirma la diversidad e idoneidad de la data para el desarrollo de modelos.

4.3.3  Andlisis general mediante meta-regresion

4.3.3.1 Ajuste de modelos mixtos simples

Tras ajustar los modelos mixtos simples con una uUnica variable moderadora e
identificar las apropiadas (P < 0.10) (Cuadro 10), se selecciono las siguientes:
- Para el tamafio del efecto en la energia metabolizable aparente:
o Cambio en la altura de la vellosidad en el duodeno
o Cambio en la altura de la vellosidad en el ileon
o Cambio promedio en la altura de la vellosidad en el intestino
o Cambio en la relacion RVC en el duodeno
o Cambio en la relacion RVC en el ileon

o Cambio promedio en la RVC
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Cuadro 10: Variables moderadoras de los efectos en la energia metabolizable
aparente, ganancia de peso corporal y conversion alimentaria de pollos

Variable Est|mad~o Se
1 | del tamaiio | P valor pR? AlIC BIC .y
Moderadora seleccion6
del efecto
Variable de respuesta: Tamafio del efecto en la energia metabolizable aparente (EMA)
AaVEpy 3.8450 0.0007 19.78% 744.60 751.08 Si
AaVEvye 0.6938 0.4557 0.90% 754.09 760.56 No
AaVE, 3.2293 0.0025 18.89% 746.95 753.42 Si
AaVEpr 4.2595 0.0016 20.61% 746.33 752.80 Si
ApCRpuy -0.2210 0.7634 0.00% 754.79 761.27 No
ApCRye -2.3757 0.1014 3.45% 752.24 758.72 No
ApCRiL -1.0139 0.4146 0.00% 754.08 760.56 No
ApCRpr -1.4785 0.2999 0.45% 753.77 760.24 No
ARVCpy 1.5398 0.0305 9.06% 750.39 756.87 Si
ARVCve 1.2298 0.1278 3.91% 752.63 759.11 No
ARVCi 3.2086 0.0002 23.93% 743.45 749.92 Si
ARV Cpr 2.7722 0.0034 16.42% 747.18 753.65 Si
Variable de respuesta: Tamario del efecto en la ganancia de peso corporal (GPC)
AEMA 0.7112 <.0001 52.17% 320.24 326.72 Si
AaVEpy 0.0633 0.1786 3.00% 348.85 355.32 No
AaVEye 0.0067 0.8359 0.00% 350.52 357.00 No
AaVE 0.0495 0.2809 1.15% 349.41 355.89 No
AaVEpr 0.0611 0.2761 1.21% 349.41 355.89 No
ApCRpuy -0.0202 0.4720 0.00% 350.08 356.56 No
ApCRye -0.1267 0.0263 7.04% 345.73 352.20 Si
ApCRiL -0.0317 0.4883 0.00% 350.07 356.55 No
ApPCRpr -0.0768 0.1545 1.86% 348.57 355.04 No
ARVCpy 0.0312 0.2411 1.67% 349.27 355.75 No
ARVCve 0.0384 0.2296 0.16% 349.13 355.61 No
ARVCi 0.0695 0.0668 5.69% 347.34 353.82 Si
ARVCpr 0.0630 0.0964 4.12% 347.92 354.39 Si
Variable de respuesta: Tamafio del efecto en la conversion alimentaria (CAL)

AGPC -0.0051 <.0001 41.81% -136.78 | -130.31 Si
AEMA -0.0116 0.0003 24.61% -127.91 | -121.43 Si
AaVEpy -0.0018 0.0906 5.63% -118.73 | -112.26 Si
AaVEve -0.0008 0.4746 0.00% -117.40 -110.92 No
AaVE -0.0005 0.7008 0.00% -116.40 | -109.92 No
AaVEpr -0.0020 0.1934 1.19% -118.06 | -111.59 No
ApCRpuy -0.0007 0.3138 0.43% -117.08 | -110.60 No
ApCRye 0.0024 0.1122 2.45% -118.84 | -112.36 No
ApCRiL -0.0002 0.8676 0.00% -116.49 | -110.02 No
ApPCRpr -0.0005 0.7639 0.00% -116.49 | -110.01 No
ARVCpy -0.0002 0.8312 0.00% -116.53 | -110.06 No
ARVCve -0.0010 0.2471 0.00% | -117.6401 | -111.16 No
ARVCi -0.0014 0.2122 0.00% | -117.9876 | -111.51 No
ARVCpr -0.0014 0.2639 0.00% | -117.8482 | -111.37 No

L' A, cambio (%); aVE, altura de la vellosidad; pCR; profundidad de la cripta; RVC, relacién entre
ambos; DU, duodeno; YE, yeyuno; IL, ileon; PR, promedio de las tres secciones intestinales.




- Para el tamafio del efecto en la ganancia de peso corporal:
o Cambio en el valor de energia metabolizable del alimento
o Cambio en la altura de la vellosidad en el yeyuno
o Cambio en la relacion entre aVE y la pCR en el ileon
o Cambio promedio en laRVC
- Para el tamafio del efecto en la conversion alimentaria:
o Cambio en la ganancia de peso corporal
o Cambio en la energia metabolizable aparente del alimento

o Cambio en la altura de la vellosidad en el duodeno

En las Figuras 14 a 27 se presentan los ploteos de las relaciones entre las variables de
respuesta y cada variable moderadora seleccionada. Cada grafico consta de 66
tamarios de efectos (puntos) que corresponden a las 66 comparaciones disponibles
entre tratamientos (registros). Asimismo, de acuerdo con el método de Minimos
Cuadrados Ponderados, el tamafio de cada punto y su influencia en el ajuste del
modelo es proporcional a la inversa de las correspondientes varianzas (Viechtbauer
2010), siendo entonces mayor la influencia cuanto mayor la precision. Los limites
internos (lineas discontinuas, - - - -) y externos (lineas punteadas, -+ ) representan

los intervalos de confianza (95%) y prediccion (95%), respectivamente.

4.3.3.2  Ajuste de modelos mixtos multiples

En la Figura 28 se presenta la matriz de correlaciones entre las diferentes variables
en estudio y sus probabilidades, la misma que se empled para identificar relaciones
de multicolinealidad. Es importante resaltar que las variables que en realidad son el
promedio de otras, como la altura promedio de la vellosidad en el intestino (AaVErr)
obtenida al promediar los valores del duodeno (AaVEpbu), yeyuno (AaVEve) e ileon
(AaVEiL), fueron incluidas como herramientas para reducir la multicolinealidad
(Imdadullah et al. 2016). En dicha figura se observa que incrementos en la altura de
la vellosidad, y en la relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la
cripta, estan positivamente correlacionados con incrementos en la EMA. Asimismo,
incrementos en la EMA estan positivamente correlacionados con incrementos en la

ganancia de peso y estos, a su vez, con reducciones en la conversion alimentaria.
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Figura 28: Matriz de correlaciones! entre las variables? empleadas para

determinar las relaciones entre histologia intestinal, absorcion de nutrientes y

comportamiento productivo de pollos de engorde

Las variables empleadas en la evaluacion se presentan en el eje oblicuo. A la derecha, los
coeficientes de correlacion y sus respectivas probabilidades; a la izquierda, el ploteo de los valores
observados. Los coeficientes de correlacion de Pearson y probabilidades se presentan en negro y
azul, respectivamente. Los recuadros sombreados con colores en tonos de azul o rojo indican
correlaciones positivas 0 negativas, respectivamente, y cuanto mayor la intensidad del color méas
distante de cero el coeficiente de correlacion.
Las variables (eje oblicuo) estan expresadas en términos de unidades de cambio (%), donde: A =
cambio (%), aVE = altura de las vellosidades intestinales, pCR = profundidad de las criptas, RVC
= relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta, DU = duodeno, YE =
yeyuno, IL = ileon, PR = valor promedio de las tres secciones (duodeno, yeyuno, ileon), AME =
valor observado en el experimento de energia metabolizable aparente del alimento, GPC =
ganancia de peso corporal, CAL = conversion alimentaria.




Empleando las variables moderadoras que mostraron relacién significativa (P < 0.10)
con los efectos en las variables de respuesta (Cuadro 10) se ajustd modelos mixtos
multiples usando un procedimiento manual para controlar la multicolinealidad sin
eliminar variables moderadoras innecesariamente (Mangiafico 2015, p. 216-228). La
mayoria de los modelos obtenidos fueron descartados por presentar inestabilidad en
los coeficientes y sus probabilidades, o porque al menos una variable moderadora
mostré una aparente relacion no significativa (P > 0.05) por la multicolinealidad. En

el Cuadro 11 se muestran los modelos seleccionados.

Asi, ademas de los modelos simples, para el efecto en la EMA se obtuvo un modelo
que incluyd, como variables moderadoras, los cambios en la altura de la vellosidad
en el duodeno (P < 0.01) y en la relacion entre la altura de vellosidad y la
profundidad de la cripta en el ileon (P < 0.01). Asimismo, para el efecto en la
conversion alimentaria se obtuvo un modelo que incluy6, como variables
moderadoras, el cambio en el valor observado de energia metabolizable aparente del
alimento (P < 0.10) y el cambio en la ganancia de peso corporal (P < 0.01). Sin
embargo, para el efecto en la ganancia de peso no se obtuvo ningn modelo que

incorporara al menos dos variables moderadoras con P < 0.10.

Cabe destacar particularmente que, si bien el modelo N° 7 (pR? 16.42%) para el
tamafio del efecto en el valor de la EMA incorpora AaVEbu y ARVCiL como
variables predictoras, ofrece menor capacidad de explicar la heterogeneidad entre
estudios que los modelos simples que incluyen las mismas variables (pR?: 19.78 y
23.93%, respectivamente) debido a la multicolinealidad. Consecuentemente, el

modelo maltiple presenta mayores valores de AIC y BIC que los modelos simples.

En base a las pendientes de los modelos simples, es posible establecer que, por cada
punto porcentual de incremento en la altura de la vellosidad en el duodeno, ileon o en
el promedio de las tres secciones intestinales, se observan incrementos de 3.80, 3.2y
4.3 kcal/lkg en la energia metabolizable aparente del alimento (EMA),
respectivamente. Asimismo, por cada punto porcentual de incremento en la relacion

entre la altura de la vellosidad y la profundidad de cripta en el duodeno, en el ileon o
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Cuadro 11: Modelos que describen las relaciones entre histologia intestinal,

energia metabolizable y comportamiento productivo de pollos de engorde *

N° Modelo pR% %| AIC | BIC
TeEEMA = 21.6839 + 3.8450 AaVEpu

1] ICos% 1.04242.33 1.63a6.06 19.78 |744.60|751.80
P valor 0.0395 0.0007
TeEMA = 30.7304 + 3.2293 AaVE,L

2 | ICes%  11.55a49.91 1.14a5.32 18.89 |746.95|753.42
P valor 0.0017 0.0025
TeEMA = 222823 + 4.2595 AaVEepr

3 | ICosu 1.56a43.01 1.61a6.91 20.61 |746.33|752.80
P valor 0.0351 0.0016
TeEMA = 36.8842 + 1.5398 ARVCpu

4 | ICes  17.28256.49 0.14a2.94 9.06 |750.39(756.87
P valor 0.0002 0.0305
TeEEMA = 32.8449 + 3.2086 ARVC,L

5| ICesw  14.45a51.24 1.49a4.92 23.93 |743.45|749.92
P valor 0.0005 0.0002
TeEMA = 31.0378 + 2.7722 ARVCpr

6 | ICes%  11.65a50.43 0.92a4.63 16.42 |747.18|753.65
P valor 0.0017 0.0034
TeEEMA = 22.1501 + 2.8772 AaVEpy + 2.5196 ARVC,_

7 | ICos% 29924131 0.71a5.05 0.81a4.23 16.42 |747.18|753.65
P valor 0.0235 0.0093 0.0039
TeGPC = 0.9202 + 0.7112 AEMA

8 | ICos% 0.24a1.60 0.49a0.93 52.17 |320.24|326.72
P valor 0.0077 <.0001
TeGPC = 1.9962 — 0.1267 ApCRye

9 | ICos% 1.18a2.81 -0.24a-0.02 7.04 |345.73|352.20
P valor <.0001 0.0263
TeGPC = 1.6917 + 0.0695 ARVC,_

10 | ICos% 0.87a251 -0.01a0.14 5.69 |347.34(353.82
P valor <.0001 0.0668
TeGPC = 1.6439 + 0.0630 ARVCpr

11| 1Ces% 0.80a249 -0.01a0.14 412 |347.92|354.39
P valor 0.0001 0.0964
TeCAL = -0.0156 - 0.0051 AGPC

12| ICes%  -0.0420.00 -0.01a0.00 41.81 |-136.8|-130.3
P valor 0.1162 <.0001
TeCAL = -0.0232 - 0.0116 AEMA

13| ICes%  -0.0420.00 -0.02a-0.01 24.61 |-127.9|-121.4
P valor 0.0285 0.0003
TeCAL = -0.0370 - 0.0018 AaVEpu

14| ICes%  -0.062-0.02 -0.004a0.000 5.63 |-118.7 (-112.3
P valor 0.0005 0.0906
TeCAL = -0.0102 - 0.0055 AEMA - 0.0041 AGPC

15| ICos% -0.03a20.01 -0.012a0.001 —0.006 a —0.002 44.43 |-133.7|-125.1
P valor 0.3228 0.0945 0.0004

1

Variables expresadas en unidades (%) de cambio (A) o tamafios de los efectos (Te): aVE = altura
(um) de la vellosidad, pCR = profundidad (um) de la cripta, RVC = aVE/pCR, DU = duodeno,
YE = yeyuno, IL = ileon, PR = promedio (DU, YE, IL), EMA = energia metabolizable aparente
= estadistico
pseudo R?. AIC y BIC = criterios de informacion Akaike y bayesiano, respectivamente.

(kcal/kg), GPC = ganancia de peso (g/d), CAL = conversion alimentaria. pR?




en el promedio de las tres secciones intestinales, se observa incrementos de 1.5, 3.2y
2.8 kcal/kg en la EMA, respectivamente.

Por otro lado, es posible afirmar que, a cada punto porcentual de incremento en el
valor observado de energia metabolizable aparente en el alimento, se asocian 0.7 g/d
adicionales en la ganancia diaria de peso corporal (GPC). Asimismo, a cada punto
porcentual de incremento en la relacion entre la altura de la vellosidad y la
profundidad de la cripta en el ileon y en el promedio de las tres secciones
intestinales, se asocian 0.07 y 0.06 g/d adicionales en la GPC. Sin embargo, por cada
punto porcentual de incremento en la profundidad de la cripta en el yeyuno se
observa una reduccion en 0.13 g/d en la GPC. Al respecto, van Dijk et al. (2002)
refieren una relacion lineal directa entre la ganancia de peso y la altura de las
vellosidades intestinales, mientras que la menor ganancia de peso asociada a mayores
profundidades de la cripta se explica por la mayor actividad proliferativa vy,

consecuentemente, mayor gasto nutricional de mantenimiento (Moran 1985).

Finalmente, respecto al tamafio del efecto en la conversion alimentaria (CAL) se
observa que, por cada punto porcentual de incremento en la ganancia de peso
corporal, en el valor observado de energia metabolizable aparente del alimento o en
la altura de la vellosidad intestinal en el duodeno, se encuentran valores de CAL
menores en 0.005, 0.012 y 0.002 unidades (g/g), respectivamente. Al respecto,
Hayakawa et al. (2014) observaron una relacion lineal (R? = 0.98) inversamente
proporcional entre la conversion alimentaria y la altura de la vellosidad en el yeyuno,
siendo la conversion menor en 0.22 g/g por cada unidad (um) de incremento en la

altura de la vellosidad.

Si bien no se detect6d relaciones estadisticamente significativas (P > 0.10) entre
algunas variables moderadoras y las variables de respuesta evaluadas, es importante
destacar que, como en cualquier prueba estadistica, la ausencia de significancia
puede deberse a una real ausencia del efecto en estudio o0 a que dicho efecto no pudo
ser detectado por la sensibilidad actual del analisis. En consecuencia, también en
meta-regresion es importante no concluir que el efecto evaluado no existe tomando

como base probabilidades (P valor) no significativas (Borenstein et al. 2009e,
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Higgins y Altman 2011), para evitar la falacia comtin llamada “aceptando la nula”
(Dragicevic 2016).

Por otro lado, se observa que la eficiencia de los modelos para explicar la
heterogeneidad entre estudios, en base a los valores observados del estadistico pR?,
en los tamarfios de los efectos en el valor observado de energia metabolizable en el
alimento, en la ganancia de peso corporal y en la conversion alimentaria varia entre
9.06 y 23.93%, entre 4.12 y 42.17% Yy entre 5.63 y 44.43%, respectivamente. Al
respecto, Hughes et al. (2000) reportaron que menos del 20% de la variacion en los
valores observados de energia metabolizable aparente estuvieron asociados a
caracteristicas macroscopicas estructurales como los pesos relativos del duodeno,
yeyuno o ileon en funcion al peso metabdlico o a caracteristicas microscopicas como
la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta en dichas secciones
intestinales. Asimismo, Hughes (2003) report6 que 33% de la variacion individual en
los valores observados de energia metabolizable estuvieron asociados a cambios

morfoldgicos en la mucosa intestinal, principalmente la profundidad de la cripta.

Cabe destacar que la relacion observada en el presente analisis entre un efecto en el
valor observado de energia metabolizable del alimento y el tamafio del efecto en la
ganancia de peso (Cuadro 11, modelo N° 8; Figura 21) o en la conversion alimentaria
(Cuadro 11, modelo N° 13; Figura 26) es consistente con el conocimiento general en
nutricion avicola y con la mayor ganancia de peso y menor conversion alimentaria
reportada en experimentos especificos cuanto mayor es el contenido de energia
metabolizable aparente en el alimento (McKinney y Teeter 2004, Vieira et al. 2015,
Stefanello et al. 2017). Dicha consistencia no solo corrobora, a partir de data masiva,
lo reportado en la literatura, sino que, ademas, demuestra una vez mas (Cho et al.
2013, Boerman et al. 2015, Brunetti et al. 2017, Willis y Riley 2017) la validez de la

aplicacion de meta-regresion para el estudio de relaciones entre variables.

Respecto a la consistencia de la relacion entre las variables moderadoras
consideradas en el presente andlisis y las variables de respuesta, si bien se encuentra
una alta variabilidad en dicha relacion, los intervalos de confianza al 95% obtenidos

para los coeficientes asociados a cada variable moderadora —en su rol como variable
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predictora— (Cuadro 11), particularmente en el caso del tamafio del efecto en el valor
observado de energia metabolizable aparente en el alimento (modelos 1 al 6), se
verifica intervalos de confianza con rangos con valores positivos. Esto indica que, si
bien el grado de asociacion entre las caracteristicas histoldgicas y la energia
metabolizable observada varia, su relacion de proporcionalidad es consistentemente
directa. Lo mismo se verifica en la relacion entre el valor observado de energia
metabolizable (modelo N° 8) o la profundidad de la cripta en el yeyuno (modelo N°
9) y la ganancia de peso corporal, en que la relacion es consistentemente directa en el
primer caso e inversa en el segundo. De igual forma, cambios en la ganancia de peso
corporal o en el valor observado de energia metabolizable en el alimento o en la
altura de la vellosidad en el duodeno son de forma consistente inversamente

proporcionales a los cambios en la conversion alimentaria.

Por otro lado, la comparacion de valores estimados mediante el contraste de sus
respectivos intervalos de confianza al 95% permite establecer un criterio para evaluar
la sensibilidad relativa de las variables moderadoras. Al respecto, en el contexto de la
estimacion, es posible afirmar que dos valores estimados o intervalos se replican
entre si cuando cumplen con algun criterio de proximidad como la superposicion de

sus intervalos de confianza (Greenwald et al. 1996).

Asi, al comparar los intervalos de confianza 95% de las pendientes de los modelos
simples N° 4 y 5 (Cuadro 11), es posible afirmar que si bien los cambios en la
relacion vellosidad/cripta en el duodeno y en el ileon no muestran diferencias
estadisticamente significativas (P>0.05) en su sensibilidad para predecir el tamafio
del efecto en el valor observado de energia metabolizable del alimento; el cambio en
la relacion vellosidad/cripta en el ileon presenta como ventajas un intervalo de
confianza relativamente menor en relacion al valor estimado, mayor indice pR? y
menores valores AIC y BIC. De igual manera, respecto a la altura de las
vellosidades, el ileon ofrece también un intervalo de confianza relativamente menor,
en relacion al valor estimado, que el duodeno para predecir el valor observado de
energia metabolizable del alimento. Asimismo, se observa que los modelos N° 10 y
11, presentan el mismo intervalo de confianza para su respectiva variable

moderadora, por lo que no es posible afirmar que obtener el valor del cambio en la
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relacion vellosidad/cripta en el promedio de las tres secciones intestinales aporte

alguna ventaja respecto al valor proveniente Unicamente del ileon.

Es importante considerar que para la extrapolacion de los resultados del presente
andlisis se debe tener presente los limites de la data empleada (Anexo 6) y los
criterios de exclusion considerados que, entre otros, han dejado fuera del universo de
datos analizados aquellos provenientes de experimentos en que por la propia
naturaleza quimica o bioldgica del factor en evaluacion se pudiera afectar la salud
intestinal. Asi, por ejemplo, no fueron incluidos en el analisis trabajos que
incluyeron, como factor en evaluacion, niveles incrementales de aminas biogénicas
(Hashemi et al. 2014a, Hashemi et al. 2014b). Al respecto, se ha reportado
incrementos en las alturas de las vellosidades intestinales no asociados a un mejor
estado de salud y/o mayor capacidad de absorcion de nutrientes, sino a condiciones
desfavorables para la absorcidn de nutrientes como micotoxicosis asociada a menor
ganancia de peso y mayor conversion alimentaria en cerdos (Duan et al. 2014),
ingesta elevada de lectinas y fito-hemaglutininas de frejol comdn (Phaseolus
vulgaris L.) asociada a menor absorcion de glucosa en ratas (Nciri et al. 2015),
exclusion de nutrientes en el duodeno mediante la aplicacion de mangas duodenales
endoluminales en ratas (Habegger et al. 2014), reseccion parcial del intestino
(Yamauchi 2007, Yamauchi et al. 2010), desafio de coccidia (Fernando y McCraw
1973), y competencia por el alimento con la microbiota intestinal (Cook y Bird 1973;
Forder et al. 2007).

Habitualmente, se ha considerado que la altura de la vellosidad intestinal y la
profundidad de la cripta son indicadores importantes de la salud del intestino y que
estan directamente relacionados con la capacidad de la membrana intestinal para
absorber nutrientes. Asimismo, que tedricamente la altura de la vellosidad intestinal
refleja el balance entre la actividad proliferativa en las criptas y la descamacion
producida principalmente por agentes agresores externos (Nciri et al. 2015). Los
resultados obtenidos en la presente evaluacion respecto a la relacion directa entre la
altura de la vellosidad y la energia metabolizable observada en el alimento (modelos
1, 2 'y 3) demuestran que lo que hasta la fecha era solo una hipdtesis y se empleaba
para explicar respuestas bioldgicas (Ferraris y Diamond 1997, Mathlouthi et al.
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2002, van Dijk et al. 2002, Maneewan y Yamauchi 2005, Mitchell y Moreté 2006,
Rajput et al. 2013, Lei et al. 2015, Heak et al. 2017) es verificable mediante el

analisis del conjunto masivo de datos disponibles en la literatura.

44  DISCUSION GENERAL

La industria avicola destina importantes recursos a la investigacion en nutricion y
alimentacion para optimizar la eficiencia productiva y econdémica, y mejorar la
calidad de sus productos. Sin embargo, la informacion obtenida suele es empleada de
forma sub-Optima en parte porque las pruebas de campo carecen de la suficiente
sensibilidad estadistica y, por otro lado, porque la informacion disponible en la
literatura no es explotada en su totalidad. En ambos casos, integrar de forma objetiva
la informacion disponible permite alcanzar conclusiones con mayor certeza
estadistica y encontrar patrones no detectables en base a la informacion de un solo
experimento. Considerando los resultados del presente estudio, la aplicacion
extensiva de técnicas de meta-analisis para el procesamiento de la data proveniente
de diferentes experimentos permitira incrementar la utilidad de la informacion que

tienen a su disposicion los profesionales en nutricion.

Para el disefio del presente estudio se consideré como foco de atencion la conversién
alimentaria, pues de ella depende en gran medida la viabilidad economica de las
operaciones avicolas. Al respecto, han sido abordados tres aspectos criticos en la
investigacién en nutricion avicola sobre la conversion alimentaria, cada uno de los
cuales presenta diferentes oportunidades de mejora para la industria y la academia,
diferentes oportunidades para su aplicacion y diferentes niveles de complejidad
(Cuadro 12). Asi, en el presente estudio se busco (1) determinar, mediante meta-
analisis, el efecto de una intervencion dada sobre la conversion alimentaria, en que
resulta dificil tener la sensibilidad estadistica necesaria (Evaluacion N° 1), (2)
evaluar, empleando meta-regresion y la informacion disponible en la literatura,
posibles efectos sobre las caracteristicas histologicas del intestino, pues se presume
que estan correlacionadas con la conversiéon alimentaria (Evaluacién N° 2), y (3)
determinar la veracidad y consistencia de dicha supuesta correlacion mediante la

aplicacion de una nueva técnica de meta-analisis (Evaluacion N° 3).
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Cuadro 12: Estrategia empleada para el disefio general del estudio y su justificacion

Criterio

Evaluacion N° 1

Evaluacion N° 2

Evaluacion N° 3

Foco principal

Conversién alimentaria

Conversién alimentaria

Conversién alimentaria

Condicion limitante para
la investigacion

Los experimentos suelen no tener
suficiente sensibilidad para
detectar diferencias pequefias, pero
econémicamente  criticas, en
conversion alimentaria.

No se emplea toda la data
disponible para comprender cémo
una estrategia nutricional ejerce su
influencia en la conversion
alimentaria.

Asunciones respecto a la relacion
que algunos indicadores tienen con
la conversion alimentaria son
tomadas como ciertas, constantes e
invariables.

Oportunidad de mejora

Mejorar la probabilidad de detectar
diferencias entre tratamientos en la
conversion alimentaria cuando
estas realmente existen.

Emplear una estrategia diferente
para comprender mecanismos no
evidentes en estudios especificos
sobre la conversion alimentaria o
sus indicadores.

Conocer que tan real y consistente
es una asuncion respecto a la
validez de una variable como
indicador de productividad vy
eficiencia nutricional.

Aplicacion en el presente
estudio

Determinar el efecto de un aditivo
al alimento sobre la conversion
alimentaria en base a resultados de
pruebas independientes, sin efectos
estadisticamente significativos.

Determinar el efecto de las fitasas

sobre las caracteristicas
histolégicas de la  mucosa
intestinal.

Determinar si la relacién entre las
caracteristicas histologicas de la
mucosa intestinal, los indicadores
de absorcion de nutrientes y el
comportamiento productivo es real
y constante.

Adicién de valor

Favorecer la toma de decisiones.

Mejorar el entendimiento de los
mecanismos de accion.

Mejorar la capacidad para elaborar
inferencias.

Aplicacion en la industria Alta Media Media
Aplicacion en la academia Media Alta Alta
Complejidad Baja Media Alta




Los resultados observados en la Evaluacion N° 1 demuestran que es posible
incrementar el poder estadistico de un analisis, al integrar los resultados obtenidos en
diferentes experimentos. Esto resulta de particular interés cuando se trata de
experimentos llevados a cabo en condiciones de campo en gque usualmente el nimero

de repeticiones es reducido.

Por otro lado, los resultados observados en la Evaluacion N° 2 demuestran no solo
que el uso de fitasas estd asociado a mejores indicadores de histologia intestinal,
como la profundidad de la cripta o la relacion entre la altura de la vellosidad y la
profundidad de la cripta, lo que representa un potencial menor gasto nutricional en el
mantenimiento de la funcion proliferativa de la mucosa intestinal (Yamauchi 2002;
Martinez et al. 2019a; Maharjan et al. 2021c), sino que plantea, ademas, un posible
mecanismo para explicar los beneficios del uso de este tipo de aditivos, ademas del
incremento de la disponibilidad de fésforo fitico (Wealleans et al. 2016) y de la

reduccion de las pérdidas de proteinas endégenas (Onyango et al. 2009),

Finalmente, los resultados de la Evaluacion N° 3 validan la relacion que existe entre
las caracteristicas histomorfometricas de la mucosa intestinal, el valor observado de
energia metabolizable aparente del alimento, como indicador de absorcién de

nutrientes, y el comportamiento productivo.

Respecto a la Evaluacion N° 3 y a la validez del universo de datos empleado, es
importante considerar que con frecuencia las bases de datos meta-analiticas
presentan data incompleta y, consecuentemente, la data estd desbalanceada y los
efectos de los factores no son ortogonales (independientes), lo que puede conllevar
problemas como la existencia de puntos de apalancamiento, valores anomalos,
colinealidad entre covariables y variables desconectadas (Sauvant et al. 2008). Por
esta razon, si bien existe una abundante cantidad de articulos cientificos que reportan
resultados en algunas de las variables estudiadas, para este analisis y con la finalidad
de respaldar la fortaleza de las inferencias, se emple6d unicamente aquellos articulos
que presentaron resultados disponibles de todas las variables en estudio; es decir, las

dos mediciones histoldgicas criticas en las tres secciones intestinales, el valor
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observado de energia metabolizable aparente del alimento, la ganancia de peso y la

conversion alimentaria.

Asimismo, es importante considerar que al igual que en cualquier estudio, también
cuando se aplican técnicas de meta-analisis, se debe ser cauteloso evitando generar
inferencias de causa efecto cuando en realidad algunos casos —como de meta-
regresion— pueden, aunque no necesariamente, solo establecer relaciones de
asociacion (Rothstein et al. 2013). Tal es el caso de los resultados observados en la
Evaluacion N° 3, en que formalmente no es posible establecer relaciones causa-
efecto entre las caracteristicas histoldgicas del intestino, el valor observado de
energia metabolizable aparente del alimento y la ganancia de peso y conversion
alimentaria. Por el contrario, debido a las caracteristicas de la data empleada en las
Evaluaciones N° 1y 2, en estas si fue posible establecer relaciones causa-efecto
tomando como base los respectivos resultados, pues los efectos generales observados

son consecuencia de la aplicacion de tratamientos.

Por otro lado, las técnicas de meta-analisis generalmente son empleadas para
determinar el tamarfio del efecto de un factor Gnico y para ello se analiza el conjunto
de datos disponibles provenientes de experimentos donde dicho factor comun ha sido
empleado en los tratamientos (Viechtbauer 2010). Sin embargo, en el presente
estudio, se ha empleado un enfoque novedoso, no reportado previamente en la
literatura, para estudiar las relaciones existentes entre variables, pero empleando
como tamafio del efecto las diferencias de medias. Asi, en el presente estudio no se
han analizado un conjunto de experimentos donde el factor en evaluacion es comun.
Es decir que en la Evaluacion N° 3 el enfoque no ha sido determinar el tamafio del
efecto global de una intervencion particular, sino estrictamente estudiar la relacion
entre los cambios porcentuales en las variables moderadoras y los tamafios de los
efectos observados en las variables de respuesta. De esta forma, se han podido
emplear datos provenientes de experimentos donde los factores en evaluacion fueron
diversos (Martinez et al. 2019b).

Los resultados del presente estudio indican que es posible optimizar la forma en que

es utilizada la data proveniente de la investigacion en nutricion avicola, empleando
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técnicas de meta-analisis. Las técnicas aplicadas en el presente estudio pueden ser
aplicadas tanto a proyectos de alta complejidad en que el objetivo es comprender los
mecanismos de accion que explican respuestas observadas en variables tan
importantes como la conversion alimentaria, como a aquellas pruebas préacticas
llevadas a cabo rutinariamente por la industria con la finalidad de respaldar la toma
de decisiones, donde la conversion alimentaria es también la variable de respuesta
critica. Las técnicas de meta-analisis presentadas ofrecen, ademas, oportunidades de
aplicacion con gran valor en éareas tan diversas como la determinacion de
requerimientos nutricionales, la determinacion de la eficacia relativa de diversos
aditivos al alimento, o el desarrollo de modelos de prediccion de respuesta

productiva y econdémica.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos bajo las condiciones de la presente investigacién permiten

llegar a las siguientes conclusiones:

1. La aplicacion de meta-andlisis para el analisis conjunto de nueve experimentos
realizados en condiciones comerciales de campo incremento el poder estadistico
del andlisis y permitié detectar diferencias estadisticamente significativas no
evidentes en los experimentos independientes. Se detectdé que el aditivo
fitogénico evaluado favorece el comportamiento productivo siendo las aves mas
eficientes para transformar el alimento en peso corporal (35 g menos alimento
por kg de peso corporal obtenido). La aplicacion de meta-andlisis puede
favorecer la toma de decisiones; sobre todo cuando se trata de variables de
respuesta que, como la conversion alimentaria, requieren mayor sensibilidad

estadistica.

2. Incrementos en la altura de las vellosidades o en la relacion entre esta y la
profundidad de la cripta estan directamente relacionados con mayores valores de
energia metabolizable aparente del alimento y estos, a su vez, con mayores
ganancias de peso corporal. Incrementos en la ganancia de peso, en la energia
metabolizable aparente y en la altura de las vellosidades en el duodeno estan
directamente relacionados con una menor conversion alimentaria. Estas
relaciones han sido descritas cuantitativamente mediante modelos matematicos,
que permiten determinar en qué medida los cambios en una variable estan
asociados a cambios en otras variables. La altura de las vellosidades y su relacion
con la profundidad de las criptas pueden ser empleadas como indicadores de

absorcion de nutrientes para suministrar energia.



3. La aplicacién de meta-analisis y meta-regresion permitié detectar efectos de las
fitasas no evidentes en los experimentos independientes. La reduccion en el
contenido de fosforo afecta negativamente la longitud de las vellosidades
intestinales y la relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la
cripta. El uso de fitasas en dosis elevadas, y considerando su matriz nutricional
de fosforo (uso matrizado), favorece la relacion entre la altura de la vellosidad y
la profundidad de la cripta. La relacion Ca/PD influye en la altura de la
vellosidad cuando las fitasas se emplean sin considerar su aporte nutricional (uso
on top). El uso de fitasas on top reduce la profundidad de las criptas, sin afectar
negativamente la altura de las vellosidades intestinales, siendo dicho efecto
mayor cuanto menor la edad de las aves. Consecuentemente, se incrementa la

relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta.

4. Lainfluencia positiva que las fitasas ejercen en las caracteristicas histoldgicas de
la mucosa intestinal, asociada a la relacién entre las caracteristicas histoldgicas
del intestino, el valor observado de energia metabolizable del alimento y el
comportamiento productivo, sugieren un posible nuevo mecanismo de accion de

las fitasas.

5. En el presente estudio, la aplicacion de meta-analisis permitié incrementar el
poder estadistico, comprender mejor la forma en que estrategias nutricionales
influyen en la respuesta biologica de los pollos de carne, validar supuestos

fisiolégicos y desarrollar modelos matematicos permitentes.
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VI. RECOMENDACIONES

Aplicar técnicas de meta-analisis para el procesamiento de datos de multiples
experimentos con un mismo factor en evaluacion y para verificar la consistencia

entre la informacion provista por los proveedores y la obtenida en campo.

Evaluar, mediante meta-regresion, la relacion entre histologia intestinal y
eficiencia productiva cuando los tratamientos evaluados incluyen factores de
riesgo de enteritis. Asimismo, investigar qué factores influyen en la elongacién
de las vellosidades intestinales no asociada a un mejor desarrollo o capacidad de
absorciéon de nutrientes, sino a hiperplasia inflamatoria y a la concomitante

menor absorcidn de nutrientes y eficiencia productiva.

Validar la relacion observada entre histologia intestinal y eficiencia productiva
mediante un meta-analisis de mayor envergadura, suprimiendo el criterio de
inclusion empleado en el presente estudio respecto a la disponibilidad de data

sobre el valor observado de energia metabolizable como variable de respuesta.

Desarrollar, mediante meta-analisis, modelos matematicos para determinar el
namero minimo de repeticiones y el nimero de aves a muestrear, principalmente

en experimentos donde las variables histoldgicas son las fundamentales.

Aplicar técnicas de meta-analisis, empleando diversos tipos de tamafios del
efecto, para la determinacion de requerimientos nutricionales, de valores de
biodisponibilidad relativa de fuentes de nutrientes, para el estudio del

metabolismo energético y la comparacion de sistemas de energia, entre otros.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Efecto de un aditivo fitogénico sobre el peso corporal, consumo de

alimento y conversién alimentaria de pollos de engorde

Tratamiento Experimentos
y repeticion | EX1 | EX2 | EX3 | EX4 | EX5 | EX6 | EX7 | EX8 | EX9
Peso corporal, kg/ave
1 2.458 | 3.067 | 2.790 | 2.962 | 2.756 | 2.853 | 2.605 | 2.794 | 2.948
2 2.645 | 3.177 | 3.005 | 2.894 | 3.023 | 2.911 | 2.795 | 2.986 | 2.771
1 3 2.795 | 3.477 | 3.162 | 2.607 | 2.691 | 3.025 - 2.909 -
4 - 3.297 | 2.554 - 2.932 | 2.730 - - -
5 - 2.642 - - 2.973 - - - -
6 - - - - 3.169 - - - -
1 2.940 | 3.348 | 3.101 | 2.715 | 2.706 | 2.858 | 2.619 | 2.972 | 2.774
2 2.673 | 2.965 | 3.094 | 2.929 | 3.174 | 3.052 | 2.712 | 3.027 | 2.877
9 3 2.512 | 3.293 | 2.977 | 2.610 | 3.127 | 3.076 - 2.819 -
4 - 3.181 | 2.598 - 3.087 | 3.141 - - -
5 - 3.321 - - 3.180 - - - -
6 - - - - 2.951 - - - -
Consumo de alimento, kg/ave
1 4.583 | 5.454 | 4.920 | 5.027 | 4.917 | 4.864 | 4.852 | 5.086 | 4.784
2 4.987 | 5.238 | 5.046 | 5.139 | 5.331 | 5.150 | 4.930 | 4.895 | 5.072
1 3 14788 | 5.836 | 5.238 | 4.755 | 4.850 | 5.320 - 5.159 -
4 - 6.023 | 4.660 - 5.081 | 5.445 - - -
5 - 5.005 - - 5.142 - - - -
6 - - - - 5.084 - - - -
1 5.502 | 6.307 | 5.210 | 4.791 | 4.347 | 5.169 | 4.822 | 4.881 | 4.722
2 4.691 | 4.838 | 5.114 | 4.768 | 4.748 | 5.476 | 4.896 | 5.063 | 4.735
) 3 14107 | 6.391 | 4776 | 4.661 | 5.573 | 5.369 - 5.159 -
4 - 5.469 | 4.523 - 5.321 | 5.497 - - -
5 - 5.839 - - 5.233 - - - -
6 - - - - 5.001 - - - -
Conversion alimentaria
1 1.865 | 1.779 | 1.763 | 1.697 | 1.784 | 1.705 | 1.863 | 1.820 | 1.623
2 1.886 | 1.649 | 1.679 | 1.776 | 1.763 | 1.769 | 1.764 | 1.639 | 1.831
1 3 1.713 | 1.678 | 1.656 | 1.824 | 1.802 | 1.759 - 1.773 -
4 - 1.827 | 1.825 - 1.733 | 1.994 - - -
5 - 1.894 - - 1.729 - - - -
6 - - - - 1.604 - - - -
1 1.871 | 1.884 | 1.680 | 1.765 | 1.607 | 1.809 | 1.842 | 1.642 | 1.702
2 1.755 | 1.632 | 1.653 | 1.628 | 1.496 | 1.794 | 1.805 | 1.673 | 1.646
2 3 1635 | 1.941 | 1.604 | 1.786 | 1.782 | 1.746 - 1.830 -
4 - 1.720 | 1.741 - 1.723 | 1.750 - - -
5 - 1.758 - - 1.646 - - - -
6 - - - - 1.695 - - - -
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ANEXO 2. Efecto de un aditivo fitogénico sobre la mortalidad e indice de

eficiencia productiva de pollos de engorde

Tratamiento Experimentos
y repeticion | Ex1 | EX1 | EX1 | EX1 | EX1 | EX1 | EX1 | EX1 | EX1
Mortalidad, %

1 405 | 250 | 3.90 | 5.10 | 1250 | 450 | 468 | 3.99 | 4.17
2 3.03 | 5.00 | 489 | 402 | 0.00 | 546 | 3.79 | 423 | 3.75

1 3 469 | 0.00 | 3.81 | 443 | 1250 | 4.12 - 3.23 -
4 - 2.50 | 452 - 12.50 | 4.52 - - -
5 - 0.00 - - 0.00 - - - -
6 - - - - 0.00 - - - -
1 317 | 5.00 | 3.17 | 465 | 0.00 | 3.91 | 3.01 | 3.99 | 4.56
2 398 | 0.00 | 473 | 351 | 1250 | 4.12 | 417 | 3.06 | 3.66

5 3 403 | 250 | 4.17 | 4.28 | 12.50 | 4.23 - 3.75 -
4 - 250 | 5.12 - 12.50 | 5.12 - - -
5 - 2.50 - - 12.50 - - - -
6 - - - - 0.00 - - - -

indice de eficiencia productiva

1 |301.2]400.2 |362.1 | 394.3|321.8|380.5|317.3 |351.0 4144
2 1323.8|435.9|405.2 |372.5|408.3 | 370.5|362.9 | 415.4 | 346.8

1 3 [370.2 4934 |437.2 3254 | 311.0 | 392.7 - 378.0 -
4 - 418.9 | 318.1 - 352.4 | 311.2 - - -
5 - 332.2 - - 409.3 - - - -
6 - - - - 470.3 - - - -
1 |362.2|402.0|425.6 | 349.3 | 401.0 | 361.6 | 328.4 | 413.6 | 370.2
2 |348.2|432.6 |424.7 | 413.4 | 442.2 | 388.3 | 342.7 | 417.7 | 401.0

5 3 [350.9|393.9|4235|333.1|365.6 | 401.8 - 353.1 -
4 - 429.4 | 337.1 - 373.2 | 405.4 - - -
5 - 438.5 - - 402.5 - - - -
6 - - - - 414.6 - - - -
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ANEXO 3. Resumen de estadisticas de las variables empleadas en las meta-

regresiones del efecto de la reduccion de fosforo sobre la histologia

intestinal (Evaluacion N° 2)

Variable Media Minimo Maximo DeS\{iacién
estandar
Efecto sobre la altura de las vellosidades
Reduccidn (puntos %) en PD 0.119 0.060 0.200 0.042
% Ca en la dieta control 0.836 0.550 0.950 0.126
% PD en la dieta control 0.380 0.235 0.465 0.059
Rel. Ca/PD en dieta control 2.22 1.67 3.05 0.34
Dias de edad 26.8 18 42 7.1
N° aves muestreadas 18.2 10 32 8.0
N° repeticiones 6.8 5 8 1.1
Efecto sobre la profundidad de las criptas
Reduccion (puntos %) en PD 0.119 0.060 0.200 0.042
% Ca en la dieta control 0.836 0.550 0.950 0.126
% PD en la dieta control 0.380 0.235 0.465 0.059
Rel. Ca/PD en dieta control 2.22 1.67 3.05 0.34
Dias de edad 26.8 18 42 7.1
N° aves muestreadas 18.2 10 32 8.0
N° repeticiones 6.8 5 8 1.1
Efecto sobre la relacion vellosidad/cripta
Reduccion (puntos %) en PD 0.119 0.060 0.200 0.042
% Ca en la dieta control 0.836 0.550 0.950 0.126
% PD en la dieta control 0.380 0.235 0.465 0.059
Rel. Ca/PD en dieta control 2.22 1.67 3.05 0.34
Dias de edad 26.8 18 42 7.1
N° aves muestreadas 18.2 10 32 8.0
N° repeticiones 6.8 5 8 1.1
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ANEXO 4. Resumen de estadisticas de las variables empleadas en las meta-

regresiones del efecto de las fitasas matrizadas sobre la histologia

intestinal (Evaluacion N° 2)

Variable Media Minimo Maximo D::é?g;?n
Efecto sobre la altura de las vellosidades
Reduccidn (puntos %) en PD 0.097 0.000 0.200 0.062
Dosis (FTU/Kg) de fitasa 1976 150 5000 1992
% Ca en la dieta control 0.834 0.550 0.950 0.108
% PD en la dieta control 0.360 0.235 0.465 0.076
Rel. Ca/PD en dieta control 2.39 1.67 3.05 0.42
Dias de edad 25.9 18 42 8.3
N° aves muestreadas 16.3 10 32 6.4
N° repeticiones 6.9 5 8 1.0
Efecto sobre la profundidad de las criptas
Reduccion (puntos %) en PD 0.097 0.000 0.200 0.062
Dosis (FTU/kg) de fitasa 1976 150 5000 1992
% Ca en la dieta control 0.834 0.550 0.950 0.108
% PD en la dieta control 0.360 0.235 0.465 0.076
Rel. Ca/PD en dieta control 2.39 1.67 3.05 0.42
Dias de edad 25.9 18 42 8.3
N° aves muestreadas 16.3 10 32 6.4
N° repeticiones 6.9 5 8 1.0
Efecto sobre la relacion vellosidad/cripta
Reduccion (puntos %) en PD 0.097 0.000 0.200 0.062
Dosis (FTU/kg) de fitasa 1976 150 5000 1992
% Ca en la dieta control 0.834 0.550 0.950 0.108
% PD en la dieta control 0.360 0.235 0.465 0.076
Rel. Ca/PD en dieta control 2.39 1.67 3.05 0.42
Dias de edad 25.9 18 42 8.3
N° aves muestreadas 16.3 10 32 6.4
N° repeticiones 6.9 5 8 1.0
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ANEXO 5. Resumen de estadisticas de las variables empleadas en las meta-

regresiones del efecto de las fitasas on top sobre la histologia

intestinal (Evaluacion N° 2)

Variable Media Minimo Maximo DeS\{iacién
estandar
Efecto sobre la altura de las vellosidades
Dosis (FTU/Kkg) de fitasa 938 500 4000 501
% Ca en la dieta control 0.869 0.550 1.000 0.093
% PD en la dieta control 0.415 0.290 0.450 0.035
Rel. Ca/PD en dieta control 2.10 1.67 3.24 0.23
Dias de edad 23.8 7 42 12.3
N° aves muestreadas 20.2 10 50 10.1
N° repeticiones 8.9 3 25 5.3
Efecto sobre la profundidad de las criptas
Dosis (FTU/Kkg) de fitasa 938 500 4000 501
% Ca en la dieta control 0.869 0.550 1.000 0.093
% PD en la dieta control 0.415 0.290 0.450 0.035
Rel. Ca/PD en dieta control 2.10 1.67 3.24 0.23
Dias de edad 23.8 7 42 12.3
N° aves muestreadas 20.2 10 50 10.1
N° repeticiones 8.9 3 25 5.3
Efecto sobre la relacion vellosidad/cripta
Dosis (FTU/Kg) de fitasa 964 500 4000 379
% Ca en la dieta control 0.818 0.550 1.000 0.135
% PD en la dieta control 0.398 0.290 0.450 0.060
Rel. Ca/PD en dieta control 2.09 1.33 3.24 0.43
Dias de edad 23.0 7 42 11.2
N° aves muestreadas 19.2 10 50 7.6
N° repeticiones 8.9 3 25 4.0
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ANEXO 6. Resumen de estadisticas de

Evaluacién N° 3

las variables

empleadas en

Variable Media Minimo Maximo Desv. estandar
AaVEpu 431 -11.64 33.71 8.43
AaVEve 5.45 -16.28 61.43 12.79
AaVEiL 2.25 -20.08 25.49 8.94
AaVEpr 4.00 -11.90 20.77 7.23
ApCRDU 4.43 -14.89 77.55 14.41
ApCRvE 0.88 -13.11 19.44 7.21
ApCRIL -0.03 -23.68 30.20 9.08
ApCRpr 1.76 -13.32 22.60 7.54
ARVCpu 1.20 -32.71 49.57 14.92
ARVCvye 5.76 -15.64 41.69 12.83
ARVCiL 1.96 -27.36 28.03 10.46
ARVCpr 2.97 -18.92 28.78 10.42
AEMA 1.32 -4.21 7.86 2.71
AGPC 3.57 -14.58 24.19 7.66
ACAL -1.88 -16.91 8.05 4.57

129




ANEXO 7. Ploteo de cuantiles normales e histograma de distribucion de los

Cuantiles muestrales
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ANEXO 8. Ploteo de cuantiles normales e histograma de distribucion de los

Cuantiles my
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ANEXO 9. Ploteo de cuantiles normales e histograma de distribucion de los
residuos del modelo aleatorio para conversion alimentaria

(Evaluacion N° 3)
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