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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inclusion de un antibidtico (LincoSpectin),
Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces boulardii en la dieta para lechones recién
destetados sobre algunas caracteristicas de la fisiologia digestiva. Se utilizaron un total de 40
lechones Fertilis 20xG Performance de 19.8 + 1.56 dias de edad, con 6.2 + 1.79 kg de peso
vivo, los lechones se distribuyeron segun un disefio completamente al azar en 4 tratamientos,
con 10 repeticiones por tratamiento. Los tratamientos experimentales consistieron en una
dieta basal (control negativo) sin antibidtico, una con antibiotico, una con S. cerevisiae o con
S. boulardii. A los 7 y 14 dias posdestete se sacrificaron 5 cerdos por tratamiento. Los
resultados muestran que a los 7 dias posdestete, los animales alimentados con LincoSpectin
y 8. boulardii aumentaron la actividad de la amilasa pancreatica con respecto a los animales
que consumieron las dietas con S. cerevisiae y la dieta basal (P<0.001). Ademas, la actividad
de la tripsina de los cerdos alimentados con la dieta de S. cerevisiae se increment6 (P<0.05)
con respecto a los lechones del tratamiento con S. boulardii. Asimismo, la actividad de la
quimotripsina aument6 en los lechones alimentados con S. cerevisiae y la dieta basal, con
relacién a los demas tratamientos (P<0.05). A los 14 dias posdestete, la actividad de la
amilasa de los lechones del tratamiento con S. cerevisiae fue menor que los lechones de la
dieta basal (P<0.05) y la-actividad de la tripsina y quimotripsina no mostrd diferencias entre
tratamientos (P>0.05). La inclusion de S. boulardii provocd la mayor produccion de acido
acético, propidnico y butirico, mientras que los animales del control negativo tuvieron la
mayor concentracion de acido valérico, acido isobutirico, isovalérico e isocaproico, a los 7y
14 dias. A los 7 dias posdestete se observo una gran relacion entre la distribucion bacteriana
en los animales que consumieron antibidtico, S. cerevisiae 'y S. boulardii. Sin embargo, a los
14 dias posdestete, los lechones del tratamiento con S. cerevisiae no tuvieron agrupacion de
las poblaciones bacterianas, mientras que los tratamientos con dieta basal y S. boulardii,
tuvieron gran agrupacion de las poblaciones bacterianas. La inclusidon de LincoSpectin, S.
cerevisiae o S. boulardii a la dieta de lechones recién destetados modifica la actividad de las
enzimas pancreaticas, el perfil de dcidos grasos volatiles y la distribucion de las poblaciones

bacterianas del colon.
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Palabras clave: levadura, probidtico, destete, enzima pancredtica, acido graso volatil,
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ABSTRACT

In order to evaluate the effect of the inclusion of an antibiotic (LincoSpectin), Saccharomyces
cerevisiae or Saccharomyces boulardii in the diet for freshly weaned piglets on some
characteristics of digestive physiology. A total of 40 Fertilis 20xG Performance piglets of
19.8 + 1.56 days of age were used, with 6.2 £ 1.79 kg of live weight, the piglets were
distributed according to a completely randomized design in 4 treatments, with 10 repetitions
per treatment. The experimental treatments consisted of a basal diet (negative control)
without antibiotic, one with antibiotic, one with S. cerevisiae or with S. boulardii. At 7 and
14 days post-southeast 5 pigs were slaughtered per treatment. The results show that at 7 days
post-southeast, the animals fed with LincoSpectin and S. boulardii increased the activity of
pancreatic amylase with respect to the animals that consumed the diets with S. cerevisiae and
the basal diet (P<0.001). In addition, the trypsin activity of pigs fed the S. cerevisiae diet was
increased (P<0.05) with respect to piglets treated with S. boulardii. Likewise, chymotrypsin
activity increased in piglets fed S. cerevisiae and the basal diet, in relation to the other
treatments (P <0.05). At 14 days post-southeast, the amylase activity of the piglets of the S.
cerevisiae treatment was lower than the piglets of the basal diet (P<0.05) and the activity of
trypsin and chymotrypsin showed no differences between treatments (P>0.05). The inclusion
of S. boulardii caused the highest production of acetic, propionic and butyric acid, while the
negative control animals had the highest concentration of valeric acid, isobutyric acid,
isovaleric and isocaproic acid, at 7 and 14 days. At 7 days post-southeast a great relationship
was observed between the bacterial distribution in the animals that consumed antibiotics, S.
cerevisiae and S. boulardii. However, at 14 days post-southeast, the piglets from the S.
cerevisiae treatment did not have a grouping of the bacterial populations, while the treatments
with a basal diet and S. boulardii had a large grouping of the bacterial populations. The
inclusion of LincoSpectin, S. cerevisiae or S. boulardii in the diet of freshly weaned piglets
modifies the activity of pancreatic enzymes, the profile of volatile fatty acids and the

distribution of bacterial populations of the colon.

Keywords: yeast, probiotic, weaning, pancreatic enzyme, volatile fatty acid, microbiota
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I. INTRODUCCION

El consumidor moderno busca alimentos con caracteristicas nutritivas excepcionales y
que a la vez aporten salud y bienestar, es por eso que las caracteristicas cualitativas de los
alimentos son de cardcter prioritario (Arvanitoyannis et al., 2017). A nivel mundial, la
produccion porcina representa una opcion importante para suministrar al hombre proteinas
de origen animal, significativa no solo por la preferencia de la poblacidn, sino porque produce
la mayor cantidad de carne en un periodo de tiempo mas corto (Més-ef al., 2016). En la
busqueda de alternativas para la produccion y comercializacion de carne, se presta cada vez
mayor atencidn al cerdo como fuente estable y saludable de proteinas para la alimentacion

humana (Yan et al., 2012).

En los nuevos esquemas de produccion, los lechones que se destetan precozmente
(entre los 15 y 28 dias de edad) son sometidos a estrés ambiental y nutricional, lo que provoca
la proliferacion de bacterias patdgenas intestinales (Escherichia coli, Clostridium perfringens
y Salmonella Typhimurium), sindrome diarreico, retraso en el crecimiento y trastornos en su
sistema inmunoldgico (Campbell et al, 2013). La mortalidad en lechones es una de las
principales causas de pérdidas.econdmicas en la industria porcina, con tasas que varian entre

el 10y el 20 % (Cai et al., 2014).

Los antibiéticos se han suplementado en las dietas de los animales para corregir los
problemas del tracto gastrointestinal (TGI), incrementar los indicadores productivos y
reducir la incidencia de diarrea (Hernandez y Curbelo, 2015). Sin embargo, en los ultimos
afios, la comunidad cientifica tiene gran interés en eliminar o minimizar el uso de antibidticos
a niveles sub-terapéuticos como promotores de crecimiento, debido a que estos pueden
incrementar el numero de cepas bacterianas resistentes, asi como transferir resistencia
cruzada a otros microorganismos, con implicaciones negativas para la salud humana y animal

(Figueroa et al., 2006).

Por tal razon, en la actualidad existe una tendencia, cada vez mas creciente, a la

utilizacioén de aditivos inocuos, como alimentos funcionales y nutraceuticos (Pandey et al.,



2019). Segun Wan et al. (2018) y Nawab et al. (2019), los probidticos son considerados una
alternativa para reemplazar los antibioticos, desde el punto de vista técnico, econémico y
biologico por la seguridad de su inclusion y su efecto sobre la fisiologia de los animales. Las
investigaciones muestran que los probidticos suplementados en las dietas de cerdos tienen
un efecto positivo sobre el aumento del peso vivo, salud intestinal, digestibilidad de los
nutrientes, respuesta inmune, capacidad antioxidante, disminucion de la incidencia de
diarrea, modulacidon de una mejor exclusion bacteriana competitiva benéfica, aumento de la
produccion de AGVs de cadena no ramificada y disminucion de los AGVs de cadena

ramificada (Asaduzzaman et al., 2018; Anadon et al., 2019).

La S. cerevisiae es un hongo unicelular, especificamente una levadura utilizada
industrialmente en la fermentacion de sustratos para la obtencidon de alimentos y bebidas,
tales como pan, vino y cerveza (Wang ef al., 2015). Ademas de las bondades que presenta S.
cerevisiae en la industria de bebidas y alimentos ha sido empleada como probidtico en las
dietas de los animales para disminuir el usode antibiéticos promotores de crecimiento (APC),
debido a sus efectos sobre los indicadores productivos, microbiota intestinal, indice de
diarreas, respuesta antiinflamatoria intestinal, salud e integridad de la mucosa intestinal,
ademas de la secrecion de metabolitos que mejoran la respuesta inmunologica (Zanello et al.,

2011).

Por otro lado, 1a.S. boulardii es una cepa de levadura tropical aislada por primera vez
en las frutas del lichi y del mangostan en 1923 por el cientifico francés Henri Boulard. Es
muy parecida a la S. cerevisiae pero distinta en muchas de sus caracteristicas taxonomicas,
metabdlicas y genéticas (Malgoire et al., 2005; Lukaszewicz, 2012). No obstante, otros

autores consideran la S. boulardii una subespecie de la S. cerevisiae (Gagnon et al., 2007).

S. boulardii ha probado ayudar a mantener y restaurar la flora intestinal natural en el
intestino grueso y delgado y se clasifica como probidtico cuando es suministrada de forma
viva y prebiotico cuando se suministra de manera muerta teniendo en cuenta las
caracteristicas que ofrece la pared celular. Martins et al. (2013), reportaron que la variedad

bulardii es efectiva contra bacterias patogenas y disminuye la inflamacién causada por


https://es.wikipedia.org/wiki/Levadura
https://es.wikipedia.org/wiki/Litchi_chinensis
https://es.wikipedia.org/wiki/Mangost%C3%A1n
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Henri_Boulard&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
https://es.wikipedia.org/wiki/Flora_intestinal
https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino_grueso
https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino_delgado
https://es.wikipedia.org/wiki/Probi%C3%B3tico

enfermedades en el TGI. Ademas, tiene el potencial de influir en la diversidad bacteriana
(Gagnon et al., 2007), reduce la translocacion bacteriana (Lessard et al., 2009) y disminuye

la unién de E. coli enterotoxigénica a la mucosa ileal (Daudelin ez al., 2011).

En este sentido, Sanders et al. (2018) informaron que algunos beneficios clinicos
probablemente se derivan de estos mecanismos compartidos, lo que sugiere.que existen
efectos probioticos especificos de especie o de subespecie. A pesar de todos los beneficios
de las Saccharomyces, no se dispone de informacion suficiente acerca de su empleo como

probiotico en las dietas de los cerdos recién destetados.

El estudio de estas cepas de levaduras en forma de un aditivo probiotico constituye una
atractiva alternativa para ser considerada en la alimentacion de especies monogastricas y en
particular para los cerdos que poseen baja inmunidad especifica, alta presencia de bacterias
patogenas latentes y altos niveles de estrés posdestete. Ya que podria mejorar las condiciones

del TGl y la fisiologia digestiva de los lechones recién destetados.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. ;Por qué producir carne de cerdo?

Desde la década de los afios 50°s del pasado siglo hasta la fecha, el crecimiento de la
poblacion se ha incrementado considerablemente desde 2,540,807,495 en el afio 1951 hasta
7,669,109,078 habitantes al 1 de enero de 2019 (Figura 1). En América Latina ya son 600
millones de habitantes, equivalentes al 8,6 % del total de la poblacion mundial,
especificamente en México, hay 134,114,268 personas, siendo el décimo pais mas poblado

del mundo (ONU, 2019).

Figura 3. Poblacion mundial desde 1951 hasta 2019 (ONU, 2019).
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Asimismo, se estima que el crecimiento poblacional acelerado continte
desenfrenadamente. Segin el Departamento de Asuntos Econdémicos y Sociales de las
Naciones Unidas (ONU, 2019), en el planeta Tierra para el afio 2050 viviran mas de 9.7 mil

millones de personas (Figura 2) y en América Latina habra 750 millones de habitantes (FAO,

2019a).

Vale la pena destacar que existe una relacion directamente proporcional entre el
crecimiento poblacional y la cantidad de hambrientos en el planeta. Debido a la guerra
econdmica entre las grandes potencias mundiales, el encarecimiento gradual, y al parecer

imparable, del costo de los alimentos y el aumento de la pobreza, debido a la inequidad entre



pobres y ricos, en América Latina existen mas de 56 millones de personas hambrientas (FAO,

2019a).

Figura 4. Estimacion del crecimiento poblacional hasta 2050 (ONU, 2019).
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Ante esta situacion, la Organizacion de Naciones Unidas (ONU, 2019) ha declarado la
produccion de alimento como el desafio nimero uno, a cumplir con urgencia y prioridad. Se
estima que la produccion de alimentos para el afio 2050 incremente en un 70 %, no obstante,

se deben tener en cuenta los efectos del cambio climético y el calentamiento global.

Por otro lado, a pesar del incremento de las personas veganas y vegetarianas (Dodd et
al., 2019) y la propaganda negativa sobre los efectos perjudiciales de la carne de cerdo para
la salud humana (Licata, 2019); cada vez se presta mayor atencién al cerdo como fuente
estable y saludable de proteinas para la alimentacion humana (Chang et al., 2019), debido a
su precio accesible y la creciente confianza de los consumidores. Segtin la FAO (2019b) el
consumo per capita mundial anual de carne de cerdo en el 2018 fue de 12.3 kg de carne en
canal, mas que el de carne de res (6.5 kg) y menor que la de pollo (14.2 kg). Se estima que

el consumo mundial crezca 1.6 % este afio (USDA, 2019).

También, la carne de cerdo en 2018 fue de mayor produccion que la carne de pollo y
res, las tres de mayor preferencia y consumo mundial. De acuerdo con la USDA (2019) la
tasa de produccién mundial para el 2019 serd de 1.4 %, con un méaximo histérico de

produccion de 114.6 millones de toneladas. Los principales productores mundiales son:



China, la Unién Europea (UE), Estados Unidos (EU), Rusia y Brasil, sin embargo, China con
49.6 %, la UE con 18.7 %, y EU con 8.7 %, del total mundial, son los mas importantes

consumidores.

En México en el 2018, la carne de cerdo ocup¢ la tercera posicion entre los productos
carnicos, con 1.5 millones de toneladas, después de la carne de pollo con 3.3 lumillones de
toneladas y la carne de res con 1.98 millones de toneladas. De acuerdo con datos de la FAO
(2019b), el consumo per capita anual de carne de cerdo en México es de 12.8 kg, mayor que
el de la carne de res (9.1 kg), pero menor que la carne de pollo (27.6 kg). Vale la pena destacar
que la produccion mexicana de cerdo es insuficiente para cubrtir la‘demanda, por tanto, es
necesario importar carne, principalmente de Estados Unidos-y Canada. Para el afio actual se
prevé un aumento en las exportaciones y una disminucién.en las importaciones, debido a un

incremento en la produccion (3.5 %) y una disminucién en el consumo (1 %) (SIAP, 2019).

La actividad porcicola en México enfrenta diversos retos relacionados con la
productividad, los costos de produccion y la.integracion mas eficiente de la cadena de valor,
entre otros (Gaucin, 2019). La premisa de los productores porcicolas es garantizar altos
niveles de productividad y rentabilidad en esta especie, para asi garantizar la satisfaccion de

la poblacidn, en cantidad y calidad necesarios.
2.2. ;Como alimentar al cerdo para incrementar la produccion?

Los cerdos son animales heterdtrofos y necesitan carbohidratos, grasas, proteinas,
vitaminas, agua y minerales, para la sintesis y conservacion de muchos de los compuestos de
sus células constituyentes (Villee, 1988). El cerdo es un animal monogastrico de

caracteristicas alimenticias omnivoras que consume alimentos de origen vegetal y animal.

Como se menciona en el numeral 2.1, el cerdo ocupa el primer lugar en el mundo como
productor de carnes rojas. Los altos niveles de produccidon del cerdo se deben a su alta
prolificidad, facil manejo, gran adaptabilidad a diferentes ambientes y a cualquier grado de
especializacion (pequefia, mediana o gran escala), ademas, consume gran diversidad y

volumen de alimentos, principalmente, los no convencionales que compiten menos con el



consumo humano. Es una especie que posee alta eficiencia bioldgica en la transformacion de
los alimentos en carne y grasa, sobre todo, las caracteristicas y sabor de sus carnes permite

la elaboracidn de gran cantidad de derivados.

Vale la pena destacar que con los adelantos cientificos la produccion de cerdos no solo
se encamina para producir carne y derivados, sino que otras aplicaciones y utilidades se le
descubren: de su pancreas se obtiene insulina indispensable para diabéticos, se hacen
implantes de algunas partes del pancreas en el hombre (Sanchez Rivero, 2007; Sabogal et al.,
2017); de la glandula pituitaria se obtiene la hormona ACTH, para el tratamiento de
reumatismos y otras dolencias de curso inflamatorio (Suarez, 1951); de la tiroides se
formulan medicamentos para personas con trastornos en dicha glandula (Mayo Clinic, 2018);
del corazon se obtienen valvulas para trasplantes en humanos (Andnimo, 2013); de la piel se
hacen injertos exitosos en caso de quemaduras graves; de la sangre de cerdos genéticamente
modificados se puede producir hemoglobina humana, pudiendo ser conservada por meses

(Bazéan Milidn et al., 2004).

La alta eficiencia y rentabilidad de la industria porcina depende del sistema de
produccion aplicado. Segtin la FAO (2019b), los sistemas de produccidn se clasifican segiin
sus insumos en altos, medios y bajos, ademas pueden ser intensivos, extensivos e intermedios
segun su nivel de tecnificacion. En cualquiera de los sistemas empleados la alimentacion
representa el 80 % de los costos de produccion, por eso se presta especial atencion a la

formulacion y balanceo de las raciones que reciben los animales.

Especificamente en los sistemas intensivos se emplean animales de un alto valor
genético que demandan una estricta formulacién de sus raciones, en base a la digestibilidad
ileal de los nutrientes esenciales. Las dietas deben cumplir con los requerimientos en
cantidades y calidad necesarios para permitir la expresion del maximo potencial genético de

los animales (Rostagno et al., 2011).

A nivel mundial los sistemas de alimentacidn porcinos estan divididos por fases, segiin
la categoria, el sexo, la edad, peso, etc. Para la categoria de destete-crecimiento, el NRC

(2012) recomienda que las dietas para cerdos deben ser formuladas por el peso de los cerdos,



segun los requerimientos de nutrientes esenciales de los cerdos teniendo en cuenta que estos
cambian constantemente segun varios factores. Por otro lado, Rostagno ez al. (2011), sugiere
un sistema trifasico, segun las condiciones del Brasil. En México se utiliza principalmente
las recomendaciones de la NRC, no obstante, no se formula estrictamente segun el peso de
los lechones, estd en dependencia del poder econdomico de los duefios de los sistemas de

crianza semi-intensivos.

Los requerimientos nutricionales de los cerdos dependen de varios factores, como raza,
linaje genético, sexo, heterosis, etapa de desarrollo del animal, consumo de racion, nivel
energético de la dieta, disponibilidad de nutrientes, temperatura ambiente, humedad del aire,
estado sanitario del animal, entre otros (Rostagno et al., 2011). Ademas, la preocupacion
principal no debe ser apenas la de formular raciones de costo minimo. Es importante la
elaboracion de raciones que permitan un menor costo de produccion, o sea, que proporcionen

la mejor productividad posible a un menor costo (Rostagno et al., 2011).

Todas las categorias de produccion son importantes, no obstante, se debe prestar mayor
atencion a la alimentacidén de los lechones recién destetados. El destete de los lechones
provoca diferentes situaciones de estrés, principalmente de tipo alimenticio, ya que, al
separarlos de su madre pasan de una dieta liquida a so6lida, con otros niveles y tipos de
nutrientes, lo que estimula una disminucion del consumo en las primeras semanas, sindrome
diarreico y retraso en el crecimiento (Campbell ef al., 2013). También, el poco desarrollo del
sistema digestivo, inmunologico, endocrino y la microbiota intestinal benéfica, provoca una
disminucioén en la salud intestinal y pérdidas en los costos de produccion (Reis de Souza et

al., 2012).
2.3. ;Qué es la salud intestinal?

El tracto gastrointestinal es un ecosistema activo en constante cambio, por lo tanto, la
salud intestinal podria ser definida como la capacidad del TGI de mantenerse en equilibrio
(Melin et al., 1997). Sin embargo, segin Kogut y Arsenault (2016), ain no existe una
definicidn cientifica para el concepto de salud intestinal, a pesar de ser un tema cada vez mas

importante y popular en la nutriciéon animal.



La integracién de la morfofisiologia, secreciones digestivas, microbiologia
(microbiota) e inmunologia intestinal, determinan el establecimiento y mantenimiento de la
homeostasis (Celi et al., 2019), que combinado con el efecto de la dieta y los aditivos pueden
lograr condiciones de salud y bienestar en los animales, que disminuyen los costos

productivos y aumentan los indicadores de calidad (Pluske y Zentek, 2019).
2.3.1. Sistema digestivo de los cerdos

Los cerdos obtienen sus nutrientes, agua y electrolitos mediante el sistema digestivo.
Anatémicamente el TGI esta formado por: la boca, glandulas salivales, faringe, esofago,
estomago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon), intestino grueso (ciego, colon y
recto), ademas de las glandulas anexas: higado y pancreas (Grossman y Sisson, 2000). Desde
el punto de vista histologico estd formado por cuatro capas principales: la mucosa, que
comprende células epiteliales (enterocitos, células endocrinas y otras); la ldmina propia y la
muscularis mucosae; la submucosa; dos capas musculares, una interna gruesa y circular y

otra externa fina y longitudinal (Cunningham y Klein, 2014).

El TGI tiene seis funciones principales: ingestion, motilidad, secrecion, digestion,
absorcién y almacenamiento (Cunningham y Klein, 2014). Ademas, elimina los desechos

solidos y es barrera protectora contra microorganismos y parasitos.

La ingestion es el proceso mecanico de toma de los alimentos, masticacion y deglucion.
La motilidad intestinal permite llevar los alimentos de un lugar al siguiente, romperlos
fisicamente 'y mezclarlos con las secreciones digestivas. Las secreciones digestivas son
esenciales para desarrollar el entorno acuso dptimo para la digestion y absorcion, no obstante,
para mantener la homeostasis corporal se hace imperativa la necesidad de reabsorber los
electrolitos y agua secretados en el lumen intestinal. La digestion se realiza por la accion de
enzimas digestivas que hidrolizan las macromoléculas del alimento en compuestos mas
simples capaces de atravesar las membranas intestinales. Después de la digestion se realiza
el transporte de moléculas simples a través de las paredes de las vias digestivas, este proceso

se conoce como absorcidn (Villee, 1988; Cunningham y Klein, 2014).



El correcto funcionamiento morfofisiolégico del sistema digestivo, regula la
homeostasis del organismo, permite la entrada de nutrientes al sistema sanguineo, el

desarrollo productivo de los animales y el mantenimiento de la salud intestinal.
2.3.2. Secreciones del aparato digestivo

Los procesos de digestion y absorcion solo pueden desarrollarse en el entorno acuoso
proporcionado por las secreciones digestivas de los drganos intestinales o las glandulas
anexas (Cunningham y Klein, 2014). Una correcta funcionalidad de la digestion y absorcion
permite la entrada eficiente de nutrientes y electrolitos al organismos, manteniendo y

regulando la homeostasis del animal.

Las secreciones del aparato digestivo comienzan desde la boca, a medida que se
mastican los alimentos se van mezclando con secreciones producidas por las glandulas
salivales: pardtidas, mandibulares y sublinguales. Ademas de lubricar el bolo alimentico para
facilitar la deglucién, la saliva tiene propiedades antibacterianas por la presencia de
anticuerpos y enzimas lisozimas. También, presenta actividad digestiva incompleta, contiene
amilasa salival y lipasa lingual, encargadas de iniciar la degradacion de los carbohidratos y
lipidos. Asimismo, las secreciones salivales actuan como reguladoras de la temperatura

corporal (Cunningham y Klein, 2014).

La zona glandular de la mucosa gastrica estd dividida en tres regiones: mucosa del
cardias, mucosa parietal y mucosa pilorica, las glandulas presentes en estas zonas presentan
diferentes funciones, tales como: secrecion de HCI, secrecion de mucus, produccion de
células de la mucosa géastrica, secrecion de pepsindgeno y quimosindgeno (precursores
inactivos de las enzimas gastricas pepsina y quimosina) y produccién de la hormona gastrina
(células G de la mucosa pildrica). Vale la pena destacar que las secreciones de HCI y gastrina
se estimulan por la liberacion de acetilcolina, debido a que la presencia de alimento no
digerido en el estomago envia impulsos parasimpaticos vagales sobre el sistema nervioso
entérico. Asimismo, por accidén de la gastrina y la acetilcolina se produce histamina en la
mucosa parietal, encargada de amplificar la produccion de acido gastrico (Cunningham y

Klein, 2014).
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También en el intestino delgado se secretan electrolitos, hormonas y enzimas que
contribuyen al proceso de digestion y absorcion del alimento. Las principales hormonas que
se producen en el duodeno y el yeyuno son: secretina, gastrina, colecistocinina, péptido
inhibidor gastrico y motilina. Asimismo, se producen enzimas disacaridasas encargadas de
la fase membranosa de la digestion de los carbohidratos: lactasa, maltasa, isomaltasa,
sacarasa, ademas de la enzima enterocinasa encargada de activar la tripsina pancreatica

(Cunningham y Klein, 2014).

La hormona secretina es producida por las células S del duodeno y la parte superior del
yeyuno. Las células G del duodeno secretan la hormona gastrina al igual que la mucosa del
antro y el piloro del estomago. La colecistocinina es producida por las células endocrinas I 'y
las neuronas entéricas del duodeno, ademas se puede producir también en el yeyuno y el
ileon. El péptido inhibidor géstrico es producido por las células K del intestino proximal. La
motilina es sintetizada por las células M del duodeno y en menor medida por el yeyuno. Las
enzimas disacaridasas se producen en el interior de los enterocitos y luego se proyectan hacia
la superficie luminal de la membrana apical. La enterocinasa es producida por las células de

la mucosa duodenal (Guyton et al, 2006; Cunningham y Klein, 2014).

El higado, la glandula mds grande del organismo, tiene muchas funciones, entre las que
se encuentra la secrecion de bilis al sistema digestivo, muy importante para la digestion de
las grasas (Grossman y Sisson, 2000). La bilis esta formada por 4cidos biliares (4cido célico,
desoxicolico, hiodeoxicdlico, quenodesoxicolico, ursodesoxicolico, ademas, los secundarios
los 4cidos litocdlico, glicocolico y taurocolico), también presenta agua, fosfolipidos

(lecitina), colesterol y pigmentos biliares (bilirrubina y biliverdina) (Guyton et al., 2006).

El pancreas es una masa difusa e irregular de tejido situado entre el asa duodenal
(Grossman y Sisson, 2000), formado por dos tipos de tejido glandular (Cunningham y Klein,
2014), lo que le permite tener una funcioén endocrina (produccion hormonal) y otra exocrina
(secreciones digestivas) (Villee, 1988). Menos del 10 % de la masa del pancreas corresponde
a una pequefia porcion de células conocidas como islotes de Langerhans, encargados de la

produccion de las hormonas insulina y glucagon (Reece ef al., 2015). La mayor parte del
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tejido pancredtico es el pancreas exocrino, implicado en la elaboracién de secreciones
digestivas conocidas como jugo pancreatico. El jugo pancredtico es un liquido claro y acuoso,
que se vierte al duodeno, con pH aproximado de 8.5, definitivamente alcalino y esencial para
neutralizar el quimo dacido procedente del estomago, ademas de su composicién
hidroelectrolitica es rico en enzimas que hidrolizan proteinas, carbohidratos, lipidosy acidos

nucleicos (Villee, 1988; Cunningham y Klein, 2014).
2.3.2.1. Enzimas pancredticas

La digestion de las proteinas y los carbohidratos en los cerdos se lleva a cabo mediante
diferentes tipos de enzimas digestivas en las diferentes partes del tracto gastrointestinal: a-
amilasa pancredtica 2A, a-amilasa pancreatica 2B,  carboxipeptidasa pancredtica B,
quimotripsina B, quimotripsina C, lipasa pancreética, tripsina, enteroquinasa; maltasa,

isomaltasa, sacarasa, lactasa, dipeptidasa-II y dipeptidasa-III (He et al., 2016).

Las enzimas pancreaticas son producidas en el reticulo endoplasmatico rugoso de las
células acinares del pancreas (Cunningham y Klein, 2014). Se clasifican en 4 grupos:
glucoliticas, lipoliticas, proteoliticas y nucleoliticas, son las principales enzimas encargadas
de la digestion de carbohidratos, lipidos y proteinas (Sastre et al., 2005). En el Cuadro 1 se

muestran las principales enzimas producidas por el pancreas.

Cuadro 1. Enzimas del jugo pancreatico.

Enzima Zimogeno Activador  Funcidon-accion

Tripsina Tripsindgeno Enterocinasa Rompe enlaces peptidicos en
las posiciones del carboxilo de
aminoacidos adyacentes a Arg

o Lis
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Quimotripsina Quimotripsindgeno Tripsina En el carboxilo terminal
hidroliza restos de Trp, Tir,
Fen y Met

Elastasa Proelastasa Tripsina ~ Rompe enlaces peptidicos

Carboxipeptidasa A Procarboxipeptidasa  Tripsina  Escinde restos de Fen, Tir'y

A Trp del extremo carboxi-

terminal de un polipéptido

Carboxipeptidasa B Procarboxipeptidasa  Tripsina  Escinde restos de Arg y Lis del

B extremo carboxiterminal de un

polipéptido

Fosfolipasa A Profosfolipasa A Tripsina .~ Escinde acidos grasos de los
fosfolipidos (p. ej., lecitina)

Amilasa — — Digiere el almidon a pequefios
polimeros de maltosa,
maltotriosa, isomaltosa y
dextrinas limite

Lipasa - - Escinde AG del glicerol

Carboxilesterasa > - Hidroliza ésteres de colesterol

Ribonucleasa — — Escinde ARN para formar
cadenas cortas

Desoxirribonucleasa — — Escinde ADN para formar

cadenas cortas

Adaptado de Sastre et al. (2005).

En el momento del destete ocurre una profunda modificacion en el proceso de digestion
de la caseina, de los lipidos emulsificados y de la lactosa provenientes de la leche materna.
En esta etapa las enzimas digestivas deben estar aptas para digerir proteinas de origen vegetal,
granulos de almidon y estructuras celulares. En realidad, los tres primeros dias después del

destete constituyen un periodo dificil para el lechdn; durante este tiempo, la actividad de las
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enzimas pancreaticas y en el contenido del yeyuno no responde a la fuente de proteina del
alimento. La principal actividad hidrolitica para digerir los carbohidratos, proteinas y lipidos
es proporcionada por el pancreas. Gran parte de estas enzimas estan presentes en el pancreas
del feto porcino, pero a un nivel bajo. Asi al nacimiento el aparato enzimatico del pancreas
estd practicamente completo, pero la actividad enzimatica es débil y estable. La presencia de
inhibidores en el calostro, en la leche o en el jugo pancreatico son factores limitantes a esta
actividad. En los primeros estudios sobre el desarrollo de las enzimas pancreaticas del
nacimiento hasta el destete a la semana de vida de los lechones, se observo que las
modificaciones en la secrecion y actividad de algunas enzimas coinciden con el cambio en la
composicion de la dieta debido al consumo del alimento complementario. La ingestion de
alimentos puede ser el principal factor que modula la sintesis y secrecion de las enzimas (Reis

de Souza y Mariscal Landin, 1997).

La enzima hidrolasa encargada de la fase luminal de la digestion del glucogeno y el
almidon es la a-amilasa, encargada de catalizar la reaccion de hidrolisis de los enlaces a [1-4]
de la amilosa, un polisacarido formado por unidades repetidas de glucosa con enlaces a [1-
4]), y laamilopectina, un polisacarido similar a la amilosa pero con ramificaciones de glucosa
que presentan enlaces a [1-6] que no se hidrolizan por la acciéon de la a-amilasa, tanto la
amilosa como la amilopectina son las formas estructurales mas importantes del almidén

alimenticio (Cunningham y Klein, 2014).

Vale la pena destacar que los microorganismos saprofitos del TGI pueden producir -
amilasa, que actiia en el extremo no reductor de la cadena de almidon, catalizando la
hidrélisis_del segundo enlace o [1-4]. Asimismo, existe una y-amilasa, producida por
microorganismos, que ademas de romper el ultimo enlace a [1-4] glicosidico en el extremo
no reductor de la cadena de amilosa y amilopectina, también puede romper los enlaces

glicosidicos a [1-6] (de la Cruz et al., 2016).

La lipasa pancreatica es la enzima encargada de la digestion de las grasas después de
ser emulsificadas por la accion de la bilis. La lipasa pancredtica actiia sobre los

triacilglicéridos para dar &cidos grasos libres y mono-acilglicéridos. Es importante conocer
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que la accion de la lipasa depende totalmente de la denominada activacién de interfase con
la colipasa, forman un complejo de uniéon con una interfase hidrofoba/hidrofilica, en
presencia de las sales biliares. La colipasa es una glucoproteina hidréfoba formada a partir

de la procolipasa de la secrecion pancreatica por accion de la tripsina (Sastre ef al., 2005).

Las principales enzimas proteoliticas pancreaticas, tripsina, quimotripsina y elastasa
son endopeptidasas que rompen los enlaces peptidicos, mientras que las carboxipeptidasas A
y B son exopeptidasas y actiian en el grupo carboxilo terminal de algunos aminodcidos
especificos (Cuadro 1). Teniendo en cuenta el potente efecto proteolitico de las enzimas
pancreaticas, estas son segregadas en forma de zimogenos o proenzimas, para evitar dafios a
las células productoras y los conductos pancreaticos, una vez en la luz intestinal, se activan
por la tripsina quien puede ser activada por si misma o por la enterocinasa (Sastre et al., 2005;

Cunningham y Klein, 2014).

La tripsina escinde enlaces peptidicos de los que forma parte el grupo carboxilico de
un aminoacido basico, como la lisina o la arginina (Sanchez-Bernal ef al., 2002), tiene un pH
optimo aproximando de 8 y la temperatura optima es de 37 °C. La quimotripsina hidroliza
enlaces peptidicos en los que intervienen grupos carbonilo de aminoacidos aromaticos, tales
como: triptéfano, tirosina, fenilalanina y metionina (no aromatico) (Sanchez-Bernal et al.,

2002).
2.3.3. Regulacion de la actividad intestinal:

Para mantener la homeostasis, cumplir con sus funciones bésicas y crear el ambiente
adecuado para la salud intestinal, el sistema digestivo consta de dos sistemas de control:

intrinseco y extrinseco.

El Cuadro 2 muestras la accidn de cada hormona del sistema de control intrinseco

hormonal y el estimulo que la provoca.

Cuadro 2. Hormonas gastrointestinales (Cunningham y Klein, 2014).

15



Hormona Lugar de Accion Estimulo
produccion liberador
Secretina Duodeno y Estimulacién la secrecion de Acidos, lipidos
yeyuno superior  bicarbonato e inhibe la de 4cido y proteinas
(antiacido natural)
Gastrina Estémago y Estimula la secrecion de acidoy  Proteinas y
duodeno el crecimiento del epitelio’ aumento de la
estomacal (marcador de cancer) acidez géstrica
Colecistocinina Duodeno, Estimula la secrecion Lipidos y
yeyuno e ileon  pancredtica de enzimas y las proteinas
contracciones de la vesicula
biliar; inhibe la ingesta de
alimentos 'y el vaciado del
estomago
Polipéptido Duodeno y Inhibe las secreciones géstricas Lipidos y
inhibidor gastrico  yeyuno y estimula la secrecion de glucosa
insulina
Motilina Duodeno y Induccién de la fase III del Acetilcolina
yeyuno complejo motor de migracion

durante el ayuno

Segun Cunningham y Klein (2014), el sistema de control intrinseco esté situado en la
pared del TGI y tiene dos componentes: el control neuronal efectuado por el sistema nervioso
enteral y el control hormonal por las hormonas secretina, gastrina, colecistocinina, péptido
inhibidor gastrico y motilina (Cuadro 2). Asimismo, pero ubicado fuera de la pared del TGI,
el sistema de control extrinseco consta de dos mecanismos de regulacion: el neuronal por la
accion de los nervios vago y espldcnico, y el hormonal limitado sola a la hormona

aldosterona.
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2.3.4. Microbiota

La salud intestinal y la homeostasis de los animales depende indispensablemente del
equilibrio simbidtico que se establece entre el TGI del hospedero y los microorganismos

benéficos que lo colonizan (Celi ef al., 2017).

En el interior del tracto digestivo de los animales, una gran diversidad de especies
bacterianas compite y coexisten por sus necesidades nutricionales y de espacio durante los
procesos de colonizacion, establecimiento y crecimiento (Marchesi et al., 2016). De forma
paralela estas bacterias interactuan con el hospedero a diferentes niveles participando en los

procesos digestivos (Celi et al., 2017).

En este sentido, varios autores reportan que la microbiota intestinal aporta diversas
funciones fisioldgicas, tales como: proteccidn, ‘estructura y también metabolicas. La
microbiota intestinal contribuye para la regulacion de la homeostasis del huésped,
permitiendo Optima digestion y absorcion de nutrientes y electrolitos, regulacion del
metabolismo energético, prevencion de enfermedades infecciones y modulacion del sistema

inmunolodgico (Lee y Hase, 2014; Marchesi et al., 2016).

Es importante destacar que los microrganismos intestinales utilizan para su desarrollo
casi todos los tipos de sustratos tales como: alimentos ingeridos, mucus, secreciones digestivas y
células descamadas. En la parte anterior del TGI la microbiota tiene acceso al alimento exdgeno,
mientras que en el-intestino grueso solamente los nutrientes no digeridos por las enzimas del

hospedero y los sustratos enddgenos son disponibles (Bernalier-Donadille, 2010).

Las bacterias se pueden clasificar en funcion de los sustratos que utilizan y los
productos finales de su fermentacion (Cuadro 3), se debe tener en cuenta que una misma

bacteria puede cumplir mas de una funcidén metabdlica y tener mas de un tipo de sustrato.

Cuadro 3. Clasificacion funcional de las bacterias y principales productos.

Bacterias Sustrato Principales productos
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Celuloliticas ~ Carbohidratos estructurales de la Acidos grasos voldtiles (AGV)
pared celular (celulosa, hemicelulosa (principalmente acido acético)
y sustancias pectinicas)

Amiloliticas  Carbohidratos amilaceos de reserva AGV,  principalmente  dcido

de granos (almiddn) propionico
Sacaroliticas  Carbohidratos simples AGY, principalmente . dcido
butirico
Lactoliticas Lactosa y lactato Principalmente acidos

propionico y ldctico

Lipoliticas Lipidos Acidos ~ grasos libres y AGV
(principalmente acido
propionico)

Proteoliticas  Proteinas AGYV ramificados y amoniaco

Metandgenas - Metano

Ureoliticas Urea CO: y amoniaco

Adaptado de Relling y Mattioli (2008).

Por otro lado, los animales jovenes presentan un ecosistema microbioldgico digestivo
inestable y mas facilmente perturbable en comparacion con animales adultos. Por ende, en
animales recién destetados se puede observar una menor cantidad de especies bacterianas en
el TGl respecto al tracto digestivo de animales adultos, esto ocurrira hasta que las poblaciones
bacterianas del tracto digestivo no estén bien establecidas y alcancen su madurez (Reis de

Souza et al., 2012).
2.3.4.1. Acidos grasos voldtiles

Como se observa en el Cuadro 2, la fermentacion bacteriana de carbohidratos, lipidos
y proteinas produce acidos grasos volatiles (AGV'’s). Los acidos grasos volatiles son acidos
grasos de cadena corta que se producen principalmente en el intestino grueso y brindan

nutricioén y proteccion al intestino (Reis de Souza y Mariscal Landin, 1997).
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Los AGV’s segun la estructura de la cadena carbonada se clasifican en ramificados y
no ramificados. Entre los AGV’s no ramificados se encuentran: el acido acético, propionico,
butirico y valérico, producidos principalmente por la fermentaciéon microbiana de los
carbohidratos (Huang et al., 2016). Los acidos grasos de cadena ramificada son el acido
isobutirico, isovalérico e isocaproico, se sintetizan por la fermentacion de bacterias
proteoliticas sobre los a-cetodcidos que se derivan de la valina, leucina y la isoleucina

(Hermes et al., 2009; Murinova y Dercova, 2014).

En sintesis, las alteraciones en la microbiota intestinal debido a diferentes factores,
puede producir trastornos en el metabolismo de los AGV's, causar dafios a la mucosa y

disminuir el estado de salud intestinal de los cerdos recién destetados.
2.3.4.2. Factores que afectan la microbiota

Los factores que afectan la microbiota intestinal influyen en la diversidad, cantidad y
relacion de las familias bacterianas que colonizan el TGI, quizés por disminucion de un tipo
de bacterias y a su vez el estimulo de crecimiento de otro perfil bacteriano o viceversa. Segun

Savage (1984) estos factores pueden ser agrupados en dos grupos: alogénicos y autogénicos.

2.3.4.2.1. Factores alogénicos

Los factores alogénicos son aquellos ejercidos por el hospedero, entre los que se

encuentran el estrés, pH, edad, ambiente, dieta, sistema inmune y la motilidad intestinal.

El estrés es un sindrome multifactorial que altera el equilibro hormonal del sistema
hipotalamo-hipoéfisis con otras glandulas endocrinas como las suprarrenales y la tiroides. Las
hormonas secretadas de manera irregular por el sistema endocrino pueden afectar la relacion
microbiana. En este sentido, Liu ef al. (2008) reportaron el incremento de bacterias

patogenas, E., Clostridium perfringens y Salmonella Typhimurium, en cerdos destetados.

Cada microorganismo requiere de condiciones especificas para su dptimo desarrollo y
crecimiento, y una de ellas es el pH. Es conocido que valores bajos de pH en el TGI favorecen

la disminucion de la poblacion de bacterias entéricas patogenas, debido a la destruccion de
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las enzimas o a la pérdida de la funcién de estas, asi como a la dificultad en el transporte
intracelular. La disminucién del pH intestinal por el aumento de las concentraciones de
AGV’s (Taciak et al, 2010) puede inhibir el crecimiento de bacterias potencialmente

patogenas (Jozefiak ef al., 2008) y estimular el crecimiento de bacterias benéficas.

También es importante conocer que los nutrientes en la dieta modifican el perfil
bacteriano (Herrero de Lucas e al., 2018). Segun Everaert et al. (2017), una dieta alta en
proteinas estimula una poblacidn bacteriana abundante en bacterias patogenas. Por otra parte,
se sabe que las dietas fibrosas favorecen el desarrollo de los microorganismos celuloliticos
(Lee et al., 2016). En este sentido, Williams et al. (2005) reportaron que la presencia de un
tipo de bacteria especifico segun el tipo de sustrato puede estimular un perfil heterogéneo de
la microbiota en una parte determinada del intestino. Los antibioticos promotores de
crecimiento, prebidticos y probidticos en la dieta, pueden modificar la correlacion bacteriana

(Herrero de Lucas ef al., 2018; Anadon ef al., 2019).

En dependencia de la edad del animal varian las caracteristicas fisioldgicas del mismo
y esto, a su vez, repercute en la microbiota intestinal. En la primera semana de vida aparecen
determinadas especies de estreptococos las cuales posteriormente son sustituidas por otras
especies de ese mismo género (Everaert ef al., 2017). A medida que el aparato digestivo
madura se implanta la flora normal del tracto (Kim ef al., 2011). Estos autores reportaron un
incremento de los géneros pertenecientes al phylum Firmicutes a medida que aumentaba la

edad de los cerdos, mientras que se disminuian las familias Enterobacteriaceae (Kim et al.,

2011).

Por otro lado, el sistema inmune del TGI, tiene probablemente como efecto mas
importante la produccion de IgA, una inmunoglobulina que posee un componente secretorio,
el cual le permite la asociacion con el mucus del epitelio y le confiere resistencia a la
degradacion enzimatica (Herrero de Lucas et al, 2018; Xu et al, 2019). Esta
inmunoglobulina actua cubriendo la superficie de la bacteria, lo que impide de esta forma la
adhesion de las mismas al epitelio y facilita su identificacion por células fagociticas

(O’Doherty et al., 2017; Xu et al., 2019).
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La motilidad intestinal juega un papel muy importante en el manteniendo de la
microbiota benéfica del TGI. Es un factor importante que permite al hospedero mantener la
microbiota en un rango determinado. Una detencion de movimientos peristalticos provocaria
un sobre-crecimiento de las bacterias en el intestino, lo que conllevaria a severos problemas
para el hospedero como son: mala absorcion de nutrientes, perdida de la homeostasis.y dafios

a la mucosa (Herrero de Lucas et al., 2018).

2.3.4.2.2. Factores autogénicos

Por otro lado, los factores que permiten la autorregulacion de la microbiota son los
llamados factores autogénicos, que comprenden la competencia por nutrientes, produccion

de metabolitos inhibidores y competencia por los sitios de asociacion.

Varios autores han reportado sobre la exclusion competitiva que se establece en el TGI
por las diferentes familias bacterianas. Esto se basa en la teoria del quimiostato, la cual
plantea que una mezcla de bacterias en un cultivo de flujo continuo donde compiten por los
nutrientes esenciales para el crecimiento (Speirs ez al., 2006). El principal factor limitante de
la multiplicacion de estos microorganismos es la escasez de una fuente de nutrientes
utilizables. Asaduzzaman et al. (2018) informaron que los probidticos pueden aumentar las
poblaciones de bacterias benéficas en el TGI e incrementar la competencia por los sustratos
en esta porcion, asi como disminuir la presencia de bacterias patogenas adheridas en las

células de la mucosa intestinal.

Los microrganismos intestinales no solo compiten por los sustratos, sino que también
se autorregulan mediante la competencia por los sitios de asociacion. Para sobrevivir en el
ecosistema del tracto digestivo, muchos microorganismos estan obligados a asociarse con la
mucosa intestinal. Esta unidon permite que la microbiota no sea arrastrada del intestino por el
flujo peristaltico. Por eso en la actualidad se habla de una microbiota de la luz intestinal y

otra adherida a la mucosa, con caracteristicas muy diferentes entre ellas (Zhang et al., 2018).

Se ha planteado que dos 0 mas cepas bacterianas que compiten por un mismo nutriente

limitante pueden coexistir si la cepa menos eficiente metabolicamente encuentra algun sitio
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de adhesion disponible en el epitelio (Zhang et al., 2018). Existen evidencias de que los
microrganismos usados como probidticos tienen la habilidad de competir exitosamente por

sitios de adhesion con patogenos como E. coli (Daudelin et al., 2011).

Es importante destacar que no todas las relaciones que se producen son adversas, sino
que también se desarrollan relaciones de cooperacién. Segin Zhang et al. (2018), un
microorganismo puede convertir un sustrato no utilizable por otro microorganismo, en un
producto que si puede ser asimilado por este ultimo. Muchos microorganismos sintetizan
vitaminas que pueden ser aprovechadas por otros que también la necesitan, pero no son
capaces de producirlas (Ramakrishna, 2013). También las bacterias celuloliticas y
amiloliticas descomponen los carbohidratos estructurales hasta glucosa (Augustine y Joseph,

2018), la cual si puede ser degradada por las demads bacterias del intestino.

La microbiota intestinal produce metabolitos tdxicos que pueden inhibir el crecimiento
y supervivencia de otros microrganismos intestinales, principalmente bacterias patdgenas.
Algunos de estos metabolitos inhibitorios entre los que se encuentran el H>S (Hine et al.,
2018), H20; (Imlay, 2019), péptidos y proteinas antimicrobianas (Kombrink et al., 2019),
amonio, los dacidos biliares libres y AGV’s pueden actuar directamente sobre los
microorganismos o crear condiciones ambientales desfavorables a este como son la
disminucion del pH y el equilibrio acido-basico. En este sentido, Williams et al. (2005)
reportaron que las concentraciones de AGV’s y amonio pueden disminuir las poblaciones de

bacterias patogenas, al disminuir el pH intestinal.

Todas estas interrelaciones hacen posible la regulacion de la microbiota intestinal de
forma tal que esta se mantenga en condiciones de equilibrio. También la manipulacion de la
composicion de la microbiota gastrointestinal a través de aditivos nutraceuticos en la dieta
representa una herramienta interesante para evitar problemas intestinales y promover el
desempeiio del animal. Los probidticos deben crear condiciones en el TGI que generen y
mantengan un equilibrio entre el huésped y la microbiota intestinal. En los ultimos afios ha
tenido un gran impacto el hecho de que los microorganismos indigenas promuevan la

estimulacién del sistema inmune en el TGIL.
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2.3.5. El intestino como sistema inmune

El tracto digestivo por su tamaifio esta expuesto a una gran cantidad de agentes perjudiciales
y se considera la principal puerta de entrada de patogenos al cuerpo, causantes de enfermedades
entéricas y organicas, que destruyen el estado de salud intestinal y la homeostasis. El sistema
inmunitario se encarga de controlar y regular la entrada de esos agentes patdgenos al organismo,
por tanto, es indispensable para la homeostasis y la salud intestinal de los lechones recién

destetados (Stokes y Vega Lopez, 1994).

Vale la pena destacar que los lechones recién destetados presentan un sistema inmune
inmaduro y no estan preparados para enfrentar los desérdenes que se producen en la microbiota,

producto del destete precoz en los sistemas de produccion actuales (Lallés ez al., 2007).

La mayor cantidad de factores involucrados en la inmunidad innata (inespecifica) y
adquirida (especifica) de los cerdos, residen en la mucosa del TGI (Stokes y Vega Lopez, 1994).
Debido a la inmadurez inmunoldgica que sufren los lechones recién destetados, sus sistemas de

defensas se basan principalmente en la respuesta inmune innata .

Como primera barrera fisica se encuentra la mucosa, que no solo actia contra patdégenos,
sino que protege ante toxinas y alimentos en mal estado, luego aparece el mucus rico en factores
solubles tales como: mucinas, enzimas, proteinas de fase aguda e interferones que constituyen
una barrera bioquimica (Hannant, 2002). También, las condiciones de pH, poliaminas, enzimas
proteoliticos pancredticas y las sales biliares fungen como defensa quimica. Asimismo, la flora
saprofita crea microambientes beneficiosos para mantener la homeostasis y evitar la entrada de
patdgenos al cuerpo. Si las barreras antes mencionadas son vulneradas por los patégenos existen
c¢lulas especializadas entre las que se encuentran los polimorfonucleares, macréfagos y natural

killer, encargadas de fagocitar y eliminar agentes nocivos (Collado ef al., 2008; Tizard, 2013).

Aunque muy poco desarrollado y en una presencia leve, los componentes de la respuesta
inmune adquirida que constituyen la parte de la memoria inmunologica tienen actividad muy
especifica contra agentes patogenos. Estan formados por los linfocitos T y B, responsables de la
respuesta celular y humoral, respectivamente (Velasquez, 2005). Existen dos tipos principales de

linfocitos T, los cooperadores Th (ThO, Th1 y Th2) que activan los macrofagos y linfocitos B, y
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los linfocitos citotoxicos Tc, destructores de células infectadas por bacterias y virus. Los
linfocitos B son productores de células plasmaticas que producen las inmunoglobulinas Ig,
encargadas de la memoria contra determinados microorganismos (Hernandez, 2009; Tizard,

2013).

Cuando los lechones son destetados pierden la proteccion inmune brindada por el calostro
y la leche materna, ademas se enfrentan a situaciones estresantes que trastornan equilibrio
microbiano y la homeostasis (Campbell et al., 2013). Por tanto, se hace indispensable
suministrar una dieta que no solo aporte las cantidades adecuadas de nutrientes esenciales,

sino que también estimule la inmunidad del animal.
2.3.5.1. Mucosa

La mucosa gastrointestinal estd compuesta por una capa mucosa superpuesta a una
unica capa de células epiteliales intestinales y un conjunto subyacente de células, formado
por células mesenquimales, células dendriticas, linfocitos y macréfagos, que forman el tejido
linfoide asociado al intestino (GALT por sus siglas en inglés). Las células epiteliales
intestinales (IEC por sus siglas en inglés) son centrales a este sistema, ya que segregan y
regulan la composicion de la capa mucosa y también interactian con las células subyacentes

(Hannant, 2002).

El epiteliode 1a mucosa del TGl y el tejido GALT asociado son los primeros sitios, en
el huésped, que estan expuestos a las variaciones en la ingesta de nutrientes. Poco se conoce,
relativamente, sobre como los nutrientes pueden alterar el desarrollo y la funcién del GALT,
sin embargo, se ha observado que la dieta logra modular el desarrollo del GALT, ya que el
suministro de una formula a base de caseina a lechones recién nacidos puede comprometer

el desarrollo del GALT y el sistema inmunologico (Celi et al., 2017).

La ingesta de nutrientes y la colonizacion de la microbiota promueven el desarrollo del
GALT, que ocurre en paralelo al desarrollo del tracto gastrointestinal, redundando en un
sistema inmunolodgico funcional. El GALT promueve la funcionalidad gastrointestinal, al

distinguir los agentes patogenos y no patdgenos y las amenazas trasmitidas por los alimentos
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al huésped. Esta orientacion homeostatica se ve continuamente desafiada por eventos
fisioloégicos y una aceleracién en el desempefio productivo, que pueden llevar a una

desregulacion de la respuesta inmunologico en el tracto gastrointestinal (Celi et al., 2017).
2.3.6. Bienestar-Destete

Tanto factores externos como internos modulan el estado de salud intestinal de los
animales. Para obtener valores productivos rentables, en los sistemas de produccién se le
debe brindar a los cerdos ciertas condiciones de bienestar que garanticen una buena salud
que permitan desarrollar todo el potencial genético de los animales, para producir mayores

cantidades de carne en el menor tiempo posible.

Cuando se les brindan a los animales las condiciones ambientales idoneas (confort
climatico), salubridad (confort sanitario), espacio vital y frente de comedero (confort fisico),
optima densidad de alojamiento (confort social) y se cubren sus necesidades basicas de agua
y nutrientes esenciales, segun la etapa fisioldgica especifica de su vida productiva, pudiera
decirse que existe bienestar animal (Paramio et al., 2010; Fraser et al, 2013; Losada-

Espinosa et al., 2017).

No obstante, durante el destete los animales pierden su bienestar por diferentes factores
desencadenan el sindrome estrés, lo que provoca pérdidas considerables para la economia.
En este sentido, (Reis de Souza ef al., 2010) reportaron que durante el destete los lechones
sufren la separacién de la madre y de la camada, cambio del medio ambiente (instalaciones) y de
alimentacion, lo cual genera un estrés que altera su desarrollo gastrointestinal y por ende su
capacidad productiva. Vale la pena destacar, que los cerdos al momento del destete estan
preparados fisioldgicamente para utilizar la leche de la madre como fuente primaria de nutrientes
y no estan aptos morfofisioldgica, microbioldgica e inmunologicamente para digerir dietas no

lacteas basadas en carbohidratos, proteinas y grasas complejas (Reis de Souza et al., 2012)

En este periodo critico de la vida del cerdo ocurren trastornos gastrointestinales,
disminucioén del consumo de alimento, problemas de mala digestion y absorcion, sindrome

diarreico y retraso en el crecimiento, debido a una baja actividad de las proteasas, secrecion
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limitada de HCI, valores de pH insuficientes, desequilibrio bacteriano y disminucién de la

homeostasis por perdidas de electrolitos y agua (Gresse et al., 2017; Nawab et al., 2019).
2.3.7. Dieta

Los nutrientes ingeridos tienen un rol significativo en el desarrollo, funcionalidad y
salud del tracto gastrointestinal. En este sentido, Celi et al. (2017) mencionaron que los
ingredientes, nutrientes y aditivos de la dieta influyen en el desarrollo y la funcidn del sistema

digestivo, incluyendo el sistema inmunologico y la microbiota asociados.

Varias investigaciones demuestran el efecto de suplementos alimentarios, alimentos e
ingredientes funcionales, no solo para apoyar el desempefio productivo del animal, sino que
también tratan de mantener la salud y el bienestar (Starkey, 2014; Hoste et al., 2015). Al
mismo tiempo, el uso de ingredientes funcionales apoya la maduracion del sistema

inmunoldgico, modula el equilibrio 4cido-basico y mejora la respuesta inflamatoria (Celi et

al., 2019).

Por lo antes mencionado, para optimizar las dietas y la nutricion de los lechones recién
destetados, deben tenerse en cuenta los diversos aspectos de la funcionalidad gastrointestinal,
inmunologia, microbiota y bienestar que contribuyen para mejorar la salud animal (Allen ef
al., 2013; Cheng et al., 2014). Las propiedades funcionales y promotores de crecimiento de
los ingredientes y aditivos del alimento balanceado deben estar encaminados a mejorar la

salud gastrointestinal y corregir los problemas causados por el destete.
2.4. Antibiéticos promotores de crecimiento
2.4.1. Uso de los antibioticos promotores de crecimiento

Los antibioticos se han suplementado en las dietas de los animales con el objetivo de
corregir los problemas del tracto gastrointestinal, modular la microbiota, ayudar la inmunidad

e incrementar los indicadores productivos (Hernandez y Curbelo, 2015).
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Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos o de forma sintética, que suprimen el crecimiento de otros
microorganismos y pueden, eventualmente, destruirlos. El primer antibiotico sulfamidico fue
anunciado en 1935 dando inicié a la era moderna de la terapéutica antimicrobiana,
caracterizada por una enorme disminucidn de la morbilidad y de la mortalidad para muchas

enfermedades infecciosas (Kirchhelle, 2018).

Las propiedades promotoras del crecimiento de diversos antibidticos y productos
antimicrobianos se descubrieron a finales de los aflos cuarenta, al introducir el micelio de la

produccion de clortetraciclina en dietas destinadas a pollos (Hernandez y Curbelo, 2015).

Entre los antibidticos usados como promotores de crecimiento en cerdos, se encuentra
el LincoSpectin 100, que es una combinacion de dos antibidticos, lincomicina y
espectinomicina, teniendo un espectro de actividad complementario y mas amplio (Escobar

Garcia et al., 2014).

La Lincomicina es un antibidtico del grupo de las lincosamidas. Presenta un
mecanismo de accidn y un espectro bacteriano muy semejante al de los macrolidos. Actia
inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas al unirse a la subunidad 50s del ribosoma,
impidiendo el acoplamiento de las moléculas del RNA de transferencia (Barreno y Jair,
2018). Es primeramente bacteriostatico, pero a altas concentraciones puede ser bactericida.
Es activo fundamentalmente frente a gérmenes Gram + y micoplasmas: Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp. (cepas B-hemoliticas), Str viridans, Clostridium tetani, C.

perfringens, Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira spp.y Mycoplasmas (Zoetis, 2013).

La Espectinomicina es un antibiotico bacteriostatico; algunos autores lo incluyen
dentro del grupo de los aminoglucdsidos, mientras que otros lo consideran independiente de
este grupo, debido a que tiene una estructura quimica diferente a estos, aunque su mecanismo
de accion y espectro bacteriano es bastante semejante. Actua inhibiendo la sintesis proteica

bacteriana, al fijarse sobre la subunidad 30s del ribosoma. Perturba la ordenacion del RNA
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mensajero y provoca una lectura incorrecta del codigo genético por el RNA de transferencia.

Es activo frente a gérmenes Gram + y Gram - (Brugueras y Garcia, 1998).

Existe un efecto sinérgico en la asociacion de Lincomicina y Espectinomicina en la
proporcidén 1:1 y 1:2, traduciéndose en una mayor eficacia frente a distintos procesos
patolégicos (diarrea porcina) que la que tiene cuando estas dos sustancias actiian por
separado. Los parametros farmacocinéticos de la asociaciéon no se ven modificadas,

coincidiendo con los que tienen cada uno de los principios activos por separado (McOrist ef

al., 2000).

El mecanismo de accidn de los antimicrobianos atin no se comprende completamente,
pero existen numerosos informes que indican que tienen un efecto reductor de las
enfermedades en los cerdos (NRC, 2012). Este efecto probablemente se afirma al mejorar la
inmunidad de los cerdos y al controlar los patogenos intestinales. Los antimicrobianos
también pueden mejorar la digestibilidad de energia y nutrientes en las dietas alimentadas a
cerdos, lo que da como resultado que haya mas nutrientes disponibles para sintesis tisular.
La mejora de la digestibilidad de los nutrientes y la energia puede ser el resultado de cambios
en la poblacion microbiana intestinal, pero también se puede observar un espesor reducido
de la pared intestinal en cerdos alimentados con dietas que contienen antimicrobianos

(Stewart et al., 2010).

A pesar de los beneficios del uso de APC en las dietas de los cerdos, estos enmascaran
la mala calidad del alimento, dificultan mejoras en formulacion y desarrollo de alternativas,
limitan posibilidades terapéuticas por desarrollo de resistencias, ocultan enfermedades
subclinicas y el estrés por mal manejo, permiten mayores densidades de cria, aumentan pool
ambiental de genes resistentes, transfieren resistencias a microrganismo en humanos y
acortan la vida de antibidticos médicos (Figueroa et al., 2006; Povolo y Ackermann, 2019).
Por lo tanto, la comunidad internacional busca nuevas alternativas para sustituir los

antibioticos utilizados en dosis sub-terapéuticas.

A partir del 1 de enero de 2006, en la Unién Europea y en otros paises del mundo, se

prohibio el empleo de APC (Santovito et al., 2018). La comunidad cientifica y la industria
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del sector ganadero estudian e introducen nuevos aditivos seguros e inocuos para mejorar los
indicadores de salud y productivos de los animales, tales como los fitobidticos productos
herbales, acidos organicos, enzimas exdgenas, enzimas recombinantes, nucleotidos y acidos
grasos poliinsaturados, nucledtidos, nutrientes aislados (vitaminas, minerales, aminoacidos,
acidos grasos), simbioticos, prebidticos y probiodticos (Nawab et al., 2019; Pandey et al.,

2019).

En Meéxico, se continuan usando APC, no obstante, se limita su uso en dosis
terapéuticas (Vazquez, 2019). Existe una Estrategia Nacional de Accion contra la Resistencia
a los Antimicrobianos, que no prohibe el uso de APC, pero si limitala creacion de nuevos
productos, ademas trata de regular e informar sobre la resistencia que causan los APC (Diario

Oficial de la Federacion, 2018).
2.5. Alternativas a los antibioticos promotores de crecimiento

En la busqueda de las alternativas al uso de APC se presta mayor atencion a la
utilizacion de aditivos inocuos, como alimentos funcionales y nutraceuticos (Pandey et al.,
2019), que ademas de incrementar los indicadores productivos de los animales, mejoren las
condiciones del TGI, modulen una exclusion competitiva benéfica, estimulen la respuesta

inmune y antiinflamatoria, saludable para los cerdos recién destetados.
2.5.1. Alimentos funcionales y nutracéuticos

El poder funcional de los alimentos sobre la salud es de origen milenario,
principalmente a lo largo de la historia de la cultura oriental, donde los alimentos y la
medicina son considerados igualmente importantes en la prevencidn y curacidon de
enfermedades. La relacion alimento-medicina es conocida por la cultura China hacia el afio
1000 AC. El "Yellow Emperor's Internal Classic" es probablemente el primer libro clasico
de medicina China, (745-221 a.C.) donde se encuentran diversas prescripciones de dietas

médicas (Solos et al., 2014).
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Muchos productos, desde la antigiiedad, han sido utilizados como alimentos, y como
medicina, tales como el jengibre, la menta, el ajo, el azafran. La filosofia del "alimento como
medicina" es la que soporta el paradigma de los alimentos funcionales (Singh et al., 2018).
También el padre de la medicina, Hipdcrates de Cos (460 a.C. - 370 a.C.) en una de sus citas

dice “Que tu medicina sea tu alimento, y el alimento tu medicina”.

Un alimento puede ser considerado funcional si logra demostrar satisfactoriamente que
posee un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas en el organismo, mejora el
estado de salud y de bienestar o bien reduce el riesgo de una enfermedad, mas alla de los

efectos nutricionales habituales (Nawab et al., 2019).

El término "nutracéutico" se puede definir como cualquier alimento o particulas de
alimentos que juegan un papel esencial en el mantenimiento de la funcién corporal normal
que proporciona beneficios para la salud, incluida la prevencién y el tratamiento de una

enfermedad (Das et al.,, 2012).
2.5.1.1. Plantas medicinales y aceites esenciales

Las plantas medicinales se han empleado desde hace muchos afios con el objetivo de
prevenir o curar enfermedades que afecta a humanos y animales. Se calcula que de las
300,000 especies de plantas que se conocen en la actualidad, de ellas el 15 % se consideran
medicinales, en México se han registrado alrededor de 30,000 especies de plantas y el 50 %
de estas son consideradas medicinales (Avila-Uribe ef al., 2016). Las plantas medicinales
son aquellas que contienen, en alguno de sus 6rganos, principios activos. Por lo general los
principiosactivos estan comprendidos dentro de los llamados “productos naturales o
metabolitos secundarios”, que son compuestos quimicos de estructuras relativamente

complejas y de distribucidn restringida (Mas Toro et al., 2017; Balarezo Lopez, 2018).

Se han reportado muchos beneficios de los polvos de plantas medicinales, como el
incremento de la digestibilidad de nutrientes en el TGI, estabilidad inmunolégica, exclusion
competitiva de microorganismos y la salud intestinal en cerdos aparentemente normales y

expuestas a diferentes estrés (Aroche-Ginarte ef al., 2017; Chen et al., 2019).
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Los aceites esenciales son derivados de las plantas medicinales, pueden ejercer sus
efectos antimicrobianos al causar cambios en la solubilidad de los lipidos en la superficie de
la bacteria, sin embargo, también se han demostrado otros mecanismos, como la

desintegracion de la membrana externa (Martinez et al., 2015).

Los productos botdnicos mas comunes utilizados en las dietas para los cerdos son el
Allium sativum (ajo), Origanum vulgare (orégano), Salvia officilalis, Macleaya cordata,
Psidium guajava L. (guayaba), Moringa oleifera Lam., Anacardium occidentale L.
(marafion) y Morinda citrifolia L. (noni). También se han propuesto mezclas de extractos de
plantas como alternativas a los antibidticos en los alimentos para cerdos (Martinez et al.,

2015; Mas et al., 2016; Aroche-Ginarte et al., 2017; Chen et al., 2019).
2.5.1.2. Acidos orgdnicos

Los 4cidos orgédnicos son ampliamente utilizados en las dietas para animales. Se
definen como 4cidos carboxilicos con una estructura quimica de R-COOH y eso incluye
acidos grasos, sin embargo, no todos los dcidos organicos se usan como aditivos para los

alimentos (Suiryanrayna y Ramana, 2015).

Teniendo en cuenta las buenas caracteristicas fisicas y quimicas de los acidos
organicos, ademas de su facil inclusion en las dietas, en la industria porcicola se usan
comunmente acidos organicos de cadena corta como el acido férmico (C1), acido acético
(C2), propidnico (C3) y butirico (C4), ademas de otros acidos orgéanicos: acidos lactico,

malico, tartarico, fumarico y citrico (Suiryanrayna y Ramana, 2015).

La suplementacion dietética de 4cido orgdnico gand una gran atencidn como alternativa
debido a su efecto sobre las bacterias patdgenas. Pueden reducir el pH en el TGI, lo que
mejora la utilizacion de diferentes nutrientes en las dietas de los cerdos (Suiryanrayna y

Ramana, 2015).
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2.5.1.3. Enzimas sintéticas

Para incrementar la digestibilidad de la fibra y los indicadores productivos en los
cerdos, se agregan enzimas que hidrolizan carbohidratos principalmente a las dietas que
contienen cebada, trigo o avena. El principal polisacarido no amilaceo en la cebada es el 8-
glucano y el principal polisacarido no amildceo en el trigo es el arabinoxilano. La adicion de
B-glucanasa pueda mejorar la utilizacion de cebada y sus subproductos, mientras que la

adicion de xilanasa puede mejorar el valor alimenticio del trigo y sus subproductos (NRC,

2012).

También se emplean como nutracetticos las enzimas celulasa, galactanasa, mananasa
y pectinasa, estas mejoran la digestibilidad de la materia seca, energia, proteina cruda, fibra
dietética total y fosforo ademas incrementan la eficiencia alimenticia, la ganancia diaria de
peso, el rendimiento productivo de los cerdos y disminuyen la incidencia de colitis en

lechones destetados (NRC, 2012).

Por otro lado, el impacto de las enzimas exdgenas en las emisiones gaseosas €s poco
conocido y los resultados han sido contradictorios. En este punto, por lo tanto, no es posible
predecir claramente los efectos de las enzimas sobre el olor o las emisiones de amoniaco

(NRC, 2012).
2.5.1.4. Prebioticos

Los prebidticos son ingredientes no digeribles de la dieta, que producen efectos
beneficiosos, estimulan selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o mas tipos de
bacterias en el colon, las que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del
hospedero (Anaddn et al., 2019). Incluye oligosacéridos facilmente fermentables por algunas
bacterias, pero no hidrolizables por las enzimas del intestino, como fructo-oligosacaridos, -
glucanos, galacto-oligosacaridos y trans-galactooligosacéaridos (Collins y Reid, 2016;

Mitmesser y Combs, 2016).
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Se considera que estos oligosacaridos mejoran el rendimiento del cerdo al estimular la
proliferacién de Bacteroidetes, Lactobacillus spp., Prevotella y Bifidobacterias en el
intestino grueso, lo que a su vez aumenta la concentracion de acido lactico y reduce el pH
del colon (Zhao et al., 2019). Solo las bifidobacterias y lactobacilos pueden fermentar los
oligosacaridos, mientras que los patdogenos como Salmonella 'y E. coli no pueden (Flickinger

et al., 2003).

Los prebidticos también pueden mejorar las secreciones intestinales y el crecimiento
de la mucosa digestiva y se ha probado su capacidad para mejorar el crecimiento de los cerdos
y suprimir la colonizacion de bacterias patogenas en diferentes fracciones de fibra. También
que los galacto-oligosacaridos estimulan el crecimiento bacteriano beneficioso en el intestino
grueso y mejoran la salud intestinal (Rastall y Gibson, 2015; Zhao et al., 2019). Por ejemplo,
las bifidobacterias pueden suprimir el crecimiento de bacterias patogenas (E. coli y
Salmonella enterica serovar Typhimurium) al estimular la produccién de acetato, lo que

disminuye atin mas el pH y reduce la incidencia de diarrea (Bondue ef al., 2016).

Los mananoligosacéridos pueden mejorar la salud y el rendimiento. Los resultados de
varios experimentos indicaron que el rendimiento del crecimiento, la salud intestinal y el
estatus inmunoldgico de los cerdos puede mejorarse mediante la inclusion de

mananoligosacaridos en la dieta (Li et al., 2017).

La inulina y la oligofructosa, clasificadas como fibra dietética, son otro ejemplo de
prebidticos (Mitmesser y Combs, 2016). Constituyen ingredientes alimenticios naturales,
extraidos de las raices de la Cichorium intybus (achicoria) y se encuentran presentes ademas
en otras plantas como la Allium sativum (ajo), Allium cepa (cebolla), Asparagus officinalis
(esparrago), Solanum lycopersicum (tomate), Heliantus tuberosus (alcachofa de Jerusalén),
Allium ampeloprasum (puerros) y Musa paradisiaca (platano) (Gibson y Roberfroid, 2008;
Singh y Chahal, 2018).

Estos compuestos modulan positivamente la fisiologia del sistema gastrointestinal,
fundamentalmente en cuanto al aumento del peso de las heces y la frecuencia de evacuacién

intestinal. Actualmente, se estudian otros efectos como el aumento de la absorcion de calcio,
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la estimulacién del sistema inmunologico y la reduccidon del riesgo de cancer de colon

(Hernandez y Curbelo, 2015).

La eficacia de los prebidticos esta ligada a su capacidad de resistir la digestion en el
intestino delgado y alcanzar el intestino grueso, donde serian utilizados selectivamente por
un restringido grupo de microorganismos, fundamentalmente Bifidobacterias 'y
Lactobacillus (Playne et al., 2003). Por lo que, con la adicién de productos prebidticos en las
dietas de animales, se modifica la composicion de la microbiota intestinal con la finalidad

que proporcione efectos benéficos en la salud.
2.5.1.5. Probiéticos

La fundamentacion del uso de los probidticos se inicia a principios del siglo XX,
cuando en el afio 1908 el Doctor Elie Metchnikof planted que la ingestion de bacterias acido-
lacticas podia tener efectos beneficiosos en la microbiota intestinal (Metchnikoff y Mitchell,

2018).

Este concepto fue evolucionando y fueron Lilley y Stiwel (1965) quienes introdujeron
el término probidtico. Lo definieron como sustancias producidas por un microorganismo que
favorecen el crecimiento y desarrollo de otros. Parker (1974) los defini6 como organismos

que contribuyen favorablemente al equilibrio microbiano del sistema digestivo.

Fuller (1989) lo definié como "un suplemento alimenticio microbiano vivo, que afecta
beneficiosamente al animal huésped al mejorar su equilibrio microbiano intestinal". Segun
Lukaszewicz (2012), en 1996, Mary Ellen Sanders escribid: "Los probioticos, simplemente
definidos, son microbios consumidos para el efecto de la salud. El término probidtico se usa

en aplicaciones alimentarias. El término bioterapéutico se usa en aplicaciones clinicas ™.

La FAO y la OMS en el 2001, redefinieron el concepto como: microorganismos vivos
que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto beneficioso en la
salud del hospedero, al mejorar la poblacion microbiana intestinal del huésped, mejorar la

resistencia a la colonizacion frente a los patdgenos y estimular las respuestas inmunes
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(Nawab et al., 2019). Actualmente, este es el mas aceptado por la comunidad cientifica
porque ademads del mejoramiento del balance microbiano intestinal se incluyen otros efectos

que influyen en el estado de salud del hospedero.

Los probidticos se pueden dividir en tres categorias principales: 1. Bacilo (bacterias
formadoras de esporas Gram +); 2. Bacterias productoras de acido lactico (Lactobacillus,

Bifidobacterium, Enterococcus); 3. Levadura (Saccharomyces) (Kenny et al., 2011).

Entre los organismos mas utilizados en este grupo se encuentran Lactobacillus spp.,
Bacillus lichiniformis, Bacillus subtillis, Bifidobacterium spp., Streptococcus thermophilus,

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

boulardii y otros (Nawab et al., 2019).

La propiedad significativa de los probidticos es la capacidad de reducir la incidencia y
la gravedad de las enfermedades debido al desarrollo de resistencia a la colonizacion o
efectos inhibitorios hacia los patdégenos. Sin embargo, los probidticos obstaculizan las
bacterias patdgenas tanto in vitro como in vivo por diferentes mecanismos de accion, el
método exacto en el que ejercen sus efectos positivos no se ha determinado completamente

(Kechagia et al., 2013).

Sin embargo, se sabe que los probioticos modulan la exclusion competitiva benéfica al
competir con las microorganismos patdgenos por los sustratos en el TGI, también producen
sustancias antimicrobianas que tienen propiedades bacteriostaticas o bactericidas, reduce el
pH luminal e inhibe el crecimiento de bacterias Gram -, al producir peréxido de hidrégeno,
al mismo tiempo mejoran el estatus inmunoldgico al estabilizar la integridad intestinal y
mejorar la respuesta inmune innata intestinal a través de la secrecion de cloruro o aumentando
la produccién de mucus, asimismo, inhiben la expresion de toxinas en bacterias patdgenas y
neutraliza los patogenos produciendo enterotoxinas, igualmente aumentan la digestibilidad
de los nutrientes, incrementan la actividad de las enzimas digestivas en el tracto
gastrointestinal, mejorando la digestién y absorcidon de nutrientes, ademads tienen actividad
antioxidante lo que permite mitigar el estrés, principalmente en los lechones recién destetados

(Nawab et al., 2019).
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Se han reportado respuestas positivas a la inclusién de probidticos en las dietas para
cerdos en crecimiento, disminuyen la mortalidad antes del destete y la incidencia de diarrea
después del destete, mejora del comportamiento productivo (Liao y Nyachoti, 2017). La
inclusion de Lactobacillus spp., Pediococcus pentosaceus, B. subtilis y S. boulardii, mejoran
la incidencia de diarrea y el comportamiento productivo de los lechones (Giang et al., 2012).
La inclusion de Enterococcus faecium en las dietas de lechones destetados reduce las especies
intestinales de E. coli, Clostridium y Enterobacterium (Bajagai et al., 2016), ademas

incrementa el comportamiento productivo de los lechones (Wang ef al.; 2016).

Las respuestas positivas de la inclusion de Saccharomyces en las dietas para los cerdos
pueden deberse a que las levaduras puede suprimir la concentracion de poblaciones
bacterianas coliformes en el tracto intestinal de los cerdos (White et al., 2002). Sin embargo,
la respuesta de las poblaciones microbianas al agregar levadura o cultivos de levadura a las
dietas alimentadas con lechones destetados o en crecimiento ha sido inconsistente (NRC,

2012).
2.6. Saccharomyces cerevisiae

La Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular, una levadura utilizada
industrialmente en la fermentacion de sustratos para la obtencion de alimentos y bebidas,
tales como pan, vino'y.cerveza (Wang et al., 2015). Ademas de las bondades que presenta S.
cerevisiae en la industria de bebidas y alimentos ha sido empleado como probidtico en las
dietas de los. animales para disminuir el uso de APC, debido a sus efectos sobre los
indicadores productivos, microbiota intestinal, indice de diarreas, respuesta antiinflamatoria,
salud e integridad de la mucosa intestinal, ademas de la segregacion de metabolitos que

mejoran la respuesta inmunologica (Liao y Nyachoti, 2017).
2.7. Saccharomyces boulardii

La Saccharomyces boulardii es una cepa de levadura tropical aislada por primera vez
de las frutas del lichi y del mangostan en 1923 por el cientifico francés Henri Boulard. Es

muy parecida a la S. cerevisiae pero distinta en muchas de sus caracteristicas taxonomicas,
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metabolicas y genéticas (Malgoire et al., 2005; Edwards-Ingram ef al., 2007). No obstante,
otros autores consideran la S. boulardii una subespecie de la S. cerevisiae (Gagnon et al.,
2007); en este sentido Rajkowska y Kunicka-Styczynska (2009) indicaron que de acuerdo
con la nomenclatura actual del Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN), las
levaduras S. boulardii deben denominarse S. cerevisiae var. boulardii. Sin embargo, debe
sefialarse que reducir fuertemente la capacidad de aparearse con otras cepas pone a S.
boulardii en la forma evolutiva de convertirse en una especie separada (Lukaszewicz, 2012).
Por lo tanto, en la actualidad seglin el niimero 252598 de identificacion del taxon de

Saccharomyces identifica la S. boulardii como una especie independiente de la S. cerevisiae

(NCBI:tx1d252598, 2019).

Por otro lado, 1a S. boulardii ha probado ayudar a mantener y restaurar la flora intestinal
natural en el intestino grueso y delgado y se lo clasifica como probidtico cuando es
suministrada de forma viva y prebidtico cuando se suministra de manera muerta teniendo en
cuenta las caracteristicas que ofrece su pared celular (Qin et al., 2018). Martins et al. (2013)
y Liao y Nyachoti (2017), informaron que la variedad S. boulardii es efectiva contra bacterias
patdgenas y disminuye la inflamacidn causada por enfermedades en el TGI. Ademas, tiene
el potencial de influir en la diversidad bacteriana (Gagnon et al., 2007), reduce la
translocacion bacteriana. (Lessard et al, 2009) y disminuye la unién de E. coli

enterotoxigénica a lamucosa ileal (Daudelin et al., 2011).

A pesar de los beneficios de las levaduras S. cerevisiae y S. boulardii, al ser utilizadas
en las dietas de los animales como probioticos, no se encontrd evidencia de su efecto sobre
las enzimas pancreaticas, acidos grasos volatiles y microbiota del colon de lechones recién

destetados.
III. HIPOTESIS

La inclusién de antibidtico, Saccharomyces cerevisiae o Saccharomyces boulardii en

las dietas para lechones recién destetados, modula diferenciadamente la actividad de la
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tripsina, quimotripsina y amilasa pancreatica, la producciéon de acidos grasos volatiles del

colon y la distribucion de la poblacion bacteriana en el colon.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la inclusion de antibiodtico, S. cerevisiae o S. boulardii en la dieta,

sobre algunas caracteristicas de la fisiologia digestiva del lechdn recién destetado.
4.2. Objetivos especificos

En lechones recién destetados, comparar los efectos de la adicion de S. cerevisiae, S.

boulardii o un antibidtico en la dieta sobre:
» Laactividad enzimatica especifica de la tripsina, quimotripsina y amilasa pancreatica.
= El perfil de 4cidos grasos volatiles en el contenido del colon.

= La distribucidn de las poblaciones bacterianas en el contenido del colon.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion experimental

La investigacidn se llevd a cabo en la granja porcina experimental del Centro Nacional
de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia (CENID-Fisiologia) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en la localidad de
Ajuchitlan, municipio Colon, Querétaro, México. La actividad enzimatica, el perfil de acidos
grasos volatiles y la distribucién de las poblaciones bacterianas, se determinaron en el
laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro, México. El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro
(78FCN2017). El experimento se desarrollo siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Diario Oficial
de la Federacion, 2001), también los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana sobre los
métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres (Diario Oficial de la
Federacién, 2015); asi como los lineamientos de la International Guiding Principles for

Biomedical Research Involving Animals (CIOMS, 2012).
5.2. Animales, dieta y tratamientos experimentales

Un total ‘de 40 lechones Fertilis 20xG Performance (Genetiporc®, PIC México,
Querétaro, México) de 19.8 + 1.56 dias de edad, con 6.2 + 1.79 kg de peso aproximadamente,
se ubicaron durante 2 semanas, segun un disefio completamente al azar con 4 tratamientos,

10 repeticiones por tratamiento donde cada lechon fue una repeticion.

Se formularon cuatro dietas iso-proteicas e iso-energéticas para cubrir los
requerimientos nutricionales de los lechones recién destetados. Las dietas se formularon a
base de maiz y pasta de soya, segun lo recomendado por el NRC (2012). La composicion

quimica de la dieta basal se muestra en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Ingredientes y composicion quimica de la dieta basal, porcentaje en base al

alimento oftrecido.

Ingredientes % Composicion quimica

Maiz 47.1 Materia seca (%) 895
Pasta de soya 15 Proteina cruda (%) 21.8
HPM * 9.23 FDN (%) 12.3
Suero de leche 24.7 EM (kcal'kg™) 3,300
Aceite de maiz 1.49

Lisina 0.25

Aminogut ** 0.8

Treonina 0.1

Triptéfano 0.05

FD *** 0.9

Vitaminas " 0.08

Minerales © 0.12

Biocolina 0.04

Gustor * 0.2

* HPM: Harina de pescado Menhaden. ** Aminogut: L-glutamina y 4cido L-glutamico (1:1), (Ajinomoto,
Japon). *** Fosfato dicalcico T Vitaminas por kg de dieta: vitamina A 10200 UT; vitamina D 1980 UT; vitamina
E 60 UI; Vitamina K 1.20 mg; colina 967 mg; niacina 36 mg; pantotenato 17 mg; riboflavina 7.2 mg; vitamina
B12 38 pg; tiamina 0.3 mg; piridoxina 0.31 mg; biotina 0.08 mg; folato 0,75 mg. © Minerales por kg de dieta:
cobre 14.4 mg; yodo 800 mg; hierro 105 mg; manganeso 36 mg; selenio 0.3 mg; zinc 144 mg. * Gustor: butirato

de sodio (Norel, Espaiia)

A la dieta basal se le incluyo S. cerevisiae, S. boulardii o un antibiotico promotor de
crecimiento a expensas del maiz, por ende, se constituyeron cuatro tratamientos
experimentales: el tratamiento 1 (Control -) Dieta basal (Cuadro 4); Tratamiento 2 (Sc), Dieta
basal + 0.8 % de Saccharomyces cerevisiae (Yea-Sacc strain 1026, Alltech, EUA);
Tratamiento 3 (Sb): Dieta basal + 0.1 % de Saccharomyces boulardii (Levucell SB, CNCM
1-1079, Lallemand Animal Nutrition, Canada); Tratamiento 4 (Control +): Dieta basal + 0.05

% de un antibidtico (LincoSpectin: 2.2 g lincomicina, 2.2 g espectinomicina, Zoetis, EUA).
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5.3. Condiciones experimentales

El experimento se desarroll6 bajo condiciones de ambiente controlado (30 y 28 +£2 °C
durante la primera y segunda semana pos-destete, respectivamente). Los cerdos se alojaron
en una jaula colectiva metélica de 38 cm de altura, 115 cm de ancho y 150 cm de largo, con
piso de rejilla. Los lechones recibieron alimentos y agua ad-libitum a través de una
tetina/jaula y un comedero tipo tolva con 6 bocas. No se emplearon medicamentos, ni se

brindo atencidn veterinaria terapéutica durante la etapa experimental.
5.4. Toma de muestras

Los dias 7 y 14 de experimentacién se sacrificaron cinco cerdos por tratamiento
siguiendo los lineamientos de la NOM-033-SAG/Z0O0-2014 (Diario Oficial de la
Federacion, 2015). Antes del sacrificio los. cerdos se mantuvieron en ayuno por
aproximadamente 8 horas, solo con agua ad libitum. Los animales primeramente se
tranquilizaron con azaperona (Sural®) a una dosis de 20 mg/kg de peso vivo, una vez
obtenidas las muestras biologicas, los lechones se sacrificaron con una sobredosis de
pentobarbital sédico (Pentotal®), se procedi6 a la apertura de la cavidad abdominal para la
colecta del contenido del colon, para la determinacion de AGV’s y la microbiota. Las
muestras se congelaron a-40-°C y -80 °C, respectivamente, hasta su posterior analisis en el
laboratorio. El pancreas se cortd en dos porciones, sobre una superficie fria, para determinar

la actividad enzimética y se guardaron a -40 °C.
5.5. Actividad enzimatica del pancreas

Para la determinacion de la actividad de la amilasa, la tripsina y la quimotripsina
pancreatica, se pesd aproximadamente 1 g de pancreas previamente congelados, para
homogenizar los cortes de pancreas en suero fisiologico 0.9 %, se utilizé un polytron marca
OMNI, modelo TH-115, las muestras homogenizadas fueron almacenadas a -40 °C hasta su

posterior uso.
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La determinacion de la actividad de la amilasa pancreatica (Ul/mg de proteina), fue
mediante espectrofotometria, empleando como sustrato almidon soluble (Productos
Quimicos Monterrey, NL, México), la absorbancia del almidon remanente a los 30 minutos
de la hidrolisis se determin6 con un espectofotometro Genesys'™ 10uv (Thermo Scientific,

Madison, WI, EUA), con densidad éptica (DO) de 580 nm (Métais, 1968).

La actividad de la tripsina (Ul/mg de proteina) fue determinada por la técnica de
titulacion de punto final con un pH final de 7.9, segun lo descrito por Reboud et al. (1962),
empleando un titulador Mettler DL12. La activacion de tripsindgeno contenido en las
muestras de pancreas homogenizados se realiz6 24 horas antes de la titulacion, con la enzima
Tripsina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemania). Se empled el BAEE (N,-
Benzoyl.L..-Arginine Ethyl Ester Hydrochloride) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Alemania) como sustrato para medir la actividad de la enzima.

La actividad de la quimotripsina (UI/mg de proteina) fue determinada por
espectrofotometria de cinética con una densidad optica (DO) de 286 nm (Bergmeyer, 1974),
en un espectofotémetro Genesys™ 10uv (Thermo Scientific, Madison, WI, EUA). Para la
activacion de quimotripsindgeno, 24 horas antes se agregd a la muestra de pancreas
homogenizada la enzima Tripsina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemania). Se
utiliz6 como sustrato de la quimotripsina activada el BTEE (N-Benzoyl...-Tyrosine Ethyl

Ester) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemania).

El contenido de proteina total del pancreas se determin6 mediante la técnica de Lowry
(Lowry ef al., 1951). Se realiz6 una curva estandar con diferentes concentraciones (0, 0.063,
0.125, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/ml) de Albumina Sérica Bovina (Bio-Rad, CA, EUA) como
proteina estidndar. La densidad Optica se determind con un espectrofotometro Genesys™

10uv (Thermo Scientific, Madison, WI, EUA) con una absorbancia de 716 nm.

La actividad especifica de cada enzima (Ul/mg proteina) se obtuvo dividiendo la
actividad total de la enzima (Ul/g pancreas) entre la concentracidn total de proteina (mg de

proteina/g pancreas) en la muestra de pancreas.
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5.6. Determinacion de acidos grasos volatiles

Se pesaron aproximadamente 2 g de contenido del colon en tubos de centrifuga con
tapa previamente identificados. Se agregd agua HPLC de acuerdo con la cantidad de muestra
en el tubo (por 2 g de muestra, 3 ml de agua HPLC). Se agité cada tubo en un vortex por 30
segundos. Los tubos se centrifugaron en una centrifuga Beckman Coulter durante 30 minutos
a una velocidad de 4000 rpm, a una temperatura de 4 °C. Se obtuvo el sobrenadante con una
jeringa de 3 ml colocando posteriormente un filtro. Se vacio el contenido previamente filtrado
a un tubo pequefio color &mbar. Los tubos dmbar fueron almacenados en congelacion a -40

°C para posteriormente realizar la determinacion de los acidos grasosvolatiles.

La concentracién de los acidos grasos volatiles de cadena no ramificada (acético,
propidnico, butirico y valérico) y de cadena ramificada (isobutirico, isovalérico e

isocaproico), se determin6 mediante cromatografia de gases (Roberts et al., 2007).
5.7. Determinacion de la distribucion de las poblaciones bacterianas
5.7.1. Extraccion y purificacion de ADN

Para la extraccion de ADN de las muestras de contenido del colon se utilizé el kit de
extraccion DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil® Kit (100) (QIAGEN GmbH, Hilden,
Alemania), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se utilizé el PowerLyzer™ 24
(MO BIO Laboratories, EUA) para homogenizar las muestras. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron en una centrifuga refrigerada con 4 °C marca Eppendorf Centrifuge 5417 R
(Hamburg, Alemania). La cantidad y calidad del ADN se determind mediante un
espectofotometro NanoDrop 2000¢ (Thermo Scientific, EUA), para posteriormente someter
las muestras a PCR y electroforesis en gel de agarosa. E1 ADN se congelo a -20 °C para su

posterior uso (Nava-Morales, 2009).
5.7.2. Amplificacion del ADN

Una vez obtenido el ADN bacteriano, se implemento la técnica del RISA (Ribosomal

Intergenic Spacer Analysis), que consistido en realizar una reaccidon de la polimerasa en
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Reactivos }i)a(a la PCR mix (25 pl) [Volumen (pl) Tiempo
e

Proceso del ciclg Niiméro de ciclos — [Temperatura
Ex Taq Buffer 10x 2.5 (minutos)
NS tstlixtacién inicial del ADN 1 HUrcC 03:00
Dtigeaiif | Facidrrde] ADN 35 940°C 0:45
AligeaiSnRkvdosaligonucleodtidos 35 35°C 1:00
ExtdasidhS TaKaRa 35 0a5C 2:00
Bdngivgi final 1 72 °C 07:00
damdrsteribnsdehmlsdutso obtenido 1 14.3¢ 0

cadena en un termociclador de punto final Bio-Rad T100™ Thermal Cycle (Bio-Rad, CA,
EUA), para amplificar el espacio intergénico de los genes que codifican las subunidades
ribosomales 16S rRNA y 23S rRNA, especificas de bacterias (Nava-Morales, 2009). Se
emplearon las sondas universales: ITSF (55GTCGTAACAAGGTAGCCGTA) y ITSReub
(5'GCCAAGGCATCCACC). Se realizdé la mezcla para el PCR con los reactivos que
describen en el Cuadro 5, para obtener asi un volumen total de producto de PCR de 25 pl. El

ciclo de la PCR se realiz6 segtn el protocolo-descrito en el Cuadro 6 (Nava-Morales, 2009).
Cuadro 5. Reactivos parala elaboracion de la PCR mix.

Cuadro 6. Ciclo de amplificacion PCR

5.7.3. Gel de electroforesis y analisis de bandas

Con los productos de la PCR se realizaron analisis de electroforesis a 60 volts por 70
minutos en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio. Los geles fueron revelados en un
Fotodocumentador Universal Hood II (Bio-Rad, CA, EUA). Se obtuvo una serie de bandas
de diferentes pesos moleculares, de acuerdo con la poblacidn bacteriana presente. Las bandas
obtenidas se analizaron con el software especializado Quantity One® (Bio-Rad, CA, EUA).
En cada carril del gel las bandas se identificaron como ausentes (marcadas con un 0) y la

presentes (marcadas con un 1) (Nava-Morales, 2009).
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5.8. Analisis estadisticos

Los datos de la actividad enziméatica y concentracion de AGV'’s se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple para un disefio completamente
aleatorizado, previa verificacion de la normalidad de los datos por la prueba de Shapiro-
Wilks (modificado) y para la uniformidad de la varianza la prueba de bondad de ajuste de
Kolmogorov-Smirnov. Se empled la Décima de Duncan (1955) para determinar las
diferencias entre medias, con P<0.05, segun el software estadistico SPSS version 23. Los
patrones de bandeos se analizaron utilizando el paquete estadistico PAST®. Se realiz6 un
analisis de coordenadas principales y uno de varianza multivariado no paramétrico para
determinar la diferencia estadistica entre tratamientos de la distribucidn bacteriana, segtn el
indice de similitud de Jaccard (Milligan y Cooper, 1986). Para todas las pruebas determinadas

la unidad experimental fue el lechén.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Actividad enzimatica del pancreas

En la Figura 3 se observa la actividad especifica de amilasa pancreatica, a los 7 y 14
dias posdestete. A los 7 dias posdestete, se observaron diferencias (P<0.05) entre los
tratamientos experimentales. Los animales que consumieron la dieta con antibidtico tuvieron
una mayor (P<0.001) actividad especifica de la amilasa en relacion con los demas animales.
Asimismo, en los lechones alimentados con S. boulardii la actividad especifica de la amilasa
fue mayor (P<0.001) con respecto a los animales que consumieron §. cerevisiae y el control
negativo, pero fue menor que los animales de la dieta con antibiotico (P<0.001). Sin
embargo, entre los animales de la dieta con S. cerevisiae y el control negativo no presentaron

diferencias (P>0.05).

A los 14 dias posdestete, los lechones que consumieron la dieta con S. cerevisiae
tuvieron una menor actividad de la amilasa pancreatica con relacioén al control negativo
(P<0.05), mientras que, comparada con los demas tratamientos no mostré diferencias

(P>0.05).

Figura 3. Actividad especifica de la Amilasa pancreatica
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Durante los primeros dias posterior al destete, la produccidon enzimatica del pancreas
es insuficiente para digerir los carbohidratos y proteinas del nuevo alimento (Makkink ez al.,
1994), no obstante, es esperado y necesario que las enzimas pancredticas y su expresion
génica incrementen con la edad (He et al., 2016), para que el proceso digestivo se realice de
la manera adecuada. Esto es mas desafiante para la digestion del almidon que es un

nutrimento ausente en la alimentacidn lactea.

Lindemann et al. (1986) observaron la presencia de actividad de la amilasa pancreatica
antes del destete, probablemente porque los lechones tuvieron acceso al alimento de las
madres. Sin embargo, las condiciones experimentales del presente trabajo no permitieron el
acceso al alimento materno, por lo tanto, se esperaria una ausencia de actividad antes del
destete y una menor actividad en la primera semana posdestete, como lo muestra los presentes

resultados (Figura 3).

La menor actividad de la amilasa pancreatica en la primera semana posdestete,
probablemente puede ser explicada por la inmadurez del sistema enzimatico durante los tres
primeros dias posdestete (Lindemann et al., 1986; Makkink ez al., 1994). El incremento del
consumo de alimento en los dias posteriores y la composicion de la dieta ingerida pueden ser
los principales factores que modulan la sintesis y secrecion de las enzimas (Owsley et al.,
1986; Reis de Souza y Mariscal Landin, 1997). El cambio drastico de la fuente y cantidad de
carbohidratos ingerida, de mucha lactosa a mucho almidon, al destete, probablemente fue un
estimulo muy importante para la actividad de la amilasa pancreatica, ya que la cantidad de
enzimas pancredticas secretadas es proporcional a la cantidad de sustrato presente en el

intestino delgado (Owsley et al., 1986).

El incremento del consumo de alimento entre la primera y segunda semana posdestete
y la adaptacion del lechon a las condiciones nutricionales y ambientales, pueden explicar el
aumento de la actividad especifica de la amilasa pancreatica del dia 7 al 14 posdestete (Figura

3), independientemente de la dieta experimental consumida.

Mas alla de los efectos de los cambios nutricionales a nivel de los ingredientes mayores

que componen la dieta, los presentes resultados muestran que los aditivos (antibidtico y
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levaduras vivas) que se incorporaron a la dieta en pequefias cantidades, también juegan un
papel importante en la actividad de las enzimas digestivas. Estos aditivos probablemente
causan cambios en la ecofisiologia del intestino delgado, los cuales pueden modular la

respuesta pancreatica en términos de sintesis y secrecion de las enzimas.

El antibidtico, LincoSpectin, adicionado a la dieta basal en el presente trabajo, s de
amplio espectro y tiene una actividad bacteriostatica principalmente sobre especies de los
géneros Proteus, Klebsiella, Yersinia, Streptococcus, Clostridium, Brachyspira, Lawsonia,
Escherichia, Salmonella, entre otros (Zoetis, 2013). Las especies de bacterias intestinales que
pertenecen a estos géneros utilizan carbohidratos para obtener energia como parte de su
desarrollo, ademds producen carbohidrasas (Relling y - Mattioli, 2008). Quizds una
disminucién de este perfil bacteriano por la accion del antibidtico provocd una mayor
concentracion de sustrato en el intestino delgado y por ende una mayor estimulacion para la
produccidn de amilasa pancredtica. Por otro lado, en los animales que consumieron la dieta
control negativo, sin ningun aditivo, la actividad bacteriana disminuye la concentracion de
los carbohidratos solubles en el intestino delgado, estimulando en menor proporcion la
actividad de la amilasa pancredtica. Sin embargo, estas aseveraciones deberdn ser

comprobadas en otros experimentos.

El remplazo del antibidtico por las levaduras vivas mostré ser menos eficiente para
estimular la actividad de la amilasa pancreatica en la primera semana posdestete, pero ambas
levaduras se comportaron de manera diferente. Mientras que el efecto de la inclusion de S.
boulardii a la dieta sobre la actividad de la amilasa pancredtica se asemejé mas al del
antibidtico (P>0.05), el efecto de la adicion de S. cerevisiae fue igual al de la dieta sin
antibidtico. Probablemente los mecanismos de accion de las dos levaduras vivas sobre las
poblaciones bacterianas son similares al discutido anteriormente; sin embargo, hacen falta

mads estudios para comprobar esta hipotesis.

En la revision de la literatura no se encontraron trabajos con cerdos que relacionen la
actividad enzimatica con las levaduras S. cerevisiae y S. boulardii. Sin embargo, en ratones,

el tratamiento oral con S. boulardii mostrdo un incremento en la actividad total de las
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disacaridasas del borde de cepillo (Buts et al., 1994). También, en peces, Tovar et al. (2002)
observaron un incremento de la actividad de la amilasa pancredtica en larvas en su inicio de
desarrollo alimentadas con S. cerevisiae. Los autores relacionan esta mejora en la actividad
enzimatica a las poliaminas (espermidina y espermina) que estan presentes en las levaduras
(Whitney y Morris, 1978; Buts, 2005). Se sabe que estas poliaminas tienen un efecto tréfico
sobre la mucosa intestinal y son importantes para la maduracidon del sistema digestivo, la
expresion de enzimas de borde de cepillo y los mecanismos de transporte de membrana (Buts,
2005). También se sabe que las concentraciones de poliaminas varian de acuerdo con la cepa
y las condiciones de cultivo (Whitney y Morris, 1978). Probablemente en el presente estudio
la S. boulardii produjo una mayor cantidad de estas poliaminas, sin embargo, esto debera ser

comprobado.

Al dia 14 posdestete, todos los lechones incrementaron la actividad especifica de la
amilasa pancreatica, sugiriendo que los animales ya se habian adaptado al nuevo alimento.
Sin embargo, a pesar de que las diferencias no fueron significativas, el consumo de S.
cerevisiae estimuld en menor proporcién esta enzima. COmo ya se menciono anteriormente,

es necesario estudiar mas la relacion de las levaduras y la actividad de la amilasa pancreatica.

La actividad especifica de la tripsina a los 7 dias posdestete fue mayor con la inclusion
de S. cerevisiae a la dieta basal en relacidon con la adicidon de S. boulardii (P<0.05), pero fue

igual (P>0.05) alos animales de las dietas control positivo y negativo (Figura 4).

Asimismo, la actividad especifica de la quimotripsina pancredtica a los 7 dias
posdestete aumentd con la adicion de S. cerevisiae y el control negativo, en relacion con los

tratamientos con S. boulardii'y el control positivo (P<0.05) (Figura 5).

La actividad especifica de la tripsina y quimotripsina pancredtica no mostrd diferencias
entre tratamientos (P>0.05), a los 14 dias posdestete. Sin embargo, hubo una tendencia a ser
mayor (P=0.11 y P=0.06, para tripsina y quimotripsina, respectivamente) en los animales

que consumieron las dietas con S. cerevisiae y S. boulardii.
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] etras diferentes en barras del mismo dia difieren (P<0.05).

Figura 4. Actividad especifica de la Tripsina

200 -
g
5 150 A
S
g,
g 100 1
%n C
= 50
)

0
7 dias posdestete 14 dias posdestete
< C+ 8 Sc # Sb & C-

[ etras diferentes en barras del mismo dia difieren (P<0.05).

Figura 5. Actividad especifica de la Quimotripsina
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La actividad de la tripsina y quimotripsina tuvo un comportamiento distinto (Figuras 4
y 5) del observado con la amilasa pancreatica (Figura 3), en relacion con las semanas
posdestete. Esto porque, ya esta establecido que la adaptacion de la funcidon pancreatica es
especifica para cada enzima (Zabielski et al., 1999). Owsley et al. (1986) mostraron que la

actividad de la tripsina no varia en las primeras semanas posdestete y que la actividad de la
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quimotripsina disminuye a partir de los 27 dias de edad, en el presente trabajo los lechones

tenian 34 dias de edad.

Lindemann et al. (1986) mencionan que, excepto por el periodo poco después. del
nacimiento y después del destete, el cerdo parece tener suficiente capacidad enzimatica para
digerir proteinas a un ritmo similar a la necesidad que posiblemente podria presentarse en
funcién de la capacidad fisica del tracto digestivo. Los resultados del presente trabajo
sugieren que la actividad de las proteasas estudiadas fue suficiente parala digestion de las
proteinas desde la primera semana posdestete, pues en la segunda semana esta actividad se
redujo ligeramente en casi todos los lechones. Esto probablemente esta relacionado con la
alta digestibilidad de las fuentes proteicas utilizadas para la formulacion de las dietas

experimentales (Cuadro 4).

Debido a las caracteristicas de las fuentes de proteina, asi como del nivel de proteina
cruda, que fueran los mismos en todas las dietas experimentales, no se esperaban diferencias
en las actividades de las proteasas entre los animales que consumieron los diferentes
tratamientos. Sin embargo, se observa que, mientras el antibidtico adicionado a la dieta basal
no afectd la actividad de las proteasas en la primera semana posdestete, el tipo de levadura
adicionada a la dieta basal fue un factor modulador. A diferencia de la amilasa pancreatica,
la S. cerevisiae fue un estimulador mas eficiente que la S. boulardii; principalmente para la

quimotripsina.

La disminucion de la actividad de las proteasas a los 7 dias posdestete en animales que
consumieron en su dieta S. boulardii en relacion a los de S. cerevisiae, quizas se deba a la
que en. los lechones del grupo S. boulardii disminuyan las proteinas en la luz intestinal, ya
que estas estimulan la produccion de las proteasas via secrecion de CCK (Cunningham y
Klein, 2014), lo que pudo haber ocurrido por los mecanismos que se mencionan a

continuacion.

1) Incremento de bacterias proteoliticas: en los cerdos que consumieron S. boulardii
probablemente ocurrié un aumento de las bacterias proteoliticas en la luz intestinal y una

disminucion de las amiloliticas. Pues se observd una mayor actividad especifica de la amilasa
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pancredtica, probablemente una menor fermentacidn de los carbohidratos dejandolos libre en
la luz del intestino delgado y consecuentemente estimulando la secrecion de amilasa (Figura
3). Varios autores han reportado que la disminucion de un perfil bacteriano posibilita el

crecimiento de otros tipos de bacterias (Williams ez al., 2005; Herrero de Lucas et al., 2018).

2) Accion de las levaduras sobre las proteinas dietéticas en la luz intestinal. Varios
autores mencionan que la S. cerevisiae no afecta la digestibilidad de las proteinas y del
nitrogeno de la dieta (Ko ez al., 2000; Sweeney et al, 2012), lo que incrementa la
disponibilidad de proteina en el intestino delgado y consecuentemente aumenta la
estimulacion del pancreas y la actividad de las proteasas pancreaticas (Figura 4 y 5). Sin
embargo, esta explicacion debe ser tomada con cautela, pues otros autores como Hahn ef al.
(2006) encontraron que la suplementacion del B-glucanos obtenidos de diferentes cepas de

S. cerevisiae aument6 linealmente la digestibilidad de proteina cruda en cerdos destetados.

Por otro lado, la S. boulardii secreta varias enzimas proteoliticas, como por ejemplo la
leucina-aminopeptidasa con la finalidad de utilizar estas proteinas y péptidos de los alimentos
para sus propios fines (Buts et al., 2002), reduciendo la disponibilidad de proteina en el
intestino delgado y consecuentemente disminuyendo la estimulacion del pancreas y la
actividad de las proteasas pancreaticas (Figura 4 y 5). En este sentido, Moré y Vandenplas
(2018) demostraron que la inclusion de S. boulardii en la dieta mejora la digestibilidad de las

proteinas.
6.2. Perfil de los 4acidos grasos volatiles del contenido del colon

El Cuadro 7 muestra el perfil de dcidos grasos de cadena corta del contenido del colon,
a los 7 y 14 dias posdestete. Los animales de los cuatro tratamientos experimentales
produjeron diferentes cantidades de acidos grasos volatiles (P<0.001). La inclusion de S.
boulardii en la dieta provocd la mayor produccion de los 4cidos grasos no ramificados
(AGVNR) de acético, propionico, butirico, y de los dcidos grasos volatiles totales. También,
la inclusion de S. cerevisiae en la dieta incremento la concentracion de los AGVNR acético,
propidnico y butirico en comparacion con los controles positivo y negativo (P<0.001), pero

en menor proporcion que la S. boulardii (P<0.001). Sin embargo, los animales del control
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negativo produjeron la mayor (P<0.001) cantidad de 4cido valérico y de AGVR (isobutirico,
isovalérico, isocaproico) en comparacion con los demds tratamientos, mientras que la S.
cerevisiae 'y S. boulardii estimularon las menores producciones de AGVR (P<0.001)
(Cuadro 7). Los animales alimentados con la dieta con antibidtico tuvieron la menor

produccion de AGVNR y una cantidad moderada de AGVR.

A los 14 dias posdestete se observd un patrén de fermentacion similar al dia 7
posdestete, sin embargo, las concentraciones fueron mayor la segunda semana con relacion

a la primera.

Las bacterias benéficas y otros componentes de la microbiota intestinal mediante la
fermentacion de los carbohidratos, provocan la formaciéon de AGVNR tales como: acético,
propidnico, butirico y valérico (Huang et al., 2016). Por otro lado, los AGVR, incluidos el
isobutirico, isovalérico e isocaproico, se producen durante la fermentacion de proteinas y
aminoacidos ramificados, que realizan las bacterias proteoliticas intestinales (Hermes et al.,
2009). Segiin Murinova y Dercova (2014) los AGVR se sintetizan a partir de a-cetoacidos
que se derivan de la valina y la leucina como precursores de los 4cidos grasos de cadena iso-
ramificada y de la isoleucina como precursor de AGVR. Quizas un incremento de los
AGVNR y una disminucién de los AGVR como fue observado en el presente trabajo, pudiera

ser favorecedor para la salud intestinal de los lechones recién destetados.

La inclusion de S. boulardii en la dieta de lechones recién destetados, a los 7 y 14 dias
posdestete, incrementd la produccion de los principales AGVNR (4cidos acético, propidnico
y butirico) producidos en el colon esto mejora la salud intestinal y la nutricion de las células
colénicas (Lan et al., 2015). Breves et al. (2000) y Schneider et al. (2005) también
encontraron un incremento en las concentraciones de acido butirico y otros 4acidos grasos de

cadena no ramificada en el colon, cuando incluyeron S. boulardii en la dieta.

Tratamientos experimentales

54



Variables Control + Sc Sb Control- EEM= ValordeP
7 dias posdestete

Acético 28.1¢ 92.5° 138.9% 22.1¢ 023  <0.001
Propiénico 8.3¢ 29.0° 53.20 10.8° 0.15  <0.001
Butirico 11.4¢ 35.2° 61.4° 12.2°¢ 0.10  <0.001
Valérico 3.9 1.3¢ 1.6° 10.5 0.05 - <0.001
AGVNR 51.74 158.0°  255.0° 55.7¢ 0.18 . <0.001
Isobutirico 5.9b 2.3¢ 2.9¢ 67.2° 0.16 ~ <0.001
Isovalérico 4.6° 2.1¢ 2.0° 41.5° 0.06  <0.001
Isocaproico 4.8 1.04 1.3 11.52 0.05  <0.001
AGVR 15.3° 5.34 6.3° 1203 0.16  <0.001
Totales 66.9¢4 163.3°  261.3 176.0° 027  <0.001
14 dias posdestete

Acético 33.2¢ 113.4> _ 171.8? 26.59 031  <0.001
Propidnico 10.59 37.7° 63.1° 14.3° 0.82  <0.001
Butirico 13.59 40.8° 73.6% 14.5° 0.06  <0.001
Valérico 5.4° 1.5¢ 2.4¢ 12.82 0.04 <0.001
AGVNR 62.74 193.4°>  310.9° 68.0° 0.93  <0.001
Isobutirico 7.4° 2.7 3.4¢ 81.12 0.13  <0.001
Isovalérico 6.5° 2.24 2.7° 51.28 0.07  <0.001
Isocaproico 6.5° 0.9¢ 1.7 14.12 0.07  <0.001
AGVR 20.3° 5.9¢ 7.9¢ 146.4*  0.19  <0.001
Totales 83.0¢ 199.3¢  318.7° 2144°> 094  <0.001

Cuadro 7. Perfil de 4cidos grasos volatiles (umol/g) en el contenido del colon de

lechones, a los 7 y 14 dias posdestete.

ab.e.d Medias con letras diferentes en la misma fila difieren a P<0.001.
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Asimismo, Marchesi et al. (2016) mencionaron que los 4cidos AGVNR sirven como
una importante fuente de energia para la pared intestinal y proporcionan aproximadamente

la mitad del requerimiento energético diario de los colonocitos en humanos.

Una mayor concentracion de 4cido acético permite un ahorro alrededor del 30 % del
requerimiento de energia de los lechones durante el estrés producido por el destete (Escobar
Garcia et al., 2014), ya que el 4cido acético se puede transformar en 4cido butirico, que
proporciona entre el 70 % y el 90 % de la energia requerida por el metabolismo de los
colonocitos (Williams et al., 2005). Ademas de su importante aporte enérgico, el acido
butirico presenta beneficios para la salud regulando la expresion de genes en los colonocitos

y exhibiendo propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Lan et al., 2015).

Quizas el incremento de los acidos grasos de cadena no ramificada en el tratamiento
con S. boulardii, fue probablemente debido a la presencia de -glucanos, mano-proteinas y
quitina en la pared celular de la levadura (Hudson ef al., 2016), que sirven como excelentes
sustratos para la fermentacion microbiana, especialmente para varios microorganismos
productores de acidos grasos no ramificados (Moré y Swidsinski, 2015). Esto sugiere un
efecto prebiodtico de la levadura y no solamente probidtico, no obstante, se necesitaria

comprobar la viabilidad de la levadura en el colon para demostrar este planteamiento.

A pesar de que'la S. cerevisiae y la S. boulardii tienen grandes semejanzas genéticas y
morfofisiologicas (Fietto ef al., 2004; Edwards-Ingram et al., 2007), la pared celular de la S.
boulardii esmas gruesa que la pared celular de 1a S. cerevisiae (Hudson et al., 2016), ademas,
ambas levaduras presentan B-glucanos en su pared celular, que pudieran servir como sustrato
de las enterobacterias una vez que la levaduras mueran en el intestino, sin embargo, los -
glucanos de la pared celular de la S. cerevisiae estan compuestos principalmente por
aproximadamente un 85 % de enlaces ramificados B(1-3) glucano de alto peso moleculary 3
% de enlaces intercadena glucosidicos B(1-6) (Manners et al., 1973). Segun Sweeney et al.
(2012), 1 90 % de los B-glucanos de la S. cerevisiae son insolubles en agua, quizas debido a

su complejidad estructural.
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En este sentido, Sweeney et al. (2012) encontraron que los B-glucanos insolubles de la
S. cerevisiae estimulan en el colon proximal un perfil de 4cido acético, propidnico y valérico,
diferente perfil de acidos grasos volatiles estimulados por los B-glucanos solubles del alga
marina Laminaria digitata, lo que sugiere que los B-glucanos solubles e insolubles presentan

efectos diferentes sobre la produccion de 4cidos grasos volatiles.

Tal vez esta complejidad estructural e insolubilidad de la pared cclular de la S.
cerevisiae provoque una menor fermentacion bacteriana lo que disminuye las probabilidades
que la levadura sea empleada como prebiotico después de morir en ¢l intestino. Por ende, el
tratamiento con S. cerevisiae tuvo menor concentracion de 4cidos grasos volatiles en
correspondencia con el tratamiento con S. boulardii. Oeztueik et al. (2005), al simular una
fermentacion microbiana ruminal in vitro, reportaron que la S. boulardii tuvo efecto
prebiodtico cuando aumento las concentraciones de acidos grasos no ramificados. Segun lo
antes mencionado se sugiere que las levaduras . Saccharomyces pueden ser empleadas como
prebidticos y probidticos en las dietas animales, para modular un perfil de acidos grasos

volatiles benéfico para la salud intestinal.

Los presentes resultados  coinciden con Escobar Garcia et al. (2014) quienes
encontraron un incremento de los acidos acético, propidnico y butirico en el colon de
lechones destetados, al utilizar probioticos en las dietas, sin embargo, utilizaron dos especies
de Bacillus con dietas bajas en proteina. Varias investigaciones demuestran el efecto de
levaduras vivas y bacterias principalmente 4cido lacticas como probidticos en las dietas de

animales y humanos (Asaduzzaman et al., 2018; Anadon et al., 2019).

Igualmente, Escobar Garcia et al. (2014) reportaron un incremento de los acidos grasos
de cadena ramificada: isobutirico, isovalérico e isocaproico, en el colon de lechones
alimentados con una dieta alta en proteina (20 %) pero sin antibidtico ni probidtico, similar
a lo ocurrido en nuestro estudio con el tratamiento control negativo (Cuadro 7). Verbeke et
al. (2015) informaron que los acidos grasos de cadena ramificada tienen efecto negativos
para las células epiteliales. Los acidos grasos isobutirico e isovalérico, inducen apoptosis en

las células del epitelio intestinal (Sakurazawa y Ohkusa, 2005), ademds pueden afectar el
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intercambio de iones en el colon y actian como reguladores en la absorcion de Na * en el

colon (Blachier et al., 2007).

Segun Birkett ez al. (1996), los AGVR se pueden reducir por un aumento de la cantidad
de carbohidratos fermentables que llegan al colon en forma de almiddn resistente. En este
sentido, Escobar Garcia ef al. (2014) encontraron una disminucién de acidos grasos

ramificados en el colon, cuando redujeron el nivel de proteina de la dieta a expensas del maiz.

Quizas la presencia de probioticos en la dieta estimula la fermentacién bacteriana de
los carbohidratos, independientemente del nivel de proteina utilizado, mientras que una dieta
alta en proteinas sin antibidticos ni probidticos (control negativo) permite el crecimiento de
microorganismos capaces de fermentar proteinas. Es importante recordar que las enzimas
tripsina y quimotripsina, a los 7 dias posdestete, incrementaron en el control negativo
(Figuras 4 y 5) quizéas por una mayor presencia de sustrato (proteina) en la luz del intestino
proximal, lo que permite un incremento de proteinas no digeridas en el intestino posterior
por la insuficiencia digestiva de los lechones recién destetados (Reis de Souza y Mariscal

Landin, 1997) y por ende una mayor concentracion de acidos grasos de cadena ramificada.

El tratamiento con LincoSpectin presentd los menores valores de acidos grasos de
cadena no ramificada y de acidos grasos totales, a los 7 y 14 dias experimentales (Cuadro 7),
semejante con los resultados de Escobar Garcia et al. (2014). Posiblemente, debido a una
disminucién de la fermentacion microbiana por el efecto bacteriostatico que tiene el
antibidtico sobre la microbiota intestinal (Becattini et al., 2016). Otros autores también
reportaron  que los antibidticos disminuyen la fermentacion bacteriana intestinal,
modificando el perfil de 4cidos grasos de cadena corta (Crossland ez al., 2017; Cao et al.,

2019).

Macfarlane y Macfarlane (2003), reportaron que la cuantidad y composicidon de los
acidos grasos volatiles producidos en el intestino grueso depende de la cantidad y

constitucion de la microbiota residente y el sustrato fermentable que llega al intestino distal.
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Por otro lado, la utilizacion de S. cerevisiae en la dieta para lechones disminuy¢ las
concentraciones de dcidos grasos volatiles (Mathew et al, 1998). Plata et al. (1994)
reportaron que la inclusion de S. cerevisiae en el rumen de vacas Holstein, no afectd el perfil
de acidos grasos volatiles. Anteriormente, Malcolm y Kiesling (1990) y Williams et al.
(1991), encontraron que la S. cerevisiae disminuia las concentraciones de acetato y
aumentaba las concentraciones de propionato, quizas debido que la S. cerevisiae puede
utilizar el acido acético como sustrato para su metabolismo (Chu et al., 1981), quizas una
menor viabilidad de la S. cerevisiae en el colon de lechones a los 7 y 14 dias posdestete,
disminuy6 la utilizaciéon de acido acético y por ende este s¢ mantuvo en mayores

concentraciones que el dcido propidnico (Cuadro 7).

El uso de probiodticos en la alimentacién de varias especies de peces también
incrementa las concentraciones de 4cido acético, propionico y butirico (Allameh et al., 2017;
Asaduzzaman et al., 2018). Han et al. (2018) reportaron que los acidos grasos de cadena
corta son los principales metabolitos de las Lactobacillaceae y tienen gran actividad contra
enterobacterias, tales como E. coli. Asimismo, Lawhon ef al. (2002) informaron que el 4cido
butirico disminuye la expresion del gen de virulencia y la invasion de Salmonella en células

epiteliales in vitro.

Los acidos grasos volatiles participan en el metabolismo lipidico y energético, y
aumentan el peso corporal (Qin et al., 2019). Birkett et al. (1996) encontraron mayores
concentraciones de propionato y butirato en el ciego de ratones obesos en correspondencia
con animales magros. Una disminucion de las concentraciones de acetato pudiera inhibir la
lipogénesis, mientras que el aumento de propionato contribuiria a la inhibiciéon de la
conversion de acetato en lipidos en el higado y el tejido adiposo (Hong et al., 2005). Tal vez
el mayor contenido de acidos acético, propidnico y butirico en los tratamientos con
Saccharomyces (Cuadro 7) impidi6 la deposicion de lipidos en el higado y el tejido adiposo
de los lechones a los 7 dias posdestete, por ende, no hubo diferencias entre tratamientos en
el peso vivo (Bautista, 2019) ni el peso relativo del higado (Martinez, 2019). Sin embargo, a
los 14 dias posdestete, el tratamiento con antibiotico mantuvo sus concentraciones de acidos

grasos de cadena no ramificada (Cuadro 7) e increment6 el peso vivo (Martinez, 2019)

59


https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_esMX841MX841&q=Lactobacillaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLSz9U3MDItKTOxWMQq4JOYXJKflJicmZOTmJyamAoAgS0PRCEAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwid6YzQnNnjAhVSWq0KHW15CDYQmxMoATAVegQIDBAK

mientras que los restantes tratamientos incrementaron las concentraciones de 4cidos grasos

no ramificados.

Es importante destacar que el incremento de los acidos grasos de cadena corta puede
disminuir el pH intestinal (Taciak ef al., 2010) e inhibir el crecimiento de bacterias
potencialmente patogenas (Jozefiak er al, 2008). El aumento de las concentraciones de
AGVNR en los tratamientos con S. cerevisiae y S. boulardii, pudo influir en el pH del colon
(Martinez et al., 2019) y quizds modular cambios en la distribucién de las poblaciones

bacterianas del colon de los lechones a los 7 y 14 dias posdestete.

Segun los datos presentados en este numeral, los dcidos acético, propidnico y butirico,
no solo aportan nutrientes para las células intestinales, sino que también promueve el
crecimiento de microorganismos beneficiosos, modifican el pH intestinal, inhibe el
crecimiento de bacterias patdgenos, mejoran la exclusion competitiva benéfica en el intestino
grueso y mejoran la salud intestinal de los animales. No obstante, los acidos grasos de cadena
ramificada pueden ser perjudiciales parala salud e integridad intestinal. La mayor proporcion
de AGVNR/AGVR presentada por los animales alimentados con la S. cerevisiae y la S.
boulardii demuestra el efecto benéfico de estas levaduras al ser usadas como probioticos en

las dietas de lechones recién destetados.
6.3. Distribucion de las poblaciones bacterianas del colon

La Figura 6 muestra la distribucion de las poblaciones bacterianas del contenido del
colon, a los 7 dias posdestete. La ubicacidon de los puntos en el grafico de coordenadas
principales (Figura 6) muestra que existe una gran relacion entre las poblaciones bacterianas
del colon en los animales de los tratamientos: con antibiotico, S. cerevisiae y S. boulardii,
mientras que los cerdos del tratamiento control negativo muestra una mayor distribucion

bacteriana.

Después de 14 dias de consumir las dietas experimentales, se observa que los lechones
del tratamiento con antibiodtico tuvieron una alta distribucion en su poblacidon microbiana,

mientras que la dieta del control negativo agrupo las bacterias (Figura 7). La inclusion de S.
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cerevisiae no tuvo efecto sobre la agrupacion de las poblaciones bacterianas (se necesitan
mads pruebas para comprobar este planteamiento). No obstante, la S. boulardii en la dieta,
provocd una mayor agrupacion de las poblaciones bacterianas, similar al control negativo
(Figura 7). Quizéds un mayor establecimiento de la flora microbiana intestinal normal, al
inhibir o estimular el crecimiento de determinadas familias, permitié un patréon de bandeo

mas agrupado en las muestras.

Figura 6. Distribucion de las poblaciones bacterianas del colon de lechones a los 7 dias

posdestete.
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Herrero de Lucas ef al. (2018) informaron que la microbiota intestinal es afectada por
varios factores: condiciones ambientales, la edad, el destete (estrés), la composicion de la

dieta en términos de calidad y cantidad, el uso de antibioticos y los probidticos.

Vale la pena destacar que el antibidtico LincoSpectin actua principalmente sobre
microrganismos patogenos y oportunistas del TGI. Durante el destete, las patogenos

oportunistas aumentan por efecto negativo del estrés posdestete sobre el equilibrio

61



microbiano benéfico para el animal. Quizas una inhibicion de las Enterobacteriaceae por el
efecto bacteriostatico del antibidtico provoque una disminucion en la diversidad de las

poblaciones microbianas en los animales (Figura 6).

Figura 7. Distribucién de las poblaciones bacterianas del colon de lechones a los 14

dias posdestete.
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Tal vez ‘esto demuestra que la dieta con antibidtico disminuyd las bacterias
principalmente amiloliticas que utilizan los carbohidratos como sustrato, por ende, existe una
mayor concentracion de almidon en el intestino delgado lo que estimula una mayor
produccion de amilasa pancredtica (Figura 3), ademas del aumento de las concentraciones
del almidén en el colon, entonces al haber menor presencia de bacterias amiloliticas
disminuye la fermentacion bacteriana en comparacion con la dieta sin antibidtico (Cuadro 7).
Asimismo, la disminucién de bacterias amiloliticas permite el crecimiento de bacterias
proteoliticas, quizas sean las que se observan mas agrupadas en el tratamiento con antibiotico
(Figura 6), lo que induce una menor actividad de la enzima quimotripsina (Figura 5) en

correspondencia con el tratamiento sin antibidtico ni probidticos.
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Asimismo, pero en menor medida que el antibidtico, la S. boulardii tiene actividad
contra bacterias patdgenas, lo que posibilita una disminucidén en la diversidad de la
microbiota, en este sentido Sweeney et al. (2012) reportaron que los -glucanos tienen efecto
sobre las poblaciones de Enterobacteriaceae en el colon sin influir en las poblaciones de
lactobacilos y bifidobacterias. También, una menor distribucién en las poblaciones
bacterianas del colon con la inclusién de S. boulardii pudo ser debido al incremento en las
concentraciones de AGVNR (Cuadro 7) los que disminuyen el pH en el colon (Martinez et

al., 2019) y a su vez inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas en el intestino grueso.

Sin embargo, la inclusion de S. cerevisiae no estimulé una agrupacion sobre la
microbiota (Figura 6, A), asimismo, Mathew et al. (1998), indicaron que la inclusién de
levadura S. cerevisiae no tiene ningun efecto en las poblaciones microbianas E. coli,
lactobacilli, streptococci. También Li et al. (2006) encontraron que la adicion de S.
cerevisiae no influyo sobre las poblaciones de E. coli, bacterias aerdbicas, lactobacilos,

bacterias anaerobias o recuentos de levaduras en el colon.

Por otro lado, Everaert ef al. (2017), durante el destete se cambia los animales de su
entorno normal ademas se elimina una dieta semiliquida rica en lactosa por otra solida y
abundante en proteina y almidon. Segun Schmidt ez al. (2011), el cambio de entorno en
animales muy jovenes (por ejemplo, al trasladar los lechones de su madre a unidades de
crianza artificial) conduce a un desarrollo diferente de la microbiota intestinal, lo que pudiera
explicar la poca relacion entre la distribucidn bacteriana de los animales del control negativo

a los 7 dias.

Los presentes resultados coinciden con Limoén Sanchez et al. (2015) quien encontrd a
los 7 dias posdestete, una gran diversidad de la microbiota en el tratamiento sin antibidtico
ni probidticos. Quizas la mayor distribucion de las poblaciones bacterianas en los animales
del control negativo se deba al desequilibrio microbiano que suftre el intestino después del
destete (Gresse et al., 2017).Vale la pena destacar que, las comunidades bacterianas estan
compuestas principalmente por Firmicutes y Bacteroidetes, que representaron mas del 90 %

del total de los phylum presentes en el intestino grueso (Kim et al., 2011).
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Por otro lado, a los 14 dias el tratamiento con antibidtico en dosis sub-terapéutica no
estimuld una distribucion bacteriana especifica, quizas debido a que los niveles de inclusion
en la dieta no fueron suficientes para disminuir las poblaciones bacterianas. Rios-Fuenmayor
et al. (1992), reportaron niveles Optimos de inclusidon del LincoSpectin de 637 mg/dia, los
lechones del tratamiento con antibidtico consumieron aproximadamente 250 mg/dia.
Ademés, el fabricante del LincoSpectin utilizado en este estudio indica una dosis sub-
terapéutica de 15 mg por kg de peso durante 7 dias (Zoetis, 2013), lo que pudiera explicar el

bajo efecto de este tratamiento a los 14 sobre las poblaciones microbianas.

No obstante, en los animales que consumieron la dieta sin-antibidticos se observé una
mayor agrupacion de las bacterias, quizas por la disminucion del estrés, la adaptacion a las
nuevas condiciones de vida y el incremento de la edad. En este sentido, Kim ez al. (2011)
encontraron que a medida que los cerdos envejecian, habia un aumento de las proporciones
de Firmicutes, Spirochaetes y phyla sin clasificar y una disminucion en la proporcion de

Bacteroidetes.

También, las comunidades bacterianas de todas las muestras estudiadas por Kim et al.
(2011) estaban compuestas principalmente por Firmicutes y Bacteroidetes, que representaron
mas del 90 % del total de secuencias. Los principales géneros que aumentaron con la edad
fueron:  Prevotella, * Anaerobacter,  Streptococcus, Lactobacillus, — Coprococcus,
Sporacetigenium, Megasphaera Subdoligranulum, Blautia, Oscillibacter, Faecalibacterium,
Pseudobutyrivibrio, Dialister, Sarcina y Roseburia. Entre los 15 géneros abundantes, la
frecuencia de deteccion de los géneros Anaerobacter, Sporacetigenium, Oscillibacter y
Sarcina aumentd constantemente a medida que los cerdos envejecieron, mientras que la de
los géneros Prevotella, Lactobacillus, Megasphaera, Faecalibacterium vy Dialister

disminuyeron (Kim et al., 2011).

También es importante saber que los nutrientes en la dieta modifican el perfil
bacteriano. Segun Everaert et al. (2017), una dieta alta en proteinas estimula una poblacién
bacteriana abundante en bacterias patdgenas. Asimismo, Limoén Sanchez ef al. (2015)

reportaron que los animales alimentados con dietas altas en proteinas a los 7 dias posdestete
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tuvieron una baja relacion bacteriana mientras que los lechones que consumieron dietas bajas
en proteinas estimularon una mayor agrupacion en la microbiota. En este sentido, Williams
et al. (2005), reportaron que la presencia de un tipo de bacteria especifico segun el tipo de
sustrato puede estimular un perfil heterogéneo de la microbiota en una parte determinada del

intestino.

Muchos componentes de la dieta y los metabolitos bacterianos derivados de proteinas
y aminoacidos, como los acidos grasos de cadena corta afectan la relacion entre la microbiota

intestinal y la mucosa intestinal, y esta relacion podria evolucionar de acuerdo con la etapa

de la vida (Qin et al., 2019).
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CONCLUSIONES

» La inclusién de LincoSpectin y Saccharomyces boulardii en la dieta de lechones
recién destetados, incrementd la actividad especifica de la amilasa pancreaticaen
comparacion con la inclusion de Saccharomyces cerevisiae y una dieta sin antibioticos, a los

7 dias posdestete.

» Lainclusion de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de lechones recién destetados,
incrementd la actividad especifica de la tripsina pancredtica en comparaciéon con la

Saccharomyces boulardii, a los 7 dias posdestete.

» Lainclusion de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de lechones recién destetados,
incrementa la actividad especifica de la quimotripsina pancredtica en comparacion con la

adicion de Saccharomyces boulardii y la dieta con antibidticos, a los 7 posdestete.

» Lainclusion de Saccharomyces boulardii y Saccharomyces cerevisiae en la dieta de
lechones recién destetados aumenta la produccion de acidos grasos volatiles de cadena no
ramificada y disminuye los 4cidos grasos volatiles de cadena ramificada, en comparacion con

dietas con y sin antibioticos, alos 7'y 14 dias posdestete.

» La inclusioén de Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae y un
antibidtico en la dieta de lechones recién destetados disminuye la distribucion de las

poblaciones bacterianas del colon, a los 7 dias posdestete.

» La inclusion de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de lechones recién destetados,

no agrupa las poblaciones bacterianas del colon a los 14 dias posdestete.

66



RECOMENDACIONES

v" Controlar estrictamente el ayuno de los animales antes del sacrificio, para evitar los
errores que pueden ocurrir por los diferentes tiempos de ayuno de los lechones sobre la
actividad de las enzimas pancreaticas.

v" Estudiar mas la relacién de las levaduras y la actividad de la amilasa pancreatica,
para comprender el mecanismo de accion que tienen las levaduras sobre la actividad
enzimatica.

v" Determinar el perfil de la microbiota del yeyuno, ileon y colon, para poder definir

cuales son las familias bacterianas presentes en las porciones intestinales.
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