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RESUMEN
El estrés nutricional ocasionado por el cambio en su alimentacion al destete se

asocia a unarespuestainflamatoria en la mucosa intestinal, lo que era solucionado
con la inclusiobn de antibiéticos en las dietas de los lechones; debido a la
prohibicion en su uso en la alimentacion animal, se han propuesto.como
alternativa el uso de levaduras vivas en las dietas iniciadoras para su sustitucion.
Este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de la inclusion-de dos
levaduras Saccharomyces cerevisiae (Sc) y Saccharomyces. boulardii (Sb) a la
dieta de lechones, sobre algunas carateristicas morfofisiologicas e inmunoldgicas
del aparato digestivo. Se utilizaron 40 lechones Fertilis 20xG Performance
(Genetiporc®, PIC México, Querétaro, México) de 19.76 + 1.56 dias de edad, con
6.2 = 1.79 kg de peso, distribuidos entre cuatro grupos de 10 individuos por
tratamiento experimental: dieta basal sin antibiotico (C-); dieta basal con Sc (Sc);
dieta basal con Sb (Sb); 4) dieta basal con antibittico (C+). A los dias 7 y 14
posdestete se sacrificaron 5 lechones por tratamiento para obtener y pesar los
organos digestivos y determinar el pH de sus contenidos, ademas de medir la
expresion génica de MUC2, IL-6 y TNF-a en la mucosa del ileon y colon. El peso
de los organos digestivos no vario (P>0.05) entre los animales. ElI pH del
estomago fue mas acido a los 14 dias posdestete (P<0.05). En el pH del contenido
del ciego y del colon, se observd una interaccion entre la dieta y la edad
posdestete (P<0.001), donde solamente los animales que consumieron las
levaduras disminuyeron su pH entre el dia 7 y 14. En la expresion génica de
MUC2, IL6 y TNF-a en el ileon no se observo un efecto (P>0.05) de la dieta. La
expresion génica de MUC2 en el colon con Sc fue menor (P<0.01), mientras que
la.de TNF-a no vario (P>0.05). Se observé una interaccion entre la dieta y la edad
(P<0.05) en la expresion génica de la IL-6 en el colon, con incrementos para C+,
Sb y C- entre las dos edades posdestete y una disminucion para Sc. Los
resultados indican que el uso de levaduras en dietas sin antibiéticos no afecta
negativamente el desarrollo de los 6rganos digestivos, pero si en el pH del colon

y ciego. Ademas de influenciar en la expresion génica en colon de IL-6, generando

Vil



niveles de expresion similares a la dieta con antibioticos y la expresion génica de
MUC?2, mostrando los efectos positivos que Saccaromyces boulardii tiene sobre

la mucosa ileocolénica.
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ABSTRACT



l. INTRODUCCION

La transicion del consumo de leche a ingerir alimentos sélidos es asociada a
un periodo critico de subalimentacion durante el cual el lechdn se estd adaptando
a la nueva dieta (Le Dividich y Herpin, 1994). El lech6n destetado es altamente
demandante de nutrimentos para el desarrollo corporal y maduracion del sistema
inmunoldgico (Lallés et al., 2007). Puede tomar de 4 a 7 dias (Le Dividich.y Herpin,
1994; Pluske et al., 1996; Bruininx, 2002) después del destete antes de que los
lechones alcancen un promedio de nivel de laingesta de alimento.que cumpla con
el requisito de energia para el mantenimiento. Por lo tanto, el estancamiento del
crecimiento después del destete no es un evento sorprendente (Leibrandt et al.,
1975). El aparato digestivo debe adaptarse rapidamente a la digestion del nuevo
alimento, principalmente de su fraccion proteica. El lechon lactante es apto para
digerir los carbohidratos de la leche y el cambio a la dieta posdestete, rica en
carbohidratos complejos, hace que-al intestino grueso ingrese una gran cantidad
de sustratos altamente fermentables, esto conlleva probablemente a un cambio
de las poblaciones microbianas, lo que genera desordenes gastrointestinales,
inflamacion y diarreas (Reis de Souza et al., 1997; Le Dividich y Seve, 2000; Lalles
et al., 2007). Por ello, con frecuencia se agregan dosis subterapéuticas de
antibidticos al alimento como medida preventiva contra las diarreas y como
promotores de crecimiento. Sin embargo, debido a la prohibicion actual del uso de
antibidticos por la resistencia bacteriana, este proyecto busca evaluar la inclusion
de probioticos como una alternativa al uso de antibioticos, en particular respecto
a la adicion de levaduras vivas a la dieta de lechones, para asi corroborar los
efectos que estas puedan tener sobre la expresion de genes que participan en el
proceso inflamatorio, asi como en la sintesis de mucina a nivel de ileon y colon,
compartimentos importantes para los procesos de digestion enzimatica y
fermentacion. El entendimiento de estos temas, puede llegar a ayudar a encontrar
una alternativa viable que pueda tener un efecto benéfico sobre el medio ambiente

intestinal de los lechones.



REVISION DE LITERATURA

2.1 El lechdén y el destete

El lechdén esta preparado fisiologicamente durante sus primeras semanas
de vida para poder emplear la leche materna como principal fuente de nutrimentos
(Gbémez, 2006).

Durante los primeros 10 dias de vida, los lechones recién nacidos cuentan
con un desarrollo muy rapido por el cual ocurren diversos cambios en el intestino
delgado, tales como incrementos importantes en su peso, didmetro y longitud, los
cuales se asocian al incremento del peso de la mucosa intestinal, de la altura y
diametro de sus vellosidades y de la poblaciéon celular (Smith y Jarvis, 1978;
Moughan et al., 1992 Xu et al., 1992).

Por lo que es muy importante que los procesos de digestion y absorcion de
los nutrimentos sean llevados a cabo de una manera correcta, para lo que se
necesita el mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal, la que a su vez
requiere de un adecuado recambio y renovacion de sus células (Fan, 2002). Debe
de completarse la diferenciacion estructural de la mucosa, para asi poder empezar
con una funcién digestiva, lo cual ocurre habitualmente en el primer tercio de la
vellosidad. Cuando el enterocito rebasa la mitad de la vellosidad e incrementa
hasta ser descamado en su punta, podemos decir que ha comenzado la absorcién
de carbohidratos y aminoacidos (Smith, 1984; Smith et al., 1989).

Se ha observado una reduccion estructural y funcional a nivel intestinal
desde la tercera semana de vida del lechon de la enzima lactasa (Gomez et al.,
2007), por lo que se intuye que la dieta del lechén a base de leche puede

detenerse a partir de la tercera o cuarta semana (Gomez et al., 2008).

Antes de la tercera semana de edad la actividad enzimética en el tracto
gastrointestinal del lechon es aun inmadura, por lo que es dificil que se puedan

degradar nutrimentos de dietas elaboradas (Daposa, 2002; Kidder y Manners,



1978). La reducida cantidad de enzimas como la amilasa, lipasa y proteasas hasta
la cuarta semana de edad (Daposa, 2002; Easter, 1995), restringe la hidrdlisis de
almidones y carbohidratos distintos a la lactosa (Kidder y Manners, 1978). Aunado
a todo esto, durante los primeros dias y hasta las primeras semanas posdestete
se tiene una limitada secrecién de acido clorhidrico, lo que ocasiona que la acidez
(observada con valores de pH 4) en estbmago no alcance niveles considerables
durante este periodo (Aguilera et al., 2003); por lo que es aun menos eficiente la
digestion de la proteina de la dieta suministrada (Kidder y Manners, 1978; Daposa,
2002).

El destete se puede definir como la exclusion de la leche materna como
base dietaria del lechdn, basicamente es el cambio de la leche materna a una
dieta solida. En la naturaleza el destete es un proceso natural, donde el lechon
consume leche hasta que la produccion de leche por parte de la madre va
disminuyendo, y durante este proceso el lechon tiene una adaptacion paulatina a
otro tipo de alimentos, pudiéndose considerar este evento como un proceso
fisiolégico (Gomez, 2006), que es realizado entre las 15 y 22 semanas de edad
(Jensen y Stangel, 1992). Sin embargo, en la porcicultura comercial el destete se
realiza entre la segunda y la sexta semana de edad, de acuerdo a sus dos
sistemas comerciales: destete tradicional (35 a 45 dias) y destete temprano (7,
14, 21y 28 dias, en base al nivel de tecnificacion de la granja), siendo este ultimo

el mas comun (Gomez, 2006).

En el destete tradicional se busca principalmente lograr minimizar el cambio
brusco de manera suave y rapida de una dieta liquida a una sdlida basada
principalmente en almidén y proteinas animales y vegetales (Medel et al., 1999).
Esto genera cambios a nivel morfolégico y funcional en el tracto gastrointestinal
gue alteran el consumo de alimento y proceso digestivo, induciendo que los
requerimientos de proteina y energia no sean cubiertos en su totalidad,
complicando asi el crecimiento del lechon principalmente durante la primera

semana posdestete (Le Dividich y Seve, 2000). El desarrollo ulterior del aparato



digestivo estd ampliamente ligado al consumo de alimento sélido, por lo que
animales con mayor consumo de alimento tendran una cantidad mayor de energia
gue serd destinada a un mayor crecimiento de 6rganos como el estomago,

pancreas, intestino delgado e higado (Pluske et al., 2003).

Las fuentes de grasa vegetal y animal tienen un impacto. también
importante (Gomez, 2006), ya que su utilizacién influye en el proceso digestivo,
en el caso de las grasas complejas forman gotas grandes con un area de
superficie muy pequefia para el ataque enzimatico; mientras que la grasa de la
leche materna, forma pequefias gotas emulsificadas que pueden mezclarse

rapidamente con las sales biliares.

Gomez (2006), mencionan que aun mas-importante es la relacion entre
altura de vellosidades y profundidad de las criptas. Se han encontrado variaciones
a lo largo de las vellosidades y profundidad de las criptas en diferentes
condiciones ambientales, provocando que exista una reduccion en la absorcion
de nutrientes derivados de fuentes que no son la leche materna, lo que es reflejado
en las primeras semanas posdestete con una baja digestion (Van der Klis y
Jansman, 2002).

Por lo que, al destete, todos estos cambios funcionales y estructurales
provocan en el lechén una reduccion del consumo voluntario de alimento, pobre
crecimiento inicial o pérdida de peso, ademas de diarrea y en algunos casos

morbilidad que termina en casos graves en muerte (Allee yTouchette, 1997).

En los ultimos afios los investigadores se han dado a la tarea de buscar
técnicas que ayuden a mejorar los paradmetros productivos para adaptar a los
lechones a una dieta posdestete a base de carbohidratos y de proteinas de origen
vegetal, reduciendo asi el riesgo de las diarreas posdestete (Reis y Mariscal,
1997).



2.2 Crecimiento y desarrollo del lechon
El crecimiento y el desarrollo constituyen dos procesos importantes en la

produccién animal.

El crecimiento es un proceso en el que se producen nuevas unidades bioquimicas
mediante sintesis metabdlica y biolégica, incluyendo procesos tales como
multiplicacion y agrandamiento celular (Brody, 1945). El crecimiento también fue
definido por Hammond (1966) como: “El aumento de peso. vivo (PV)
experimentado por un individuo desde su concepcion hasta su estabilizacion en
la edad adulta”, indicando que el crecimiento se puede explicar en dos procesos,
el primero, como el crecimiento en si, donde el animal aumenta de peso hasta
alcanzar el tamafio adulto o madurez y el segundo, definido como el desarrollo,
donde el animal modifica su conformacion corporal alcanzando la plenitud de sus
funciones y facultades. Lo que infiere que el crecimiento hace referencia solo a lo
cuantitativo, y el desarrollo a un proceso tanto cuantitativo como cualitativo que se
lleva a cabo siguiendo cierto orden fisiol6gico. Sin embargo, ambos procesos son
complementarios y estan ampliamente influenciados por factores internos (de tipo

genético), y de tiempo ambiental y de manejo (alimentacion, alojamientos).

Los animales en crecimiento tienen una evolucibn de su conformacion y
proporciones que indican un crecimiento alométrico, lo que quiere decir, que no
todas las regiones'y tejidos corporales crecen de la misma manera o intensidad y
al mismo tiempo; y que en gran medida esta evolucion del proceso es dependiente
de la prioridad nutritiva de los tejidos. El cerdo al nacer es proporcionalmente
voluminoso en su cabeza, con extremidades largas, cuerpo corto y poco profundo;
conforme el animal se desarrolla, el cuerpo se alarga y aumenta en profundidad,
las extremidades son proporcionalmente mas cortas y el miembro posterior va

adquiriendo mayor masa muscular (Hammond, 1966).



Una de las medidas de tiempo més utilizadas es la curva de crecimiento total,
descrita por Whittemore (1996), donde se expresa el crecimiento como un
aumento de peso que se va acumulando durante un periodo de tiempo prefijado.

La velocidad del crecimiento para la especie porcina difiere de la de otras
especies, describiéndose como inicialmente baja, posteriormente .se hace
maxima, y a medida que el animal se acerca a la madurez, disminuye (Hammond,
1966). En las explotaciones comerciales se pueden diferenciar los dos puntos de
inflexion en este crecimiento, donde a los 14 a 17 dias cuando el lechén es un
poco mas maduro aumenta su velocidad de crecimiento, mientras que en el

momento del destete disminuye debido al estrés.
Crecimiento de Organos digestivos

Reis de Souza et al. (2012) en una revision bibliografica muestra el desarrollo que
tiene el tracto gastrointestinal (TGI) desde la vida intrauterina hasta la fase
posdestete. En este articulo los autores mencionan que el lechon aumenta
alrededor de 7.5 veces su peso y que cada uno de los 6rganos pasa por
transformaciones importantes, como el pancreas que aumenta 12 veces su peso
absoluto. Antes del nacimiento, la mucosa gastrica es capaz de secretar HCl y
enzimas; el final de la vida fetal se caracteriza por un descenso del pH estomacal
de 7 a 2-3. Justo después del nacimiento de los lechones el estbmago crece
intensamente y su capacidad de secretar acido aumenta cerca de cinco veces en
la primera semana posparto, con un posterior incremento muy lento hasta el
destete. El intestino delgado de los cerdos presenta un desarrollo acelerado
durante los primeros 10 dias después del nacimiento, después se observa un
proceso de maduracién, que se caracteriza por aumentos marcados del volumen,
longitud y peso. La primera semana posdestete suele ser en la que mas
consecuencias negativas tiene en el TGl. En los dos o tres primeros dias
posdestete se observa una disminucidén del peso de los 6rganos digestivos,

aunque en algunos casos, el peso permanece constante en este periodo.



Respecto a todo esto Reis de Souza et al. (2012) mencionan que, la nutricion
enteral constituye un punto muy importante en el desarrollo del TGI. Comenzando
por el estdmago, ya que su crecimiento se asocia con el desarrollo de la mucosa
gastricay donde se observa un crecimiento alométrico durante las primeras cuatro
semanas posdestete, estabilizandose en las semanas subsecuentes. Mientras
gue en el intestino delgado gracias a la disminucién del consumo de alimento se
observa una disminucién en la proliferacion, diferenciacion y migracion de células
del epitelio intestinal. Ademéas, mencionan una disminucion de hasta el 75% de la
altura de las vellosidades intestinales, debido a la pérdida de enterocitos maduros,
sumando a esto una disminucién de la actividad de las diversas enzimas

intestinales, teniendo como consecuencia una disminucion del peso intestinal.

2.3 Salud del tracto digestivo y microbiotaintestinal

La salud intestinal puede ser definida como la capacidad del tracto
gastrointestinal (TGI) de mantenerse en equilibrio, ya que es un ecosistema en
constante cambio (Melin et al., 1997). Existen tres principales componentes de la
salud intestinal: la dieta, la mucosa y la microbiota comensal. Ciertos
componentes de la dieta para lechones destetados, como la pasta de soya,
pueden causar dafios de la mucosa intestinal, acumulacion de liquido intestinal y
predisponer a diarreas posdestete (Pluske et al., 2002). El desarrollo del sistema
inmune de la mucosa intestinal depende de la colonizacion por bacterias
comensales y patdgenas (Lallés et al., 2007). La mucosa esta compuesta por el
epitelio digestivo, el tejido linfoide asociado con el intestino (TLAI) y el moco que
recubre el epitelio. ElI TLAI, la microbiota comensal y el moco interactian con las
células del hospedero, generando un sensible y dinamico equilibrio en el TGlI,
asegurando el correcto funcionamiento del proceso digestivo (Montagne et al.,
2003).

En el area de nutricion animal, el reto planteado por la prohibicion de los
antimicrobianos promotores de crecimiento, ha hecho que se busquen

Instrumentos capaces de aportar un mayor conocimiento de los componentes de



la microbiota intestinal, es decir, del conjunto de microorganismos que conforman
uno de los microcosmos simbidticos méas interesantes del reino animal (Pérez de
Rozas et al., 2003). La microbiota del TGl es un ecosistema complejo que contiene
varios miles de especies bacterianas, las cuales tienen un papel importante en la
salud intestinal, previniendo la colonizacidon de microorganismos potencialmente

patdgenos (Takahashi et al., 2008).

Al nacer, los lechones quedan expuestos a los microorganismos del
ambiente que les rodea, y el contacto con la flora microbiana materna y sus heces,
introduce bacterias que colonizan su tracto digestivo (Pluske et al., 2003). Estas
bacterias buscan el nicho mas adecuado donde compiten e interaccionan entre si,
constituyendo finalmente una poblacion relativamente estable y compleja, que
representa la microbiota intestinal normal. En el lechén lactante las bacterias
dominantes en el estbmago e intestino delgado suelen ser lactobacilos vy
estreptococos, ambos grupos estan hien adaptados a utilizar el sustrato lacteo
disponible (Pluske et al., 2003). La microbiota que se desarrolla en el intestino
grueso poco después del nacimiento, esta constituida por una extensa y variada
seleccion de bacterias mayoritariamente anaerobias estrictas, incluyendo
bacteroides, bifidobacterias, eubacterias, estreptococos y lactobacilos, mientras
gue en menor densidad pueden encontrarse otros microorganismos, como las
enterobacterias; normalmente, el género bacteroides es el mas numeroso y puede
representar mas de 30% del total (Castillo, 2006). La flora microbiana normal que
se establece después del nacimiento, interactia con los sistemas digestivo e
inmunoloégico del cuerpo y sus actividades pueden ser benéficas o dafiinas para
el huésped (Lalles et al., 2007). La colonizacion de los diferentes compartimentos
del intestino por bacterias comensales especificas, particularmente por medio de
la asociacion con el moco o de la adhesién a las células epiteliales, sirve como la
primera barrera de defensa contra organismos invasores o sustancias téxicas
presentes en la dieta. Al momento del destete, en un corto periodo ocurren

cambios en la composicion de la microbiota intestinal del lechén en términos de



cantidad y calidad, la cual evoluciona a una compleja y estable comunidad
(Konstantinov et al., 2004). El desarrollo de la microbiota intestinal es un proceso
gradual y secuencial que depende de factores nutricionales y no nutricionales
(Konstantinov et al., 2004; Pluske et al., 2003).

2.4 Disminucion del uso de los antibidticos generadores de resistencia
Desde 1969, era observado por el investigador Swann el posible riesgo de
bacterias resistentes que pudieran generar algun tipo de reaccién cruzada de
animales a humanos. En la actualidad la preocupacion reside en el uso de
antibiéticos por animales que producen alimento y su aportacion a beneficiar el
desarrollo de organismo patégenos en el tracto gastrointestinal (Christina y
Surawicz, 2003; Gunther, 2003; Levin, 2007). El'National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID), alude que esta resistencia antibiotica en los
microorganismos es transmitida a la progenie directamente a través de los genes,

0 a través de los plasmidos, a otras especies (Gutiérrez et al., 2013).

La situacion legislativa en la Union Europea (UE), y en varias otras partes
del mundo, limitando la utilizacién de los antibioticos promotores de crecimiento,
ha dado un fuerte empuje a la investigacion en aplicacion de estrategias
nutricionales y aditivos como acidos, probidticos, oligosacaridos, enzimas, aromas

y fitoquimicos entre otros (Araya et al., 2002).

Es claro que los problemas mas frecuentes que hoy en dia suceden en las
practicas de manejo intensivo de los animales de granja se atribuyen mayormente
a los desequilibrios generados por presencia de bacterias entéricas, las cuales
provocan la disminucién en la digestion y absorcion de nutrientes y, por lo tanto,
el retardo en la producciéon (Armstrong et al., 1988) (Parker y Armstrong,1987), sin
mencionar factores externos que pueden ocasionar un dafio al desequilibrio
intestinal, tales como las diarreas que ocasionan un decremento considerable a la
barrera inmune, permitiendo que los organismo patégenos puedan implantarse,

adherirse y proliferar en las células epiteliales del intestino. Esto desencadend la



suplementacion de dietas que normalmente incluyen dosis subterapéuticas de
antibioticos (Figueroa et al., 2006) como una medida preventiva contra las diarreas
y como promotores de crecimiento (Verstegen y Williams, 2002), las cuales
parecian ser muy efectivas. No obstante, la utilizacibn desmesurada de estos
compuestos ha ocasionado la resistencia de algunas cepas microbianas-a los
antibidticos, lo que ha creado una creciente problematica a nivel mundial (Linton,
et al., 1988; Torres et al., 2002). Debido a todo esto la prohibicién del uso de
antibidticos en la alimentacién animal en diferentes partes del- mundo ha sido
implementada, por lo que han incrementado las diarreas posdestete (DPD) en
lechones. Para contrarrestar este problema se ha promovido el uso de estrategias
nutricionales como medidas de control de las DPD (Verstegen et al., 2002; Pluske
et al., 2002; Figueroa et al., 2006; Lalles et al., 2007) incluyendo la manipulacion
de los ingredientes de la dieta para modificar las poblaciones bacterianas

patogenas y comensales (Wellock et al., 2008).

Una alternativa al uso de antibioticos, es la utilizacion de microorganismos
vivos con caracteristicas probidticas que depende en parte de la cepa utilizada,
pues, no todas tienen la misma capacidad de modulacion de la microflora intestinal
o la misma capacidad para unirse a las células intestinales (Castro y Rodriguez,
2005).

2.5 Alimentos,Funcionales
Una alternativa que actualmente es utilizada a la adicién de antibioticos en

la dieta en algunas especies ha sido el uso de ingredientes funcionales.

Se consideran alimentos funcionales: probiéticos, prebibticos, simbioticos,
antioxidantes, productos secundarios del metabolismo vegetal, lipidos
estructurales, acidos grasos poliinsaturados, subproductos del metabolismo de las
grasas, péptidos bioactivos, fibras, vitaminas y minerales (Grossenbacher-
Mansuy, 2000). Estos son definidos de esta forma al ser componentes que

influyen sobre ciertas funciones del organismo de manera positiva y que de la
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misma manera propician bienestar en el animal (Velasco et al., 2006). Un alimento
puede ser considerado funcional si se ha demostrado que afecta de forma
sustancialmente beneficiosa (mas alla de proporcionar una nutricion adecuada
desde el punto de vista tradicional) a una o varias funciones relevantes del
organismo, de manera que proporciona un mejor estado de salud y bienestar y/o
reduce el riesgo de padecer enfermedad (Roberfoid, 1996). Estos alimentos
pueden ser naturales o modificados, de manera que se puede alterar, anadir o
eliminar uno o varios de sus componentes; o también puede ser.una combinacion
de ambos. Sin embargo, hacen falta mas estudios a largo plazo para ver con mas
detalle los resultados que se obtienen tras la administracion de alimentos
funcionales (Olagnero et al., 2007).

Son totalmente seguros para los animales, los consumidores y el medio
ambiente, y su eficacia esta respaldada por numerosos estudios. Los probioticos
particularmente son bastante sonados actualmente como alimentos funcionales,
estudiados ampliamente en la salud humana (Salazar y Montoya, 2003; Guarner
y Schaafsma, 1998). Por lo que representan una excelente alternativa como un
medio para reparar deficiencias en la flora intestinal inducidas por efectos dietarios
y ambientales, haciendo al hospedero mas resistente a la enfermedad y

reduciendo la frecuencia del uso de antibidticos (Castro y Rodriguez, 2005).

2.6 Probioticas

Se.consideran alimentos funcionales al ser compuestos que tienen efectos
positivos sobre una o varias funciones del organismo y propician bienestar en el
animal (Velasco et al., 2006). Los probidticos se definen como productos que
contienen un microorganismo especifico, viable y en cantidad suficiente, que por
implantacion o colonizacion altera la microflora de un compartimiento del tracto
gastrointestinal de un hospedero, causando efecto benéfico (Schrezenmeir y De
Vrese, 2001).
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Los probidticos deben cumplir funciones en el hospedero, una vez se han
incorporado en la alimentacién, entre las que se incluyen: la disminucion del pH
intestinal, liberacibn de metabolitos protectores como los &cidos grasos, el
peréxido de hidrégeno y bacteriocinas, entre otras, que previenen el crecimiento
de patégenos, como Candida albicans, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomona aeruginosa, Psudomona
flourescens, Salmonella typhosa, Salmonella schottmuelleri, Shigella dysenteriae,
S. paradysenteriae, Sarcina lutea, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Vibrio cholerae o parahaemoliticus
(Vimala y Dileep, 2006). Los probiéticos, ademas, ayudan a la regulacion de la
movilidad intestinal y la produccion de moco (Gupta y Garg, 2009). También, usan
mecanismos enzimaticos que modifican los receptores de toxinas y los bloguean,

previniendo la colonizacion de patdégenos por competencia (Vandenbergh, 1993).

German et al. (2001), mencionan gque entre la estrategias mas importantes
de los probidticos se encuentran: la adhesion a la pared del tracto digestivo que
evita la colonizacion de patdgenos, compite con ellos por los nutrientes y los sitios
de adhesion, y la produccion de sustancias antimicrobianas, como el acido lactico,
gue afectan las membranas celulares de microorganismos patdgenos alterando
su permeabilidad, y-los niveles de pH y de oxigeno que los hacen desfavorables

a los patégenos (Fuller y Cole, 1989).

Lainclusion de cultivos bacterianos (probidticos) a los alimentos fue una de
las ‘primeras alternativas usadas para reemplazar los antibiéticos en la
alimentacion animal (Verstegen y Williams, 2002). Su efecto en el control de las
diarreas posdestete depende del microorganismo utilizado (Lalles et al., 2007).
Dentro de los microorganismos que han sido autorizados para su empleo en la
alimentacién animal hay diferentes grupos de bacterias probiéticas (Bacillus spp,
Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Pediococcus spp) y entre las levaduras
probidticas el género mas comun es Saccharomyces, siendo las especies mas

comunes S. cerevisiae y S. boulardii (Chaucheyras-Durand y Durand, 2008).
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Varias investigaciones han demostrado los efectos positivos sobre el
comportamiento zootécnico utilizando diferentes cepas de probidticos existiendo
diferentes resultados, ya que en algunos casos pueden verse reducciones en la
ganancia diaria de peso y en el consumo de alimento (Cutting et al., 2011; Lessard
et al., 2009; Walker et al., 2008; Skjolaas et al., 2007; Jack et al., 1995; Pollmann
et al., 1980).

2.7 Mecanismos de accion de Saccharomyces

Numerosos autores (Zanello et al., 2011; Bazay, 2010; Chaucheyras-
Durand y Durand, 2010; Van Der Aa Kihle et al., 2005; Dick et.al., 1992) sugieren
gue los mecanismos de accién de las levaduras del género Saccharomyces son
la produccion de acidos organicos que ayudan a disminuir el pH intestinal
generando condiciones ecologicas favorables, reduciendo el riesgo de
colonizacion por parte de bacterias patbégenas; la secrecion de factores
moduladores de la respuesta inflamatoria; la produccion de enzimas que degradan
toxinas bacterianas; la produccidon de sustancias antibacterianas que inhiben el
crecimiento de bacterias patégenas; producen nutrientes y factores de crecimiento
para bacterias benéficas de la microbiota intestinal; la interaccion del probidtico
con el huésped, influenciando el sistema inmune; tiene efecto anti adhesivo contra
patdgenos; estimula las disacaridasas del borde de cepillo; permanece viva a lo
largo del TGI, no puede colonizarlo. Sin embargo, todos estos efectos benéficos
han sido observados en pacientes humanos inoculados con Saccharomyces
boulardii,- lo. que hace necesario diferenciar el efecto de ambos tipos de levadura

desde el punto de vista fisiol6gico, inmunitario e inflamatorio.

28/Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) es una levadura omnipresente
ampliamente utilizada en la industria, principalmente en la fabricacion de pan y

bebidas alcohdlicas como vino, cerveza o champan (Chitasombat et al., 2012).
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También es posible encontrar a esta levadura en la microbiota habitual: en
el tracto gastrointestinal, el tracto respiratorio y las membranas mucosas (Souza
et al., 2013).

La EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) clasifica a S.
cerevisiae con un estado de Presuncion Cualificada de Seguridad, convirtiéndola
en una levadura bastante comin empleada en los alimentos de fermentacion,

donde ha mostrado diversas propiedades tecnolégicas (Hudson et al., 2016).

En la actualidad esta levadura y algunos componentes de la pared celular
de la misma se utilizan como un suplemento en la alimentacién animal, debido a
sus multiples efectos benéficos en la salud y bienestar de los animales
(Beauchemin et al., 2008).

Esta levadura puede modular y  alterar la produccion de citocinas y
activacion del sistema inmunologico (Eicher et al., 2006). Zanello et al. (2011)
confirmaron esta modulacion de: S. cerevisae mediante la transcripcion y
expresion de proteinas en la inflamacion, el reclutamiento y activacion de células

inmunes en células epiteliales intestinales de cerdos.

Los polisacaridos como el a-D-glucano y el f-D-glucano son algunos de los
componentes de la pared celular de la levadura (Kogan y Kocher, 2007), los cuales
son capaces de unirse a bacterias patdégenas previniendo la union y colonizaciéon
en el tracto gastrointestinal (Kogan et al., 1989). S. cerevisae inhibe la expresion
gue-induce E. coli enterotoxigenica de transcritos proinflamatorios como la IL-6,
IL-8, CCL20, CXCL2 y CXCL10 (Zanello et al., 2011). EI B-glucano es clasificado
como un modulador de respuesta biolégica, aumentando la funcionalidad de

macrofagos y neutréfilos (Williams et al., 1996; Bohn y BeMiller, 1995).

2.9 Saccharomyces boulardii
Saccharomyces boulardii es una levadura que ha sido constantemente

relacionada con S. cerevisiae. Esta cepa fue descubierta en la indochina en 1920
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por el microbiélogo francés Henri Boulard mientras buscaba nuevas cepas de
levadura que pudiesen ser utilizadas en procesos de fermentacion. Durante su
visita fue testigo de un brote de célera, donde se pudo dar cuenta que algunas
personas que no desarrollaban la enfermedad bebian un té especial. El té estaba
hecho por la cascara de dos frutas tropicales (lichi y mangostanes). Gracias a
esto, logré aislar el agente responsable; se trataba de una cepa especial de
levadura. La patente para esta levadura fue comprada en 1947 por laboratorios
Biocodex quienes iniciaron su investigacién y protocolos de fabricacion. El interés
por esta cepa ha aumentado, y esto se ve reflejado en el creciente nimero de
publicaciones cientificas, que abarca tantos documentos preclinicos en los
mecanismos de accion, eficacia en modelos animales, farmacocinética, asi como

los primeros estudios en seguridad y dosis (McFarland, 2010).

A diferencia de otros probioticos, Saccharomyces boulardii fue la Unica
levadura con efectos clinicos y con eficacia probidtica probada en estudios por

partida doble en el ciego (Sazawal et al., 2006).

Las levaduras usadas como probioticos tales como S. boulardii tienen
diferencias especificas en comparacion con los probidticos bacterianos, cuentan
con distintas estructuras fisioldgicas, diferente tamafio, no adquieren genes

resistentes a antibiéticos y no se ven afectados por los mismos (McFarland, 2010).

Esta levadura tiene diversas propiedades que la identifican como una
alternativa idonea al ser escogida como probidtico contra una bacteria, ya que
sobrevive al transito a través del tracto gastrointestinal resistiendo tensiones
locales como la presencia de enzimas, sales biliares y variaciones de pH, ya que
tiene un pH de sobrevivencia entre 4.5y 6.5 y su temperatura optima es de 37° C

tanto in vivo como in vitro (Czerucka et al., 2007).

Han surgido diversos debates acerca de su nomenclatura valida
(McFarland, 1996). Los avances en los métodos de caracterizacion molecular

abrieron un debate sobre si esta cepa deberia ser reclasificada como una cepa de
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S. cerevisiae 0 permanecer como una especie separada. Varios trabajos
preliminares utilizando PCR y métodos de secuenciacion informaron que S.
boulardii era indistinta de otras cepas de S. cerevisiae (Mitterdorfer et al., 2002).
Sin embargo, los avances en las nuevas herramientas metabolémicas permitieron
observar que S. boulardii tiene una agrupacién Unica que difiere de otras cepas
de S. cerevisiae, que incluyen factores y caracteristicas metabdlicas y genéticas
(MacKenzie et al., 2008; Malgoire et al., 2005; Posteraro et al., 2005). S. boulardii
puede ser diferenciado de otras cepas de S. cerevisiae por métodos avanzados
de tipado, por diferencias en el metabolismo y la fisiologia y por la capacidad de
tener efectos anti-patdogenos (McFarland, 2010).

El rendimiento de crecimiento y resistencia a la temperatura y pH acido
constituyen las principales diferencias entre S. boulardiiy S. cerevisiae. Ya que la
mayoria de las cepas de S. cerevisiae por ejemplo, crecen y metabolizan a 30°C,
S. boulardii es termo tolerante creciendo a una temperatura de 37°C (Fietto et al.,
2004).

Por otro lado, ha sido observado que la pared celular de S. boulardii es mas
gruesa comparada con la de S. cerevisae. Esto se dio a luz gracias a la
secuenciacion genomica de S. boulardii, que comparada con S. cerevisae revela
diferencias en los genes que codifican las proteinas que estan involucradas en la

formacion de la pared celular (Hudson et al., 2016).

Las capas de la pared celular de la levadura que se han identificado estan
compuestas de distintos componentes: una capa interna delgada de quitina y de
B glucanos y una externa de mananoproteina (fosfopeptidomanano o PPM) o bien

de lipido (fosfolipomanano PLM) (Lesage y Bussey, 2006).

Diversos estudios mencionan que componentes particulares de la pared
celular, como los B glucanos, proporcionan una mejor resistencia de las bacterias
probidticas a retos como el pH o condiciones gastrointestinales simuladas (Stack

et al., 2010), lo que refleja la importancia de este componente en la levadura.
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Letscher-Bru y Herbrecht (2003) examinaron el papel de la resistencia de la pared
celular de S. boulardii ante tensiones externas, tratandola con caspofungina
(agente antifungico que inhibe el crecimiento de la levadura al unirse a la B-(1,3)-
D- glucano sintetasa) y exponiéndola a niveles de pH similares a los del tracto
digestivo; pudieron concluir que la integridad de la pared celular de la levadura es
importante para la resistencia de S. boulardii a las distintas variaciones en el pH

gue se encuentran en el tracto gastrointestinal.

Observaciones sobre las afecciones inflamatorias 'gastrointestinales
apoyan la idea de que los efectos benéficos que aporta S. boulardii estan
modulados principalmente por respuestas proinflamatorias del huésped, ademas
de factores que pueden tener un rol de interferencia con-moléculas de sefializacion
como son las vias NF-kB o la MAP quinasa‘las cuales dirigen la inflamacion en
distintos niveles (Pothoulakis, 2009).

Multiples estudios con S. boulardii mencionan efectos favorecedores en
contra de patdgenos entéricos, implicando diferentes mecanismos (Moslehi-
Jenabian et al., 2010).

Czerucka y Rampal (2002) comentan dos mecanismos principales de S.
boulardii: la produccion de factores que neutralizan las toxinas bacterianas y la
modulacién de la via de sefalizacion de la célula huésped implicada en la

respuesta proinflamatoria durante la infeccion bacteriana.

Entre estos mecanismos se puede mencionar primeramente la prevencion
de la adherencia bacteriana y translocacion en las células epiteliales intestinales,
otorgando esta ventaja a su pared celular, que ha demostrado tener una elevada
capacidad de unién a Escherichia coli enterohemorragica y Salmonella entérica
serovar Typhimurium (Gedek, 1999). Por otro lado, S. boulardii inhibe la
adherencia de Clostridium difficile a células vero (derivadas de células epiteliales
de rifidn), aparentemente las células de la levadura o particulas de su pared

celular permiten la modificacion de receptores que estan implicados en la
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adhesion de C. difficile a través de una actividad proteolitica (Tasteyre et al.,
2002). Este efecto protector contra C. difficile ha sido encontrado en varios
modelos animales (Czeruka et al., 1991). Las cepas patégenas de esta bacteria,
producen dos toxinas (A y B) caracterizadas por causar dafio en la mucosa e
inflamacion del colon (Pothoulakis y Lamont, 2001). Se ha demostrado que S.
boulardii sintetiza una proteasa de 54 kDa que degrada las toxinas Ay By sus
respectivos receptores en mucosa colonica (Castagliuolo et al., 1999; Castagliuolo
et al., 1996).

En el caso especifico de E. coli enteropatogena (EPEC) y E. coli
enterohemorragica (EHEC), S. boulardii tiene un efecto de inhibicién inducida por
estas bacterias en la actividad de union al ADN de NF-kB y la activacion de las
MAP quinasas, los cuales controlan la sintesis de TNF-a (Dahan et al., 2003;
Czerucka et al., 2000). Ademés, Dalmasso et al. (2006) observaron que S.
boulardii retrasa la apoptosis provocada por EHEC, lo que provoca una reduccion
de la sintesis de TNF-a; ademas de que modifico in vitro las vias de sefalizacion

implicadas en la sintesis de citocinas proinflamatorias.

Pothoulakis (2009), menciona que existe una inhibicion de citocinas pro
inflamatorias graciasa la secrecion de proteinas secretadas por S. boulardii que
pueden interferir con el mediador global del factor nuclear de inflamacién kB (NF-
kB). EI NF-kB regula la expresiéon de muchos genes proinflamatorios en varios
tipos de- células, incluidas las células epiteliales intestinales, ademas de

respuestas inmunes innatas a bacterias patégenas (Naumann, 2000).

Para que S. boulardii pueda hacer entrega de sus proteinas terapéuticas al
sistema inmunitario de la mucosa en el intestino debe de superar todas las
barreras del mismo y poder llegar a las células presentadoras de antigeno en la
capa epitelial. Otra reducida proporcion de pequefias particulas es absorbida por
células caliciformes y dendriticas en la luz intestinal; aunque las células M en las

placas de Peyer tienen una proporcion ain mas importante de captacion de
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moléculas grandes, como lo es la levadura intacta. De esta manera las células M
transportaran de manera transcelular el antigeno desde la luz intestinal hasta las
placas de Peyer, donde se producira una inmunidad local gracias a numerosas
células presentadoras de antigeno (Hudson et al., 2016).

Bléhaut et al. (1989) mencionan que después de una administracién oral
repetida, las concentraciones de S. boulardii se vuelven estables en colon en 3
dias, y son eliminadas en heces 2 a 5 dias después de la interrupcion.

2.10 Sistema inmunolégico

El sistema inmunolégico funge como el protector del hospedero contra
microorganismos patogenos (Hernandez y Alvarado, 2001), constituye un
complejo de elementos que participan en cuantiosas funciones que interactian de
forma integrada con otros sistemas del organismo. En principio esta constituido
por una primera linea de defensa formada por barreras fisicas y quimicas que se
refieren a piel y mucosas (intestinal, nasal, etc.), sus secreciones (pH acido del
estbmago, lisozima y otras secreciones) y la flora autdctona protectora. Cuando
los patdgenos pasan esta primera linea de defensa, entran en juego dos
subsistemas (Nova et al.,~2004), uno conocido como sistema inmunitario innato y
otro como adaptativo; o también conocidos como inmunidad humoral comparada
con la mediada por células (Polo et al., 2014), las diferencias que destacan entre
estas respuestas son los mecanismos y tipos de receptores que utilizan para
reconocer al antigeno. Dentro del sistema inmunitario innato participan barreras
fisicas'y quimicas, dentro las que podemos mencionar el epitelio y sustancias
antimicrobianas que son obtenidas en las superficies epiteliales como las

criptidinas en el intestino delgado (Hernandez y Alvarado, 2001).

El epitelio intestinal, se expone a diario a antigenos bacterianos y alimentos
(Ghadimi et al., 2010). Por lo que el intestino y el tejido linfoide asociado al
intestino (GALT) fungen como un componente de suma importancia para la

defensa inmune, desarrollando una funcién protectora contra antigenos extrafios
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y patégenos al mismo tiempo que pueden tolerar bacterias comensales y
antigenos de la dieta (Artis, 2008). La tolerancia por parte del GALT en el intestino
es dada debido a mecanismos complejos y bien regulados que previenen una
respuesta inflamatoria en el tracto intestinal (Plaza-Diaz et al., 2014).

El epitelio de la mucosa esta constituido por barreras que tratan de evitar
gue algun microorganismo patdégeno cause infeccion. Por lo que diversos
mecanismos de proteccion son empleados como barreras para poder asi
conservar la integridad de la monocapa de células epiteliales ‘e impedir el dafio
gue puede ocasionar la inflamacion (Patel y McCormick, 2014). Una de las
principales lineas de defensa para el tracto gastrointestinal es el moco que actla
contra patdégenos, toxinas y particulas extrafias, ademas de lubricar y reducir la
friccion (Georgiades et al., 2014); este moco rige sus caracteristicas en gran parte
gracias a las mucinas siendo la principal secrecion de las células caliciformes
(Corfield y Warren, 1996).

La inmunidad innata no distingue entre un patégeno y otro, ademas su
capacidad de respuesta no mejora tras un primer encuentro por lo que no guarda
memoria inmunitaria. Tras la activacion de los macrofagos por una exposicion o
activacion del sistema inmunitario, son secretadas (principalmente por fagocitos)
las citocinas proinflamatorias dentro de las que podemos mencionar a la IL-6,
TNF- qa, IL-1, etc.; que serdn guienes atraeran a neutréfilos y monocitos con
capacidad fagocitica, lo que provocara la inflamacion en el lugar de la infeccion.
Adicionalmente las células infectadas por un virus produciran otro tipo de citocinas
como el interferon gamma quienes sera las encargadas de atraer células T
citotoxicas y linfocitos natural killer (NK) quienes reconocerdn y mataran a las
células que puedan estar infectadas. El inicio de la respuesta adaptativa
comenzara cuando la infeccidn persista, para asi extenderse al sistema linfatico
donde células dendriticas y macrofagos actuardn como presentadores de

antigenos a los linfocitos. Este tipo de respuesta inmunitaria se diferencia de la
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innata al crear memoria inmunoldgica que permitira una mejor y mas rapida

respuesta en encuentros posteriores con el mismo patégeno (Polo et al., 2014).

Es bastante complicado mencionar una delimitaciéon entre la inmunidad
innata y la adquirida, ya que posterior a la identificacion de un microorganismo, la
inmunidad innata manda sefales que controlan aspectos de la especifica. Asi, la
inmunidad adaptativa también interviene en la inmunidad innata, por ejemplo, en
la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, dirigiéndola en contra de
microorganismos patdgenos (Hernandez y Alvarado, 2001).

Para que el sistema inmunoldgico funcione, se necesita de un adecuado
nivel y disponibilidad de nutrientes en el organismo, que garantizaran que todo se
lleve a cabo con normalidad. Esto se podria. resumir en dos importantes
mecanismos que requieren de estos nutrientes para llevar a cabo sus funciones:
primeramente la sintesis de moléculas a lo largo del desarrollo de las respuestas
inmunes, especialmente aminoacidos que se necesitan para la sintesis de las
proteinas de fase aguda; y por otro lado su utilizacion en los fenbmenos de division
y diferenciacion celular que permite la creaciéon de nuevas células durante la
expansion clonal que atacany eliminan al patégeno invasor. Aunado a todo esto,
es importante recordar que no solo estos dos mecanismos se ven afectados, sino
gue otras funciones en las que esta involucrado el sistema inmunitario se ven

alteradas por una inadecuada nutricién (Nova et al., 2004).

2.11 Citecinas

Se definen como proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de
varias actividades como el crecimiento celular, inflamacion, diferenciacion y
reparacion, entre muchas otras. Pueden ser producidas por distintos tipos
celulares no pertenecientes al sistema inmune durante la activacion de la
inmunidad innata y adquirida. Constituyen el principal medio para la comunicacion

entre células durante una infeccién microbiana. Ademas, gue inician la respuesta
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inflamatoria y definen la naturaleza y magnitud de la respuesta inmune especifica
(Oberholzer et al., 2000).

La interaccién entre las citocinas y las células en la respuesta inmune
comienzan en la comprension de que para que los microorganismos patdégenos
puedan ocasionar enfermedad necesitan atravesar la barrera epitelial y asi
multiplicarse en los tejidos. Las primeras lineas de defensa consisten en
defensinas y otros péptidos que evitan esto mediante su mecanismo de toxicidad,
gue permite una rapida permeabilizaciéon de la membrana celular del invasor
(Risso, 2000). Otro mecanismo importante es el de los factores del complemento,
gue es activado por su via alterna por las bacterias gram negativas con
peptidoglicanos en su pared celular. Mientras la activacion del complemento esta
en marcha, se generan también ciertos mediadores de la inflamacion como el C5a
y C3a, que a su vez se encargaran de reclutar diversas células inmunitarias que
ocasionaran en el lugar de la infeccion una respuesta inflamatoria local (Zhang et
al., 1999; Nonaka, 2001).

La secrecion de citocinas se da después de la interaccion con un patogeno.
Esto estimula a los macrofagos los cuales funcionan como una célula profesional
presentadora de antigenos para que sinteticen dichas citocinas, gracias a la unién
con los receptores presentes en ellos. De esta manera los receptores de
macréfagos desempefian un papel importante en la transmision de sefiales que
inducen que se expresen moléculas estimuladoras, como las citocinas que
determinaran la forma de la respuesta inmune. Las vias de transduccion de
seflales que inducen la expresion de una amplia variedad de genes de la
respuesta inmune, hablando también de los genes para citocinas inflamatorias,
son activadas por ciertos receptores para reconocimiento de patron. Entre estos
receptores podemos mencionar a los de la familia toll (TLR), los cuales incluyen
la transduccion de sefiales que llevan a la activacion de factores de transcripcion
de la familia del factor nuclear kappa B (NF-kB). También la secrecidn de citocinas

puede estar inducida por pequefios péptidos que se liberan en la cascada del
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complemento (Ulevitch y Tobias, 1995; Kopp y Medzhitov, 1999; Linehan et al.,
2000; Stein- Streilein et al., 2000).

El NF-kB es una proteina dimérica, constituida por miembros de la familia
de proteinas Rel (p65, C-rel, p50, p52, etc.) (Baeuerle y Baltimore, 1996),
generalmente reside en el citoplasma unido a su inhibidor kB (IkB) (Baldwin, 1996);
al ser estimulado por células con citocinas proinflamatorias, bacterias o productos
de las mismas, el inhibidor es fosforilado en dos serinas, para su posterior
degradacion por el proteosoma cuando aun permanece unido a NF-kB, que al
perder esta unién podré translocarse al nucleo y activar la transcripcion de genes
(Bonizzi y Karin, 2004) como la IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (Jobin y
Sartor, 2000).

Los fagocitos mononucleares y plaquetas son los responsables de liberar
citocinas como la IL-1 y TNF a durante la etapa temprana de la infeccion, en los
sitios de reconocimiento antigénico. A’ su vez estas citocinas producen la
secrecion de otras citocinas por las células estromales (IL-8 y MCP), ademas de
moléculas de adhesion en células endoteliales. Esta sefializacion inicia la
acumulacion de células natural killer (NK), neutrofilos y macrofagos, que induciran
la produccion de citocinas IFN-a, IL-12, IL-10, IL-15 e IL18, que movilizaran
linfocitos T y B (respuesta inmune especifica) y finalmente eliminar el antigeno del
tejido atacado. Por otra parte, esta la respuesta hepatica que sera activada por IL-
1, IL-6.y TNF a que inicia un incremento sérico de proteinas de fase aguda. El
cortisol producido por el sistema nervioso central por el estimulo de estas
interleucinas, desempefa un papel importante al modular la respuesta de los
hepatocitos, lo que a su vez regulara la reaccion febril (Hernandez y Alvarado,
2001).

La interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
favorecen la expresién de ciertas moléculas de superficie como las ICAM y

selectinas sobre células endoteliales, ocasionando la acumulacion de leucocitos
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en sitios locales de inflamacion. EI TNF-a incrementa la permeabilidad del
endotelio vascular, aumentando la entrada de IgG, complemento y células a los
tejidos, ademas del flujo de drenaje hacia nédulos linfoides (Beutler, 1999; Murphy
et al., 2000).

En la respuesta de fase aguda la IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a y el IFN-y son
importantes activadores. Por ejemplo, el TNF-a aumenta la produccion de proteina
amiloide A en los hepatocitos, mientras que la IL-6 ante estimulos-inflamatorios
promueve la sintesis de fibrinbgeno. No obstante, cuando hay una alta produccién
de estas citocinas en la sangre, tienen un efecto pir6geno, provocando asi fiebre.
El TNF-a tiene un importante rol ya que es quien inicia el debilitamiento metabolico
0 caquexia. De igual manera, mientras la enfermedad esta activa, mastocitos y
basdfilos empiezan sus actividades secretando varios mediadores inflamatorios
entre los que se encuentran histamina, proteasas neurales, prostaglandinas y
leucotrienos, ademas de citocinas y quimiocinas implicadas en la movilizacion de
leucocitos (DiPiro, 1997; Gadient y Otten, 1997).

Por lo que las citocinas pueden alterar el sistema inmune de los lechones y
asi mermar la eficiencia del alimento, y por lo tanto, su tasa de crecimiento. Lo
gue se ve reflejado en el desvio de los nutrientes, ya que en lugar de utilizarse
para el crecimiento somatico como debe ser normalmente, se utilizan para ayudar
al sistema inmunologico. Lo que quiere decir que las citocinas proinflamatorias
como la IL-6 o TNF-a provocan cambios de los requerimientos de nutrientes del
animal, decrementando el crecimiento de muasculo esquelético debido a la
movilizacion de nutrientes hacia las respuestas metabdlicas que necesitan apoyo
en el sistema inmune (Pie et al., 2004). Aunado a esto estas citocinas provocan
una estimulaciéon en la secrecion de hormonas del estrés, como el cortisol, que
provocara una disminucién en la secrecion de otras hormonas, como la del
crecimiento. Adicionalmente, un animal enfermo tendra necesidades de nutrientes
para mantenimiento por encima de lo normal, sin embargo, en esta condicion se

producira una reduccion en la ingesta de los mismos; lo que provocara que los
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animales enfermos, en especial durante la activacion inmune aguda, utilicen
nutrientes propios (Polo et al., 2014). Los mediadores proinflamatorios como la IL-
6 y TNF-a juegan un papel esencial para una eficiente respuesta inmunitaria
durante infecciones virales y bacterianas y su produccion en cantidades mayores
podrian concluir en efectos perjudiciales para la salud y crecimiento de los
animales (Spurlock, 1997).

2.12 Mucinas y gen MUC2
Las mucinas son glicoproteinas que defienden las mucosas y participan en

mecanismos de sefializacion celular y en interacciones célula- célula. Cada
mucina presenta una estructura especifica de su sitio de accion y se diferencian
en base a su composicion quimica. Su secrecion forma parte normal de la mucosa
o del moco actuando como un mecanismo de defensa de la superficie mucosa
(Corfield y Warren, 1996). Junto con otros mecanismos el moco regula la
homeostasis intestinal. Este esta constituido por la union de mucinas, agua,
electrolitos, inmunoglobulinas, células epiteliales desprendidas, entre otros
compuestos (Shan et al., 2014). EI moco funciona como una barrera para
microorganismos y compuestos toxicos, permitiendo la difusion de nutrientes al
epitelio, ademas de proteger a la mucosa de enzimas digestivas como proteasas,
glucosidasas y lipasas, y de permitir una mejor lubricacién para el paso del
alimento a traves del intestino. La capa de moco en el intestino estd compuesta
por dos tipos de mucina, la unida a la membrana o la que existe de base y la
secretada. La primera forma el glicocalix, mientras que las segundas generan un
gel viscoelastico que divide el glicocalix del contenido luminal (Bajka et al., 2015),
este tipo de mucina se produce ante la presencia de algun estimulante como
hormonas y mediadores inflamatorios tales como las citocinas, lipidos, cancer o

la composicion de algun alimento (Deplancke y Gaskins, 2001).

Las mucinas son hidréfilas y estan constituidas por monémeros con hasta 20% de
proteina y 80% de carbohidratos en peso seco. Sus polipéptidos son

generalmente serina, treonina y prolina (Corfield y Warren, 1996; Bertolo et al.,
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1998), ademés de regiones ricas en cisteina. A lo largo de los afios se han
identificado diversos genes de mucina (MUC) que codifican para la sintesis de las
mismas (Corfield y Warren, 1996), sin embargo, la principal mucina en el intestino
es la MUC2, caracterizada por tener un alto peso molecular y proporciéon de
carbohidratos (Bajka et al., 2015). MUC2 forma trimeros resistentes a enzimas
proteasas en sus regiones N-terminales y dimeros en regiones C-terminales,
provocando asi la formacion de laminas hexagonales, que seguida por la
secrecion de células caliciformes conduce a la formacion- de  estructuras

laminares.

Existe una variacién del grosor y composicién del moco de acuerdo a la ubicacién
en el tracto gastrointestinal (Atuma et al., 2001). Por ejemplo, en el estbmago e
intestino grueso encontramos un grosor mayor, en el primero debido a la
necesidad de proteccion por el acido clorhidrico y en el segundo como un limitante
entre la interaccion de flora comensal con microorganismos patégenos; por otro
lado, hay un menor grosor de moco en el intestino delgado para que exista un
correcto transporte de nutrientes. En el colon ha sido observada una capa de moco
estriada fuertemente adherida adyacente al epitelio, con otra capa menos
estructurada y poco adherida en la luz del mismo (Matsuo et al., 1997; Johansson
et al., 2011).

2.13 Sustentabilidad y produccion
Gerber et al (2013), menciona que el total de las emisiones de gases de efecto

invernadero (GEI) provenientes de las cadenas de suministro ganadero se estima
en 7,1 gigatoneladas de COz — equivalente por afio (eg/afio). Este total representa
el 14,5% de todas las emisiones inducidas por el ser humano, segun las
estimaciones mas recientes del IPCC relativas al total de las emisiones
antropogénicas. A nivel mundial, se estima que la produccion de cerdos produce
alrededor de 668 millones de toneladas de CO: -eq, que representan el 9% de las
emisiones del sector pecuario, esta cantidad de CO2 es distribuida entre la

produccion de alimentos, el uso de tierra, la fabricacion de fertilizantes, entre otros.
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Diversas publicaciones mencionan que las posibles intervenciones para reducir
las emisiones se basan, en gran medida, en tecnologias y practicas que mejoren
la eficacia de produccion a nivel de los animales. Como son las practicas de
alimentacién mejorada para reducir las emisiones entéricas y de estiércol, manejo
mejorado de la produccion y sanidad animal para reducir la parte improductiva de
la produccién (Gerber et al., 2013).

La administracion de las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
boulardii en dietas de lechones recién destetados podria crear una alternativa
viable al uso de antibiéticos, por ser un producto natural y sin riesgo para la salud
del consumidor. Su uso contribuye con un menor uso de los antibiéticos y por ende
una reduccion de residuos farmacoldgicos, lo que genera un menor impacto

ambiental.

Otro efecto seria la mejora de la salud intestinal que contribuira con los otros dos
pilares de la sustentabilidad: social y economicamente rentable al reducir los
costes del uso de antibiético y al mejorar el bienestar animal en las producciones,
ya que es de vital importancia una reduccion del estrés y enfermedades en los
cerdos, lo que mejorara las condiciones de la produccion. Por otro lado, al contar
con un mayor aprovechamiento del alimento suministrado gracias a los efectos de
las levaduras se mejorara la digestion del mismo, ademas de contribuir a la
seguridad alimentaria, gracias a la sustitucion del antibiotico en la alimentacion
animal para evitar la resistencia a los antibioticos en los humanos (Molina, 2019),

generando una mejor calidad de vida en la poblacién.

Las tendencias actuales en los sistemas productivos de animales postula los
probiéticos como una buena alternativa de remplazo a los antibiéticos promotores
de crecimiento. El uso de los mismos en la alimentacion animal es una de las
formas de generar produccion limpia y desarrollo competitivo a gran escala, sin
efectos colaterales en el animal ni en sus productos, y con la ventaja de ser

absolutamente naturales.
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. HIPOTESIS
La inclusion de Saccharomyces cerevisiae o de Saccharomyces boulardii en
dietas libres de antibidticos tiene un efecto benéfico sobre las caracteristicas
morfofisiolégicas e inmunolégicas del aparato digestivo de lechones recién

destetados.
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V.

OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto de la inclusibn de los probidticos Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces boulardii en dietas libres de antibidticos sobre
algunas caracteristicas morfofisiolégicas del aparato digestivo y  algunos
indicadores de la actividad inmunolégica de la mucosa intestinal de lechones
recién destetados.

4.2 Especificos
Observar el efecto de la adicion de los probiéticos Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces boulardii en dietas libres de antibioticos para

lechones recién destetados, sobre:

& El pH del contenido de estbmago, yeyuno, ileon y colon.

& El peso de estdbmago, duodeno, yeyuno, ileon, pancreas, higado, ciego y
colon.

& La expresion de gen MUC2 responsable de la sintesis de mucinas en el
ileon y colon.

& La expresion de genes responsables de la sintesis de TNFa e IL6, que

participan en el proceso inflamatorio en el ileon y colon.
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V.

MATERIAL Y METODOS

5.1 Lugar de Estudio

La investigacion se realiz6 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. Los
andlisis de las muestras se realizaron en el laboratorio de Nutricion Animal, el
laboratorio de Biologia Molecular y el laboratorio de Genética, Sistematica y
Ecologia Molecular de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Auténoma de Querétaro. El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de
Querétaro: oficio 78FCN2017. El experimento se desarrolld6 respetando los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio (Diario.Oficial de la Federacién, 2001), también los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana sobre los métodos para dar muerte a
los animales domeésticos vy silvestres (Diario Oficial de la Federacion, 2015); asi
como los lineamientos de la International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals (CIOMS, 2012).

5.2 Animales y-dietas

Se utilizaron 40 lechones Fertilis 20 x G Performance (Genetiporc®) recién
destetados de 20 £ 1.6 dias de edad, con 6.2 £ 1.79 kg de peso.

Se formulé una dieta basal (Cuadro 1) para cubrir los requerimientos
nutricionales de los lechones para la etapa de destete (NRC, 2012) a la cual se le
incluyé6 Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii o un antibiotico
promotor de crecimiento a expensas del maiz, constituyendo las cuatro dietas
experimentales, las cuales fueron isoproteicas e isoenergéticas:

1) Dieta basal (DB) sin antibiético ni probiotico (control negativo, C-)

(Cuadro 1).
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2) Dieta basal + 0.05 % de un antibiético (LincoSpectin: 2.2 g lincomicina,
2.2 g espectinomicina, Zoetis, EUA) (control positivo, C+).

3) Dieta basal + 0.8 % de Saccharomyces cerevisiae (Yea-Sacc strain
1026, Alltech, EUA) (Sc).

4) Dieta basal + 0.1 % de Saccharomyces boulardii (Levucell SB, CNCM |-
1079, Lallemand Animal Nutrition, Canadda) (Sb).

Después del destete los animales se transfirieron a la sala de destete y se
distribuyeron entre los cuatro tratamientos en base a su peso y camada de origen,
siendo 10 animales alojados en dos corrales por . tratamiento (5
lechones/tratamiento/corral). La sala de destete contdé con las siguientes
caracteristicas:

e Ambiente controlado (30, 28, 26 + 2°C durante la primera, segunda y

tercera semana posdestete respectivamente).

e Corrales de destete elevados a 38 cm de altura, 115 cm de ancho, 150 cm

de largo, con piso de rejilla y para una superficie efectiva de 1.7 m2.

e Bebederos de chupon y comederos tipo tolva con 6 bocas.

Los lechones tuvieron libre acceso al agua durante todo el periodo experimental.

El alimento se ofrecio en tres horarios: 8:00 hrs., 12:00 hrs. y 16:00 hrs.
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Cuadro 1. Ingredientes y composicion quimica de la dieta basal, porcentaje en
base al alimento ofrecido.

Ingredientes %
Maiz 47.1
Pasta de soya 15
Harina de Pescado Menhaden 9.2
Suero de leche 24.7
Aceite de maiz 15
Lisina 0.2
Aminogut* 0.8
Treonina 0.1
Triptofano 0.05
Fosfato Dicalcico 0.9
Vitaminas * 0.08
Minerales © 0.12
Biocolina 0.04
Gustor 8 0.21
Composicion quimica

Materia seca (%) 89.5
Proteina cruda (%) 21.8
FDN (%) 12.3
EM (kcal-kg™) 3,300

* Aminogut: L-glutamina y acido L-glutamico (1:1), (Ajinomoto, Japén). t Vitaminas por kilogramo de dieta: vitamina A 10200
Ul; vitamina D 1980 UI; vitamina E 60 Ul; 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 kilogramo
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, Espafia)
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5.3 Toma de muestras

En los 7 y 14 dias de experimentacion se sacrificaron cinco cerdos por
tratamiento siguiendo los lineamientos de la NOM-033-SAG/Z00-2014.

Los lechones fueron tranquilizados con azaperona (Sural®) a una dosis de
20 mg/kg de peso vivo y se anestesiaron con isoflurano, una vez alcanzado el
plano anestésico se procedi6 a la apertura de la cavidad abdominal e
inmediatamente se tomaron muestras de ileon y colon de aproximadamente 2 mm
para evaluar la expresiéon del gen de MUC2 que expresa la sintesis de mucina y
la expresion de los genes de TNFa e IL6 que participan en el proceso inflamatorio.
Las muestras de ileon y colén se conservaron en Trizol a -80°C hasta el momento
de la extraccion del RNA. Para determinar la abundancia relativa de la
transcripcion, se utilizé el valor de ACt siguiendo la metodologia propuesta por
(Duran-Montgé et al., 2009).

Posteriormente, se procedio a extraer de la cavidad abdominal, separar y
pesar los siguientes 0rganos: estbmago, yeyuno, ileon, pancreas, higado, ciegoy

colon. El peso de los 6rganos se reporto en relacion al peso vivo (g/kg de PV).

Por ultimo, se colect6 la digesta de cada compartimento gastrointestinal

(estdbmago, yeyuno;,ileon, ciego y colon) para medir el pH por potenciometria.

5.4 Extraccion de’/RNAy sintesis de cDNA
La.extraccion del RNA de las muestras conservadas en Trizol se realizé en

cuatro pasos (Sambrook y Russell, 2001)

1. Homogeneizacion: Se coloc6 la muestra de tejido con Trizol en un vial
con perlas de ceramica de 2.8 mmy se afiadiéo 1 ml de Trizol. Se homogeneiz6 en
el equipo PowerLyzer a 3’500 rpm por 45 segundos (s), con un descanso de 30 s
y nuevamente durante 45 s a 3500 rpm. Luego se centrifugd en refrigeracion la
muestra a 11300 rpm. Dentro del tubo se obtuvieron 3 capas, de arriba hacia

abajo: una capa grasa, una capa de sobrenadante con RNA y una udltima que
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contenia el pellet, polisacaridos y DNA de alto peso molecular (PM); se removio,
desecho la capa de grasay se transfirié el sobrenadante con RNA a un nuevo vial.

2. Separacion: Se incubd la muestra 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente se afiadieron 0.2 ml de cloroformo y se incubé 2-3 min a
temperatura ambiente. Después se centrifugd a 13000 rpm por 15 min. Se
obtuvieron 3 fases (la primera una fase acuosa incolora, una interfase y una fase

cloroformo-fenol roja). Se removio la fase acuosa y se colocé en un nuevo vial.

3. Aislamiento del RNA: Primero se precipitd el RNA afadiendo 0.5 ml de
isopropanol (2-propanol) 100% a la fase acuosa. Posteriormente se incubd a
temperatura ambiente por 10 min y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a
4°C. Se hizo un lavado donde se removio el sobrenadante del vial y se dejo solo
el pellet de RNA afiadiendo 1 ml de etanol al 75%. Se homogeneizo la muestra
brevemente y se centrifugd a 8900 rpm durante 5 min a 4°C. Se tir0 el

sobrenadante y se coloco el vial boca abajo sobre una sanita estéril.

4. Resuspension del RNA en vial: Se afiadieron de 20 a 50 uL de agua libre
de RNAsas y se resuspendi6 con la pipeta varias veces. Se incub6 en bafio de
agua o termoblock a 55-60°C por 10 a 15 min. Finalmente se almaceno la muestra
a -70°C (Sambrooky Russell, 2001).

Después de la extraccion del RNA se prepar6 un gel de agarosa al 1.5%
para evaluar la integridad del RNA extraido y se corri6 en una camara de
electroforesis a 75 volts por 1 hora para después observar el mismo mediante el
fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad) con luz UV.

Posteriormente, se sintetizdé el cDNA con la ayuda de una transcriptasa
reversa y oligo-dT (Invitrogen, Cat. No. 18418012) tratando 1 ug del RNA total de
cada muestra con 1 U de desoxirribonucleasa | grado amplificacion. La
transcripcion reversa se inicio con 1 ug de RNA tratado con DNasa, el cual estaba

contenido en 10 ul de agua destilada libre de RNasas, se anadié 1 pl de oligo (dT)

35



primer y 1 pl de solucién de dNTPs (10 ym cada uno). La solucion se calent6 a
65°C durante 5 min, y se enfrié rapidamente sobre hielo. Posteriormente se
agregaron a la mezcla 4 yl de amortiguador 5X first strand, 2 yl de 0.1 M
dithiothreitol (DTT) (Cat. No. 18064-022) y 1 pl de inhibidor de ribonucleasa
recombinante (Cat. no. 10777-019), y esta solucion se incubé a 42°C durante 2
min. Se afiadieron inmediatamente 200 U de transcriptasa reversa. La reaccién
de transcripcion reversa se incubd a 42°C durante 50 min, seguido de 15 min a
70°C, y finalmente se enfri6 en hielo para detener la reaccion. Los viales se

conservaron a -20° C.

Con el cDNA resultante se hicieron 4 diluciones seriadas que se

conservaron a -20C hasta su utilizacion.

5.5 PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un
termociclador CFX 96 de BIO-RAD con capacidad para placas de 96 pozos. En
cada uno de ellos se cargaron 10 pl de la siguiente mezcla de reaccion: 0.5 pl de
cDNA (40 ng/ pl), 5 pul de iQ SYBR Green Supermix (mezcla optimizada de iTagTM
DNA polimerasa, SYBR Green, dNTPs, buffer y estabilizadores) 100nmol de
cebador especifico directo, 100nmol de cebador especifico reverso y agua libre
de nucleasas. El programa de PCR utilizado, consistio en una desnaturalizacion
inicial de 3 min a 95°, seguida de 45 ciclos 30 seg a 95°C, 30 seg a 56.9°C y
finalmente una desnaturalizacion de 30 seg a 95°C. Se incluyé un control negativo
(NTC) por cada mezcla de reaccion para descartar posibles contaminaciones

cruzadas entre muestras.

En el Cuadro 2 se muestran todos los cebadores (PRIMERS) utilizados en

las reacciones de PCR en tiempo real y el tamafio del producto que amplifican.

Después de cada gPCR se analizaron las curvas de fusion con el software
BioRad CFX Manager para identificar los productos especificos de la PCR,

teniendo en cuenta que estos se disocian a una temperatura mas alta que los
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artefactos como dimeros de primer (Ririe et al., 1997). La eficiencia de las
reacciones se calculd a partir de las pendientes de la curva estandar obtenidas
después de realizar diluciones seriadas con las reacciones de la PCR en tiempo

real.

Cuadro 2. Secuencias nucleotidicas de los cebadores (PRIMERS) utilizados en
la qPCR a tiempo real y fuente de los mismos.

Gen PRIMERS Secuencia (5 - 3’) Fuente

MUC2  Forward GGCTGCTCATTGAGAGGAGT Saqui-Salces et
Reverse ATGTTCCCGAACTCCAAGG al. (2017)

IL-6 Forward CCTGTCCACTGGGCACATAAC Hu et al. (2013)
Reverse CAAGAAACACCTGGCTCTGAAAC

TNF-a Forward CATCGCCGTCTCCTACCA Hu et al. (2013)
Reverse CCCAGATTCAGCAAAGTCCA

HMBS Forward AGGATGGGCAACTCTACCTG Wang et al.
Reverse GATGGTGGCCTGCATAGTCT (2018)

B2M Forward CGGAAAGCCAAATTACCTGAAC Vigors et al.
Reverse TCTCCCCTTTTTCAGCAAAT (2016)

IL6: Interleucina 6; TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa; MUC2: Mucina 2; HMBS: hidroximetilbilano sintasa;
B2M: microglobulina p2.

5.6 Cuantificacién de la expresion génica
Las cuantificaciones se llevaron a cabo en base al valor del ciclo umbral

(Ct) registrado en el software CFX de BIO-RAD en base al siguiente modelo:

Cuantificacion 2-ACt: Es una derivacion de la Cuantificacion relativa
normalizada que se basa en el modelo Delta Delta Ct desarrollado por PE Applied
Biosystems (Perkin Elmer, Forster City, CA), mediante la cual eliminamos de la
ecuacion la expresion de los genes calibradores, teniendo solo a los genes blanco
y los enddgenos, asi podemos ver su expresion en verdadera magnitud en lugar

de normalizada a un valor constante de 1. Ademas, aplicando este modelo
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obtenemos valores de expresion directamente proporcionales a la cantidad
absoluta transcrita, por lo que se puede conocer si un gen diana A se expresa mas

0 menos que otro gen diana B.

5.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico para el peso de érganos, pH intestinal y la expresién
génica en colon se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple para un disefio totalmente aleatorizado, con. un arreglo
factorial (4 x 2), donde la dieta (4) y la edad posdestete (2) fueron los principales
factores.

Para la expresion génica del ileon al dia 7 los resultados también se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple para
un disefo totalmente aleatorizado, evaluando los efectos de las dietas de forma

individualizada.

Para todos los casos se compararon las medias empleando la prueba de
SNK (P<0.05) mediante el paquete estadistico SAS (2008).
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VI.

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Peso relativo de 6rganos

El consumo de las diferentes dietas experimentales no tuvo un efecto (P>0.05)
sobre el peso relativo de los 6rganos digestivos; sin embargo, la edad posdestete
afecto el peso de la mayoria de los 6rganos estudiados (Cuadro 3). Los resultados
referentes al efecto de la dieta y a la edad posdestete sobre el peso de los érganos
digestivos se presentan y se discuten de forma independiente, debido a que no se
observé (P>0.05) una interaccién entre estos factores (Cuadro 3).

Cuadro 3. Peso relativo de los 6rganos digestivos de lechones alimentados con
las dietas experimentales.

Organos Dietas P EEM
C- C+ Sc Sb D E DxE
Estobmago 8.1 80 84 8.2 0.901 0.0012 0.442 0.18
I.D. 50 54 53 52 0.563 0.0001 0.301 1.04
I.G. 19 19 19 18 0.326 0.933 0.109 0.38
Pancreas 1.9 1.8 1.8 1.6 0.280 0.0380 0.857 0.05
Higado 25 26 27 28 0.325 0.0001 0.369 0.45

C-: dieta sin antibiético ni probidtico. C+: dieta con antibiético. Sc: dieta con Saccharomyces cerevisiae. Sbh: dieta con
Saccharomyces boulardii. 1:.D.: Intestino delgado. I.G.: Intestino grueso. P: probabilidad estadistica. D: dieta. E: edad
posdestete. DxE: interaccion edad y dieta. EEM: error estandar de la media.

La ausencia de un efecto de la dieta sobre el peso de los érganos digestivos
fue un resultado relativamente esperado, una vez que los componentes mayores
de las dietas experimentales fueron los mismos. Otros autores tampoco
observaron un efecto de las dietas experimentales, en las cuales cambiaron la
fuente de proteina dietética de pasta de ajonjoli a pasta de soya (Aguilera et al.,
2014), o la variedad de sorgo incluido en la dieta (Gomez et al., 2018), o incluyeron
probidticos a la dieta (Morales et al., 2015), todos con edades similares a las de
este experimento. Esto sugiere que el peso de los érganos digestivos, no sea

solamente una consecuencia del tipo de dieta ingerida, pero un reflejo del aumento
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del sustrato disponible para el crecimiento celular a la medida que la ingesta de
alimento incrementa después del destete, haciendo que se desarrollen los
Organos necesarios para procesar este alimento (Pluske et al., 2003b).

Los resultados del presente trabajo indican que el uso de estas levaduras (S.
cerevisae y S. boulardii) en dietas sin antibiéticos no tuvo influencia positiva en el
desarrollo de los 6rganos digestivos, pero su inclusion en el alimento tampoco
afectd negativamente el peso de los mismos. Reis de Souza et al. (2012)
mencionan que existe muy poca informacion sobre el efecto de la adicion de
alimentos funcionales, tales como son los probiéticos a las dietas iniciadoras sobre
el desarrollo del TGI. Como se mencion6 anteriormente, Morales et al. (2015)
tampoco observaron un efecto positivo del uso-de probidticos sobre el peso
relativo de los 6rganos. La mejoria observada en la salud intestinal de los lechones
alimentados con probidticos parece estar relacionada con la modificacion del
ambiente gastrointestinal, a través de cambios en la microbiota. Incluso, Reis de
Souza et al. (2012) reportan que diversos autores coinciden en que la utilizacion
de aditivos probidticos o antimicrobianos no afecta la morfologia intestinal. Esto
podria explicar, desde cierto punto, porque en el presente trabajo la adicion de las
levaduras vivas y del antibiético a la dieta no provocé un cambio en el peso de los

organos durante el periodo experimental.

Se puede considerar que el desarrollo de los érganos digestivos se comportd
de una manera esperada para esta fase de crianza de los lechones, pues los
pesos relativos observados en el presente estudio fueron comparables a los
descritos por diferentes autores (Pluske et al., 2003b; Reis de Souza et al., 2007;
Aguilera et al., 2014, Morales et al., 2015). Por otro lado, las dietas utilizadas en
el presente trabajo fueron formuladas con un alto porcentaje de suero de leche, el
cual es un ingrediente que, por ser fuente de lactosa y por sus componentes
bioactivos, promueve el desarrollo de los 6érganos digestivos (Reis de Souza et al.,
2002 y Reis de Souza et al., 2007); lo que también indica que los valores

observados para el peso de 6rganos son adecuados y no hubo un efecto
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detrimental de la no inclusion de antibiotico y de la adicidén de las levaduras vivas
en la dieta basal.

La edad posdestete fue un factor que afectd positivamente el peso relativo del
estdbmago (P<0.001), intestino delgado (P<0.001), pancreas (P<0.05) e higado
(P<0.001), pues estos 6rganos incrementaron su peso del dia 7 al 14 posdestete
(Figura 1). Sin embargo, en el caso del intestino grueso no se observé diferencia
(P>0.05) en su peso relativo. Probablemente esto puede ser explicado por las
observaciones de Widdowson (1985), quien menciona que, aunque todos los
organos y tejidos del cuerpo crecen y se desarrollan de-manera ordenada en
relacién con el cuerpo en su conjunto, muchos de ellos son capaces de un
crecimiento particularmente mas rapido en respuesta a una demanda adicional.
El incremento del consumo de alimento después de la primera semana posdestete
(Pluske et al., 2003a), probablemente fue el estimulo para el crecimiento del
estbmago, intestino delgado, pancreas e higado, que son los Organos
relacionados con la digestion enzimatica necesaria para la absorcion de los
nutrimentos utilizados para el crecimiento adecuado del lechon (Cunningham y
Klein, 2014).

Figura 1. Efecto de la edad posdestete sobre el peso relativo de los érganos
digestivos.
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a: parras con diferentes literales en el mismo érgano, indican diferencias estadisticas significativas. DPD: dia posdestete.
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Por otro lado, probablemente el desarrollo del ciego y del colon sea menos
acelerado que los demas 6rganos digestivos, pues depende particularmente del
desarrollo de una microbiota mas diversa y numéricamente mayor, y al aumento
en la produccion de acidos grasos de cadena corta. Williams et al. (2005),
mencionan que los sustratos que llegan hasta la luz del intestino grueso influyen
sobre su desarrollo. Uno de los nutrimentos que pueden llegar en exceso hasta el
intestino grueso son las proteinas, debido a la limitada capacidad de los lechones
para digerir a los componentes proteinicos, sobre todo los de origen vegetal en el
intestino delgado (Guay et al., 2006). Estas proteinas no digeridas sufren una
fermentacion por parte de bacterias oportunistas en el intestino grueso, generando
metabolitos que podrian ser toxicos para la mucosa intestinal (Christensen et al.,
1992; Bikker et al., 2007), ocasionando asi una peérdida de células, lo cual influird

en el peso de este compartimiento.

Otro nutrimento capaz de llegar hasta el intestino grueso es la fibra, donde la
fibra detergente neutra (FDN) sera susceptible a la fermentacién bacteriana
(Montagne et al., 2003), formando acidos grasos de cadena corta (lactico, acético,
propidnico y butirico) deseables para un correcto funcionamiento del tracto
gastrointestinal (Donohoe et al., 2011) y crecimiento del tracto digestivo, debido al
aumento de la proliferacion celular del epitelio (Hermes et al., 2009). Cabe
destacar que las dietas para lechones recién destetados son relativamente pobres
en FDN, Mateos et al. (2006) sugirieron que los cerdos jovenes (6 a 12 kg) pueden
tener un-requerimiento minimo de 6% de FDN; incrementando a 7 - 13%, para
cerdos de 10 a 30 kg de peso corporal. Hermes et al. (2009) observaron que el
peso relativo del intestino grueso de lechones a los 35 dias posdestete aumento
con el consumo de una dieta con un mayor nivel de fibra de la dieta (5.3% vs
7.15% de FDN). Todo lo anterior sugiere que el peso relativo del intestino grueso
incrementara en la etapa posdestete a la medida que se incremente el consumo

de FDN por los lechones.

42



El aumento de peso del dia 7 al dia 14 posdestete en los 6rganos digestivos,
podria explicarse desde el hecho que en los primeros dias posdestete la
adaptacion a una dieta solida genera cambios morfologicos y funcionales del
tracto digestivo, lo que se puede traducir en un menor consumo de alimento, o
gue provoca que no se cubran los requerimientos de proteina y energia béasicos
del animal, finalmente todo esto complicaréa su crecimiento inicial (Le Dividich y
Seve, 2000). Este evento puede observarse principalmente durante la primera
semana posdestete, con la mayor repercusion negativa durante los dos o tres
primeros dias, donde se observa una disminucion del peso de los 6rganos
digestivos 0 en algunos otros casos un peso constante; ya que después de estos
dias el crecimiento del tracto gastrointestinal dependera de la ingesta de alimento
soélido (Aguilera et al., 2003; Escobar et al., 2008).-Makkink et al. (1994) mencionan
gue debido al ayuno o bajo consumo de alimento se produce una baja en el peso
absoluto y relativo del pancreas. Sin embargo, después de que se incrementa el
consumo de alimento se observa un aumento significativo en el tejido pancreatico
(Lindeman et al., 1986); como fue observado en el presente trabajo entre los dias

7y 14 posdestete.

El crecimiento del estémago esta asociado con el desarrollo de la mucosa
gastrica, por lo que el peso relativo (g/kg de PV) de la misma incrementa cuando
comienza la ingestion del alimento solido (Lindeman et al., 1986). Los cambios en
el intestino_delgado tienen como repercusion una pérdida de peso del 20-30%
durantelas primeras 24 a 36 horas posdestete (Lallés et al., 2004). Su crecimiento
macroscépico posterior (Cera et al., 1988; Van Beers-Schreus et al., 1998;
Hedemann et al., 2003) puede estar ligado a los cambios que hay en la mucosa
intestinal (Moughan et al., 1992; Xu et al., 1992; Yen, 2002), observando una
recuperaciéon en sus valores entre los dias 9 y 14 posdestete (Nabuurs et al., 1993;
Hedemann et al., 2003; Vente-Spreeuwenberg et al., 2004). Mientras mayor es el
consumo de alimento, mayor es el aporte de energia, y por ende habra un

crecimiento superior de estdbmago, pancreas, intestino delgado e higado, los
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cuales ocupan 50% de la energia total (Quiniou y Noblet, 1995; Nyachoti et al.,
1997).

6.2 pH de los contenidos gastrointestinales

Los resultados del pH de los contenidos digestivos se muestran en el Cuadro
4. El efecto de la dieta consumida por los lechones sobre el pH de los contenidos
de los 6rganos digestivos de la parte anterior del tracto gastrointestinal (estdmago,
yeyuno e ileon) no fue significativo (P>0.05). La edad solamente afecté el pH del
contenido del estdbmago (P<0.05). En ciego y colon la dieta consumida tuvo un
efecto interactivo con la edad (P<0.001) sobre el pH de sus contenidos.

Cuadro 4. pH de los contenidos del estbmago, yeyuno, ileon, ciego y colon de
lechones alimentados con las diferentes dietas experimentales.

Dietas P EEM

C- C+ Sc Sb D E DxE
Estomago 3.0 3.4 3.3 3.5 0.335 0.039 0.177 0.11
Yeyuno 6.7 6.8 6.9 6.7 0.428 0.523 0.066 0.05
fleon 6.8 6.6 6.4 6.9 0.229 0.737 0.106 0.08
Ciego 5.7 6.0 5.7 6.1 0.050 0.002 0.001 0.05
Colon 6.1 6.3 6.0 6.4 0.012 0.002 0.001 0.04

C-: dieta sin antibiético ni probidtico. C+: dieta con antibiético. Sc: dieta con Saccharomyces cerevisiae. Sbh: dieta con
Saccharomyces boulardii. P: probabilidad estadistica. D: efecto de la dieta. E: efecto de la edad. DxE: efecto de la
interaccion edad y dieta. EEM: error estandar de la media.

Los valores de pH encontrados en el presente trabajo estuvieron en un rango
entre 3.y 6.9 (Cuadro 4), lo que concuerda parcialmente con Chesson (1987) que
menciona que en cerdos en crecimiento el pH del tracto gastrointestinal varia entre
1.0y 8.0: siendo en contenido de estomago entre 1.0 y 4.5, en el intestino delgado
entre 4.0y 7.4y en el intestino grueso entre 5.7 y 6.8. En lechones destetados,
Aguilera et al. (2014) observaron valores en los contenidos digestivos un poco
mas acidos en estdmago (entre 2.5y 3.8) y yeyuno (entre 5.9y 6.1), muy similares

a los presentes valores en ileon (entre 6.4 y 6.7). En el presente trabajo no se
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observé un pHigual a 1 en el estbmago, como lo menciona Chesson (1987), pues
se utilizaron lechones recién destetados cuya produccion de acido clorhidrico es
muy limitada (Partanen y Mroz, 1999); sin embargo, los pH de los contenidos de
yeyuno, ileon, ciego y colon estuvieron dentro de los rangos que estos autores
reportan.

Las diferencias entre los valores observados en la literatura estan relacionadas
con la edad de los animales, el tiempo en que se mide el pH después de laiingesta
de alimento (Chesson, 1987; Aguilera et al., 2014) y la composicion de los
alimentos consumidos (Levic et al., 2005). Estos factores afectan los valores de
pH de los contenidos digestivos y la capacidad de amortiguacion, tanto del animal
como de la dieta.

6.2.1 Efecto de la dieta consumida sobre el pH de los contenidos digestivos

La ausencia de un efecto de la dieta.consumida sobre el pH de los érganos del
tracto digestivo anterior, indica que la presencia del antibidtico o de las levaduras
en la dieta no influyéd en cualquiera de los factores acidificantes del medio
ambiente gastrico y del intestino delgado; o que la capacidad amortiguadora de
las dietas o de los animales esta colaborando para que a nivel del estbmago el pH
sea menos acido y-que a nivel intestino delgado el pH se mantenga a niveles

adecuados para la hidrolisis enzimatica.

Todos los lechones se alimentaron con dietas con una alta proporcion de
cereales y cuya fuente de proteina vegetal (pasta de soya) se encuentra presente
en un 15%, lo que pudo haber sido un factor amortiguador del pH (Levic et al.,
2005), impidiendo que se observara valores de pH mas bajos en el contenido del
estbmago. Los cereales presentes en las dietas tienen una capacidad
amortiguadora mas baja, ya que los alimentos proteicos, como la pasta de soya,
tienen una capacidad intermedia o alta (Jasaitis et al., 1987; Levic et al., 2005).

Por lo tanto, la capacidad amortiguadora de los componentes de las dietas,
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principalmente de la pasta de soya, podria explicar por qué en el presente trabajo,
los valores de pH en los 14 dias posdestete no fueron muy acidos.

Por otro lado, el animal también tiene sus mecanismos de control del pH,
gracias al alto grado de homeostasis digestiva que posee el organismo animal
para mantener el equilibrio del ecosistema gastrointestinal y por ende su salud
(Melin etal., 1997). Lo que es importante, ya que alteraciones en el pH extracelular
cambian el pH intracelular de los enterocitos, los cuales modifican su funcion
secretora y absortiva utilizando diversos mecanismos para mantener su equilibrio
intracelular; como la secrecion de fluidos ricos en H* y HCO3, regulando de esta
manera el pH intracelular (Shimada y Hoshi, 1987; Hoinard y Gore, 1988; Wenzl
et al., 1989). El pH alcalino del yeyuno e ileon observados en el presente trabajo,
indica que el quimo &cido proveniente del estomago fue adecuadamente
neutralizado por las secreciones pancredtica y hepatica estimuladas por las
hormonas secretina y CCK, para proteger la mucosa intestinal y posibilitar la
digestion de los nutrimentos por las enzimas pancreaticas (Cunningham y Klein,
2014).

Por otro lado, las dietas tuvieron un efecto en el pH de los contenidos del
intestino grueso mostrando valores menos alcalinos en ciego y colon de animales
gue consumieron las levaduras viva. Figueiredo et al. (2010) también observaron
una disminucion en el pH cecal de lechones de la misma edad alimentados con
dietas adicionadas con probidticos. Sin embargo, en el presente trabajo, el efecto
dieta interactuo con la edad posdestete, por lo que sera presentado y discutido en

el apartado 6.2.3.

6.2.2 Efecto de la edad posdestete sobre el pH del estémago.

Solamente se observoé un efecto (P<0.05) de la edad de los lechones en el pH
del estobmago (Figura 2), el cual fue mas acido (P<0.05) en el dia 14 que en el dia
7 posdestete; lo que podria ser explicado por la secrecion de acido clorhidrico muy
limitada en el inicio de la vida del lechon (Partanen y Mroz, 1999), el cual acidifica

conforme la edad del animal avanza, teniendo niveles mas acidos hasta la tercera
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o cuarta semana posdestete (Reis de Souza et al., 2012). Ademas del estimulo
gue proporciona una mayor masa alimenticia ingerida y el efecto tréfico de la
hormona gastrina (Lindeman et al., 1986), incrementando la capacidad secretoria
de la mucosa géstrica.

Figura 2. Efecto de la edad posdestete sobre el pH de las secreciones del
tracto digestivo anterior.
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a: pharras con diferentes literales en el mismo 6rgano, indican diferencias estadisticas significativas entre edades (P<0.05).
DPD: dia posdestete. DPD: dia posdestete.

6.2.3 Efecto de la interaccion dieta y edad posdestete sobre el pH de los
contenidos digestivos

En la parte anterior del tracto gastrointestinal no se observo una interaccion
entre la dieta consumida y la edad de los lechones (P>0.05); sin embargo, en la
parte posterior del tracto gastrointestinal (ciego y colon) la interaccion entre ambos
factores fue altamente significativa (P<0.001). En la Figura 3 se puede observar
gue en los animales alimentados con la dieta control negativo y con la control

positivo el pH del ciego y del colon no varié entre las edades; mientras que en los
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animales de las dietas con levaduras (Sc y Sb) el pH del dia 14 fue mas &cido a

comparacion con el dia 7 posdestete.

Figura 3. Efecto de la interaccion entre la dieta consumida y la edad posdestete
sobre el pH del contenido de ciego y de colon.
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C-: dieta sin antibiético ni probidtico. C+: dieta con antibiético. Sc: dieta con Saccharomyces cerevisiae. Sh: dieta con
Saccharomyces boulardii. 2°: barras con diferentes literales en la misma dieta, indican diferencias estadisticas entre edades
(P<0.001). DPD: dia posdestete.

La disminucién de los valores de pH en el dia 14 posdestete en el intestino
grueso de los animales que consumieron las dos levaduras vivas podria deberse
a la adaptacion de la microbiota a la dieta consumida por parte de los animales.
Segun algunos autores (Ross et al., 2010; Giang et al., 2012) hay una modificacion
en la microbiota gastrointestinal en base al probiotico suministrado, mostrando un
aumento en las bacterias acido lacticas, mientras que hay un descenso en las
bacterias patdégenas, ya sea por la destruccién de sus enzimas o pérdida de la
funcidon de las mismas, no permitiendo su proliferancién, manteniéndolas en un
estado basal (Williams et al., 2001; Smirichy-Tjardes et al., 2003; Williams et al.,
2005). Alltech (2001) observaron que el uso de levaduras puede potencialmente
alterar la microbiota intestinal, disminuyendo significativamente los niveles de
Salmonella y Escherichia, lo que sugiere que la levadura promueve la produccién

de acido lactico, aumentando tanto la acidez en la luz del intestino como la
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produccién de enzimas digestivas, disminuyendo asi el pH y limitando el desarrollo
de bacterias patdgenas. Gracias también a la competencia que existe entre la
levadura y las bacterias patdgenas para unirse a células intestinales (Auclair,
2001), los patdgenos se unen a la pared celular de la levadura lo que provoca que
el complejo Saccharomyces/patdgeno se elimine rapidamente del tracto digestivo
(Gedek, 1999).

Aunado a esto, la fermentacion de carbohidratos por bacterias benéficas en el
intestino y la transformacion de sus productos por otras poblaciones de la
microbiota, provocan la generacion de &cidos grasos volatiles no ramificados
(Donohoe et al., 2011), el incremento de concentraciones de &cido lactico y la
disminucién de las concentraciones de amonio (Radecki y Yokohama, 1991; Pie
et al., 2007). Los acidos grasos no ramificados se incrementan en animales
alimentados con dietas con S. cerevisae y boulardii (Mas, 2019), lo que podria

explicar la disminucion del pH en ciego y colon.

La célula bacteriana posee un pH alrededor de 7.0, los acidos grasos de
cadena corta pueden llevar a cabo su efecto al momento de la disociacion del
mismo, acidificando el citoplasma del microorganismo. Ademas, pueden inhibir
reacciones enzimaticas y sistemas de transporte de los nutrientes de las células
bacterianas. Los efectos toxicos de dichos acidos son causados por la
acumulacion de aniones polares en el citoplasma y esta acumulacion dependera
del gradiente del pH que exista a través de la membrana celular reportados
(Russel,;1992). Breves et al. (2000) también observaron en un modelo in vitro que
la aplicacion de S. boulardii resulté en un aumento de la produccion de acidos

grasos de cadena corta, ademas de un aumento en el D-lactato y amoniaco.

También en el intestino grueso existen los mecanismos de amortiguamiento
mencionados anteriormente, que probablemente fueron efectivos desde la
primera semana posdestete. Esto podria explicar la ausencia de efecto de la edad
posdestete en los animales que consumieron las dietas control positivo. Por otro

lado, Escobar et al. (2014) y Mas (2019, datos no publicados) observaron que la
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presencia de antibiético en la dieta, disminuye los procesos fermentativos en el
intestino grueso. En los animales que consumen dietas sin antibiético o probidtico,
los productos de la fermentacion en colon incrementan de manera importante con
la edad posdestete (Méas, 2019) propiciando una mayor acidificacién del medio y
probablemente estimulando rapidamente los mecanismos de amortiguacion del

pH intestinal.

6.3 Expresion génica de IL-6, TNF-a y MUC2

En el caso de ileon solo se reportan valores de la expresion génica de IL-6,
TNF-a y MUC2 del dia 14 posdestete (Cuadro 5) debido ala pérdida de muestras
del dia 7 posdestete. Para el colon se presentan los andlisis de los datos del dia
7y 14 posdestete.

Los valores de expresion génica de IL-6, TNF-a y MUC2 representados en los
Cuadros 5y 6 se calcularon en base a la transformacion 2-2¢t, donde se incluyeron
un control enddgeno y se obtuvo un valor directamente proporcional a la cantidad
total de trascrito de cada gen, para asi poder comparar cantidades de expresion
de un gen respecto a otro, entre las diferentes dietas, pudiendo observar la

expresion de cada gen en su real magnitud.

6.3.1 Expresion«eénica en el ileon: efecto de la dieta consumida

En ileon se observa una mayor (P<0.05) expresion del gen MUC2 en los
lechones que consumieron las dietas con S. boulardii en comparacion con los
animales que consumieron la dieta control positivo y S. cerevisiae, mientras que
los del control negativo tuvieron un comportamiento intermedio (Cuadro 5).

Cuadro 5. Expresion de RNAmM de MUC2, IL6 y TNFa en la mucosa del ileon de
lechones al 14 posdestete.

Dieta P EEM
C- C+ Sc Sb D
MUC2 0.446ab 0.135b 0.103b 0.646a 0.041 0.070
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IL6 0.032 0.004 0.006 0.002 0.449  0.007
TNF-a 0.325 0.016 0.044 0.029 0.310 0.060

C-: dieta sin antibiético ni probidtico. C+: dieta con antibiético. Sc: dieta con Saccharomyces cerevisiae. Sh: dieta con

Saccharomyces boulardii. D: efecto de la dieta. P: probabilidad estadistica. D: efecto de la dieta. EEM: error estandar de

la media.

La mayor expresion del gen MUC2 en el ileon por parte de los lechones que
consumieron la dieta con S. boulardii concuerda con lo observado por Ciro et al.
(2015) quienes encontraron que la adicion de probioticos favorece la produccion
de mucinas en vellosidades de ileon. También coincide por lo reportado por Wang
et al. (2014), quienes observaron una inhibicién de la adherencia de Escherichia
coli enteropatdégena a las células epiteliales intestinales a través de la produccién
de mucinas, demostrando que la expresion de genes MUC2 en las células
epiteliales es inducida por el probidtico, lo que favorece la produccion de mucina.

Por otro lado, en ileon las dietas consumidas no afectaron (P>0.05) la
expresion de los genes IL-6 y TNF-a (Cuadro 5), a pesar de observarse diferencias
numéricas importantes entre los animales que consumieron la dieta control
negativo y los que recibieron antibiético o levaduras vivas. Estos resultados
podrian deberse principalmente a la variacion que existe entre los datos
individuales de los distintos. En la Figura 4 se puede observar la dispersion de los
datos de IL-6 y TNF-a del dia 14 posdestete en el ileon, donde cada punto de
diferente color constituye un animal. En el eje de las X, se encuentran las 4 dietas,
mientras que en el eje de las Y se encuentran los valores de transcrito para cada
animal. Entre los animales de la dieta control negativo (ovalo color rojo) existe una
mayor. variacion, lo que imposibilita una diferenciacion estadistica entre los
tratamientos, a pesar de las diferencias observadas entre la expresion los

animales en cada tratamiento.
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Figura 4. Dispersion de datos para la expresion génica de IL-6 y TNF-a en ileon
al dia 14 posdestete.
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Sin embargo, si se elimina el(los) animal(es) del tratamiento control negativo,
gue se separa(n) en relacion alos demas, todos los lechones presentarian valores
de transcrito muy similares, indicando que probablemente tampoco habria
diferencias significativas entre ellos. Esta dispersion entre individuos sugiere que
a los 14 dias posdestete la capacidad inmune no es uniforme entre los animales
y en la mayoria de ellos el sistema inmune no esta “maduro” y todavia debe ser
“despertado”. También indica que la ausencia de antibidtico o probidtico en la dieta
puede ser un estimulo para el desarrollo de la capacidad inmunoldgica del lechon.
Sin embargo, esto debera ser demostrado en un estudio con un mayor nimero de

animales.

A pesar de no presentar diferencias estadisticas entre los distintos
tratamientos, si se puede observar una diferencia numérica que sugiere resultados
similares a los presentados por Bautista et al. (2019), donde se midié mediante
inmunohistoquimica la concentracion de los marcadores inflamatorios TNFa e IL6

en la mucosa ileal, obteniendo una menor concentracion de los mismos en los
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animales alimentados con las dietas con S. boulardiiy S. cerevisae a comparacion
del control negativo, sin antibidtico o probidtico, donde estos marcadores se vieron
incrementados. Esto podria ser explicado por el hecho de que, durante el destete,
existe un periodo de bajo consumo de alimento, lo cual causa una respuesta
inflamatoria en el TGI, iniciando cambios en la funcion y respuesta inmune (Pié et
al., 2004).

La reaccioén inflamatoria de la mucosa intestinal es importante, ya que el control
de la liberacién de las citocinas proinflamatorias en el intestino puede tener
beneficios potenciales para aliviar los trastornos intestinales inducidos por el
estrés al destete (Liu et al., 2008). Investigadores como Pié et al. (2004) han
demostrado que la expresion de los genes de las citocinas proinflamatorias I1L-1f,
IL-6 y TNF-a aumenta en los dos dias posteriores al destete, momento en que la
altura vellosidades, la profundidad de las criptas y las actividades especificas de
las enzimas intestinales estan mas afectadas. El destete, al menos en la primera
semana, esta asociado a una sobre-regulacion de ciertos genes de expresion de
las citocinas, que influyen en el consumo de alimento (Pié et al., 2004). Mientras
gue S. boulardii cuenta con propiedades tales como la secrecion de un factor
denominado “factor antiinflamatorio de S. boulardii (SAIF, por sus iniciales en
inglés)” que ejerce efectos antiinflamatorios al bloquear la activacion de NF-kB
(Sougioultzis ‘et-al.,, 2006). Sin embargo, nuestros resultados no fueron
concluyentes y para observar resultados mas concretos quizas sea necesario
utilizar un mayor niumero de animales; ya que la expresion génica de IL6 y TNF-a
en el presente trabajo fue muy similar entre los animales que consumieron las dos

levaduras vivas.

6.3.2 Expresién génica de IL-6, TNF-a y MUC2 en el colon
También en el colon (Cuadro 6), los animales que consumieron la dieta con S.
cerevisae tuvieron una menor (P<0.01) expresion de MUC2 que los demas

lechones. La expresion del gen MUC2 incremento (P<0.05) entre el dia 7 y 14
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posdestete para todos los animales; sin embargo, se observa una tendencia

(P=0.066) a la interaccion entre dieta y edad.

Cuadro 6. Efecto de la dieta y del dia posdestete sobre la expresion de RNAm de

los genes MUC2, IL6 y TNFa en la mucosa del colon de lechones.

Dietas P EEM
C- C+ Sc Sb D E DxE

MUC2 0.204a 0.224a 0.033b 0.197a  0.013 0.002 - 0.066 0.024
IL6 0.638a 0.001b 0.002b 0.002b 0.025 0.053  0.0243 0.077
TNF-a 0.034 0.014 0.022 0.011 0.229 0529 0.4364 0.038

C+: dieta con antibidtico; C-: dieta sin antibidtico ni probidtico; Sbh: dieta con Saccharomyces cerevisiae; Sc: dieta con

Saccharomyces boulardii. E: efecto de la edad; DxE: efecto de la interaccion edad y dieta. EEM: error estandar de la media;

6.3.2.1 Expresion génica de MUC2 en el colon
El efecto de la interaccion entre dieta y edad posdestete sobre la expresion del

gen MUC2 se evidencia por las diferencias en las magnitudes de incremento entre
el dia 7 y 14 posdestete. Los lechones que consumieron la dieta con S. cerevisae
incrementaron muy poco la expresion del gen MUC2 al dia 14 posdestete (28%)
en comparacion con los demas (Figura 5); mientras que los animales del grupo
control negativo el incremento fue muy grande (990%). En los animales
alimentados con'S boulardi se increment6 en un 178% y en los de control positivo
(C+) el incremento fue de un 58%.

Como se puede ver en la Figura 5, la tendencia general observada es que los
animales incrementen su capacidad de sintetizar mucinas en la segunda semana
posdestete. Pero, en el caso de los lechones que se alimentaron con las levaduras
vivas, la respuesta diferenci6 entre ellas, siendo que los animales de S. cerevisiae
los que mostraron una menor capacidad para la expresion del gen MUC2 en la
primera semana posdestete e incrementaron muy ligeramente su expresion en la

segunda semana posdestete.
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Los presentes resultados indican que la ausencia de antibiotico o probidtico en
la dieta (control negativo) causé una mayor reaccion por parte de los lechones en
la segunda semana posdestete, expresando en mayor magnitud el gen MUC2.
También se observdé una similitud de respuesta entre los animales que
consumieron la dieta con antibiético y con S. boulardii, sobre todo en la segunda
semana posdestete.

Figura 5. Efecto de la interaccion entre la dieta y la edad de los lechones sobre la
expresion del gen MUC2 en el colén.
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la interaccion entre edad y dieta (P=0.066).

A igual que en el ileon, la mayor expresion de MUC2 en los animales que
consumieron la dieta con S. boulardii y la similitud a los animales que consumieron
antibiético para el caso del colon, podria explicarse por la capacidad que posee
este probiotico de aumentar la expresion de las mucinas ileocoldnicas tanto del
MUC2 como del MUC3, lo que contribuye al recubrimiento del intestino de una
capa de moco, mecanismo inespecifico, pero muy eficaz en la lucha
antibacteriana (Tormo, 2006). Este efecto de los probioticos radica en la influencia
gue tienen en las interacciones de las células de la mucosa y la estabilidad celular

mediante la mejora de las funciones de la barrera intestinal, todo esto por medio

55



de la modulacion de la fosforilacién de proteinas del citoesqueleto. Debido a que
las mucinas constituyen uno de los principales componentes estructurales de la
capa mucosa, cambios en su secrecidbn y cantidad podrian provocar un
desequilibrio que disminuiria la proteccion del epitelio intestinal. Una vez que la
mucina se sintetiza en las células caliciformes y se secreta a la superficie
intestinal, forma una capa adherente que sufre una continua degradacion y
renovacion (Chandran et al., 2013). Por lo que al encontrar una mejora enel grosor
de la capa mucosa proporcionaria una proteccién extra al intestino al dafo
atribuido a las infecciones y trastornos inflamatorios. Algunos estudios
preliminares que utilizaron varios modelos in vitro e in vivo en ratones, sugieren
gue la administracion de probioticos tienen el potencial de inducir la expresion del
gen MUC2 en el epitelio del colon y, por lo tanto, puede ofrecer una estrategia
prospectiva para prevenir enfermedades inflamatorias (Hoebler et al., 2006,
Caballero-Franco et al., 2007). Adicionalmente, en el presente trabajo, el
incremento de la expresion génica de MUC?2 en los animales de la dieta del control
negativo pudo deberse a una alteracion de la microbiota intestinal, la cual puede
influir en la sintesis y secrecion de mucina como un lugar de adherencia de
bacterias para una mayor regulacion de la expresion de MUC2. Otra posible
explicacion del incremento de la expresion de MUC2 entre el dia 7 y 14
posdestete, podria ser al papel protector de las mucinas en la formacion de una
barrera en el intestino, lo cual pudo haber sido estimulado por la mucosa gracias
a la fibra dietética ingerida (Hermes et al., 2009). Todo esto refleja la importancia
de la expresion del gen MUC2 y por ende la produccion de mucina en la etapa
inicial de crecimiento de los lechones para asi poder reducir la presencia de

enfermedades entéricas.

6.3.2.2 Expresion génicade IL6 y TNF-a en el colon
Para la IL6, se observé el efecto (P<0.05) de la interaccion entre la dieta y la
edad de los lechones (Figura 6). EI comportamiento de la expresion génica entre

los animales que consumieron las diferentes dietas en las dos semanas
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posdestete fue muy variable. Para los animales de C+ el incremento entre los dias
fue muy pequefio (2.6%), mientras que para los de Sb y C- se observaron
incrementos importantes (933% y 273,000%) y los de Sc disminuyeron su

expresion en un 67%.

Figura 6. Efecto de la interaccion entre la dieta y la edad de los lechones sobre la
expresion del gen IL-6 en el colon.
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la interaccion entre edad y dieta (P<0.05). NS: diferencia no significativa.

Los bajos valores del transcrito casi cercanos a 0 de IL-6 y TNF-a. en el colon
en el dia 7 posdestete, podrian deberse a que el lechon es capaz de producir su
propia actividad inmunoldgica en cantidades adecuadas solamente al alcanzar al
menos los 28 o 30 dias de edad (Wijtten et al., 2011) comenzando apenas a
incrementarse entre la tercera y cuarta semana de edad (English y Bilkei, 2004),
lo cual se ve reflejado en la segunda semana posdestete (dia 14 posdestete)
donde se aprecian valores numéricamente mayores del transcrito para estos dos

indicadores (IL6 y TNF-a) en la mayoria de los animales estudiados.

A pesar del gran aumento proporcional (933%) de la expresion de IL6 entre el
dia 7 y 14 posdestete en los animales que consumieron la dieta S. boullardii, el

valor sigue estando en cantidades relativamente bajas comparadas con las de un
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animal en un proceso inflamatorio transitorio. Pié et al. (2004) encontraron que los
niveles de expresion génica de IL-6 al dia 8 posdestete en el colon proximal con
una dieta similar al control negativo fueron de 0.03, mientras que los niveles
observados en el presente trabajo al dia 7 posdestete fueron de 0.0031 y al dia
14 posdestete 0.0003, lo que podria sugerir que este aumento en la expresiéon
génica no es debido a un proceso inflamatorio, si no quizas a una adaptacion del

sistema inmunoldgico a la microbiota intestinal.

Pié et al. (2004) también mencionan que cuando ocurren cambios grandes en
factores dietéticos y ambientales habra considerables adaptaciones morfologicas
y funcionales en el intestino. Por lo que sustancias probibticas y prebitticas
pueden alterar la produccion local de citocinas. Todo esto desde el punto de vista
de que para producir una regulacién inmunofisioldgica en el intestino se necesita
de un establecimiento de la microbiota nativa (Isolauri et al., 2001), desde su papel
en la participacion de la induccion de tolerancia a los antigenos del alimento, hasta
su papel como estimulo antigénico para la maduracion del tejido linfoide asociado
al intestino (Shroff et al., 1995; Helgeland et al., 1996). La manera en la que los
probidticos influyen sobre la regulacion inmune son ampliamente mencionados, y
parten del equilibrio. ‘que proporcionan sobre la sintesis de citocinas

proiinflamatorias y antiinflamatorias (Isolauri et al., 2001).

En base a todo esto, una posible explicacion al aumento de IL-6 por los
animales .que consumieron la dieta Sb entre el dia 7 y 14 posdestete podria
deberse a lo expuesto por Miettinen et al. (1996) quienes observaron que ciertas
poblaciones de bacterias acido lacticas pueden inducir la liberacion de IL-6 y TNF-
a-en modelos in vitro, ya que muchos componentes de la pared celular bacteriana
gram positiva estan implicados en la induccion de citocinas. Lo cual seria en parte
corroborado por los datos de pH anteriormente presentados, que sugieren que las
condiciones de pH en el colon permitieron un ambiente favorable para bacterias
no patdgenas tales como los lactobacilos. Todo este periodo de establecimiento

de una microbiota por parte del lechon también concordaria con los resultados de
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la expresion génica de MUC2 de los animales alimentados con la dieta con S.
boulardii, donde se aumentd un 178% su expresion entre el dia 7 y 14 posdestete.

La reduccion de la expresidbn génica por parte de los animales que
consumieron la dieta Sc entre el dia 7 y 14 posdestete corresponden a lo
observado por Zanello et al. (2011) quienes mencionan una inhibicién en los
niveles de RNAm de la IL-6, gracias a sus factores antiinflamatorios, esto también
coincide con lo reportado por Li et al. (2007) quienes presentan. los efectos
amortiguadores que podria tener la pared de la levadura de Saccharomyces
cerevisae sobre la respuesta antiinflamatoria en lechones destetados, ya que
observaron, tanto in vivo como in vitro, una disminucién de las citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a en el plasma de lechones destetados a diferentes
edades.

La literatura menciona que la IL-1, IL-6 y el TNF-a se inducen rapidamente
durante un proceso de inflamacion o lesiéon (Murtaugh et al., 1996); sin embargo
diversos autores (Aderka et al., 1989; Schindler et al., 1990; Ulich et al., 1991)
mencionan que la liberacion de IL-6 puede inhibir la liberacion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-a. Respecto a esto Murtaugh et al. (1996)
observaron un aumento en la expresion de IL6 e IL-1, pero no de TNF-a en liquido
de pulmdn a 24 horas de infeccion. Ellos sugirieron que estos niveles elevados de
IL-6 pudieron deberse a una respuesta protectora de fase aguda. Estos resultados
podrian coincidir con los encontrados en el presente trabajo, donde si bien se
encontraron un aumento marcado de la expresion de IL6 entre el dia 7 y 14
posdestete en el colon, no hubieron diferencias significativas (P<0.05) en la
expresion de TNF-a; sin embargo, si menores valores numéricos entre estas dos
citocinas. La elevacién en los niveles de expresion de IL-6 entre las dos semanas
posdestete (273,000%) podria deberse a un establecimiento de bacterias gram
negativas en la microbiota, mediante la estimulacién por parte de las células
secretoras que son inducidas por los lipopolisacaridos (LPS) de este tipo de

bacteria sobre este gen (Tracey y Cerami, 1993). Esto también coincidiria con los
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niveles de expresion génica de MUC2 entre la proporcion del dia 7 y 14 posdestete
(933%) ya que la mayor expresion de este gen sugiere una mayor sintesis de
moco por parte de las células caliciformes que cubrira la superficie epitelial del
tracto gastrointestinal, fungiendo como una importante barrera fisica contra la

fijacion de antigenos luminales (Isolauri et al., 2001).
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VI

CONCLUSION

Los resultados indican que el uso de levaduras en dietas sin antibiéticos no
afecta negativamente el desarrollo de los 6rganos digestivos, permitiendo un
crecimiento mayor a lo largo de las dos semanas posdestete en estémago,
pancreas, higado e intestino delgado; y el mantenimiento de peso en el intestino

grueso.

Existe un efecto positivo de la edad posdestete sobre la acidificacion del pH
del contenido del estbmago, lo que probablemente favorecio a la digestion de las
proteinas.

El consumo de S. cerevisiae y S. boulardii promovio la acidificacion del pH de
colon y ciego, lo que muestra uno de los efectos favorables de estos probiodticos

sobre el tracto gastrointestinal.

La adicion de las levaduras en las dietas de lechones recién destetados no

afecto la expresion génica de TNF-a tanto en ileon como en colon.

La ausencia de antibiotico y probidtico en la dieta generd una gran variacion
en la expresion génica entre animales de la dieta control negativo en los tres genes

estudiados.

La adicion de Saccharomyces boulardii provocoé un aumento de la expresion
génica de MUC2 en colon, de modo similar a la dieta adicionada con antibidtico;
ademas de mostrar una tendencia a incrementar su expresion en el ileon,
mostrando uno de los efectos positivos que esta levadura tiene sobre la mucosa

ileocol6nica.

La adicién de Saccharomyces cerevisiae disminuyé la expresion de MUC2 en

el colon y muestra una tendencia similar en el ileon.

Los presentes resultados indican que la ausencia de antibiético o probidtico en

la dieta (control negativo) caus6 una mayor reaccion por parte de los lechones en
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la segunda semana posdestete, expresando en mayor magnitud el gen MUC2.
También se observdé una similitud de respuesta entre los animales que
consumieron la dieta con antibiético y con S. boulardii, sobre todo en la segunda
semana posdestete.

Los resultados del transcrito de IL-6 y TNF-a cercanos a ceros a los 21 dias
de edad, muestran la capacidad inmunoldgica aun limitada en los lechones,

incrementando en la segunda semana posdestete.

La ausencia de antibiético y probidtico provocd una mayor expresion génica de
IL-6 en los animales que consumieron esta dieta, lo que podria relacionarse con
una mayor actividad inmunolégica ante un cuadro de inflamacion por una flora

intestinal diferente a la de los animales que consumieron antibiético o probidtico.

Mientras que adicionar antibiético o probidtico provoca niveles bajos de
expresion de IL-6 en el colon, los cuales sugieren solo una regulacion
inmunofisiolégica gracias al establecimiento de la flora bacteriana, y no un cuadro
inflamatorio, demostrado en dieta adicionada con Saccharomyces boulardii que
provoco un aumento en la-expresion de IL-6 entre el dia 7 y 14 que a pesar de

tener una proporcion alta, mostro niveles de transcrito bajos.

Saccharomyces cerevisiae disminuyo la expresion de IL-6 en el colon entre el

dia 7 y 14 posdestete mostrando asi, sus efectos de inmunomodulacion en colon.

Los resultados sugieren que las levaduras ejercen sus efectos de manera
diferente a lo largo del tracto gastrointestinal, teniendo una mayor influencia en el
intestino grueso. Aludiendo sus efectos a una modificacion de la flora bacteriana,

guizas mediante la modificacién del ambiente intestinal.
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VIII. RECOMENDACIONES

Durante la recoleccion y extraccion de RNA:

e Al momento de la recolecciébn de muestras, tratar de tomar un mayor
ndamero de las mismas, ya que con dos viales de la muestra no es
suficiente, tomar por lo menos 4 para poder tener la oportunidad de repetir
la extraccion de ser necesario (ya sea por una baja concentracion de la
muestra y por problemas como contaminacién o degradacién).

e Hacer la extraccion de ARN de las muestras en el menor tiempo posible,
ya que el ARN se degrada muy rapido. El momento mas seguro para poder
congelar las muestras en un tiempo mas prolongado es hasta la sintesis
del cDNA.

e Al momento del uso del NANODROP antes del tratamiento del RNA con la
DNAsa I, tener sumo cuidado de una contaminacion de la muestra.

e El protocolo utilizado es para la sintesis de 20 microlitros de cDNA (anexo
1), sin embargo, se recomienda la sintesis de 60 microlitros para las
muestras que se utilizaran en la curva de la validacién de PRIMERS, para
las demas se recomienda la sintesis de 40 microlitros de cDNA (tanto para
el PCR punto final como para el PCR tiempo real).

e Cuando se preparan los PRIMERS para poner a la concentracion adecuada
10 mM (micromolar) poner PRIMERS madre en varios viales y por lo menos

en 2 refrigeradores, previniendo problemas con los REVCO y la luz.
Durante el PCR en tiempo real:

e Antes de comenzar cualquier procedimiento asegurarse de que las placas
utilizadas son las adecuadas para el equipo que se utilizara.
e Determinar al comienzo del experimento las condiciones del termociclado

y revisar que sean las adecuadas de acuerdo a los PRIMERS.
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e Es muy importante utilizar las mismas pipetas y puntas durante todo el
proceso, ya que una variacién en las mismas afecta la eficiencia de la
reaccion.

e Durante la validacién de los PRIMERS es importante verificar la cantidad
de muestra, evitando asi bajas cantidades, por lo que en lugar de solo
tomar una muestra, se recomienda armar un pool con varias o todas las

muestras para asi tener una validacién mas eficaz.
Durante el analisis de las muestras:

- Evaluar a conciencia el método a utilizarse de acuerdo a los valores de CT

arrojados por el equipo.
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