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RESUMEN

La mucosa intestinal es uno de los érganos mas activos en aves y mamiferos. A
través de una compleja interaccion microbiota-hospedador, se regulan los
mecanismos moleculares que mantienen la funcion del enterocito. Se ha
evidenciado que el consumo de nutracéuticos, probidticos y otros suplementos
alimenticios puede afectar la interaccién microbiota-hospedador, estimulando el
desarrollo del epitelio intestinal, el sistema inmune y la transcripcion de genes
relacionados a la absorcion de nutrientes. Basado en esta premisa, el presente
trabajo tuvo como obijetivo establecer un modelo animal enfocado al estudio de la
interaccion microbiota-mucosa intestinal. Para cumplir esta meta, se caracterizé la
biologia de la mucosa intestinal en el modelo animal Gallus gallus. A diferentes
etapas (1, 7, 15 y 35 dias) del desarrollo fisiolégico de las aves, se colectaron
muestras de mucosa intestinal y se sometieron a analisis de secuenciacion masiva
(lumina MiSeq) del gen 16S rRNA. Ademas, se llevaron a cabo andlisis
transcriptomicos (RT-qgPCR) de genes asociados al funcionamiento del enterocito.
Este analisis revelé que Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Peptospreptococcaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae,
Clostridiaceae y Erysipelotrichaceae son las principales (P < 0.05) familias que
habitan la mucosa intestinal en el modelo aviar. El andlisis transcriptomico reveld un
aumento gradual (P < 0.05), conforme avanza la edad del ave, en la transcripcion
de los genes GLUT2, SGLT1, EAAT3 y MUC2; mientras que PepT1l y FABP2 se
mantuvo estable durante todos los dias de muestreo. La mayor transcripcion (P <
0.05) de SGLT1, GLUT2 y PepT1 se observé en duodeno y yeyuno; mientras que
EAAT3 y MUC2 se transcribieron principalmente en ileon. Interesantemente, se
observaron correlaciones positivas entre la abundancia relativa de
Brevibacteriaceae (R? = 0.6665) y Carnobacteriaceae (R? = 0.6617) con los niveles
de transcripcion de GLUT2. También se observd una correlacion positiva entre la
abundancia relativa del orden Clostridiales y los niveles de transcripcion de MUC2
y EAAT3 (R? = 0.6659 y 0.6565, respectivamente). En conjunto, estos resultados
resaltan la importancia del modelo Gallus gallus para identificar poblaciones
bacterianas que podrian regular la fisiologia del enterocito.

Palabras clave: microbiota, mucosa intestinal, gen 16S rRNA, analisis
transcriptomicos, modelo Gallus gallus



ABSTRACT

The intestinal mucosa is one of the most active tissues in avian and mammalian
species. Through host-microbiota interactions, the enterocyte function is
regulated. Supplementation of functional foods, probiotics and another feed
additives could affect the balance between host and microbiota, affecting the
intestinal epithelium development, immune system, and transcription of genes
associated to nutrient absorption. Based on this premise, the objective of the
present study was to establish an animal model to study microbiota-intestinal
mucosa interactions. To accomplish this, studies were conducted to evaluate the
biology of the intestinal mucosa in a Gallus gallus animal model. At different animal
development stages (days 1, 7, 15 and 35 of age), intestinal mucosa samples were
collected and subjected to 16S rRNA highthrougput sequencing (lllumina MiSeq).
Also, transcription analysis of genes associated to nutrient absorption were
measured by RT-gPCR. Herein, it was observed that Lactobacillaceae,
Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Peptospreptococcaceae, Enterococcaceae, Streptococcaceae, Clostridiaceae
and Erysipelotrichaceae were the most predominant (P > 0.05) families associated
to the intestinal mucosa. Transcription of GLUT2, SGLT1, EAAT3 and MUC2
increased (P > 0.05) gradually as the bird aged. In contrast, transcription of PepT1
and FABP2 remained stable during all avian ages. Higher levels (P > 0.05) of
SGLT1, GLUT2 and PepT1 transcription were observed in the duodenum and
jejunum; whereas higher transcription levels of EAAT3 and MUC2 were observed
in the ileum. Interestingly, positive correlations were observed between the relative
abundance of Brevibacteriaceae (R? = 0.6665) and Carnobacteriaceae (R? =
0.6617) with GLUT2 transcript levels. Also, a positive correlation was observed
between relative abundance of the order Clostridiales and MUC2 and EAAT3 (R?
= 0.6659 and 0.6565, respectively) transcription levels. Together, these results
highlight the importance of the Gallus gallus animal model, as a system to identify
bacterial populations with potential to regulate enterocyte physiology.

Keywords: mucosa associated microbiota, host-microbiota interaction, Gallus
gallus.



INTRODUCCION

La microbiota intestinal genera mdultiples beneficios al hospedador, como la
produccion de vitaminas, proteccion contra la infeccion por patdgenos y la
renovacion del epitelio intestinal (Yadav et al., 2018). Diversos factores como los
nutrientes de la dieta, condiciones ambientales y estrés, pueden afectar la la
diversidad y funcién de la microbiota intestinal (Kovatcheva-Datchary y Arora, 2013).
El aumento en la diversidad de bacterias mucoliticas se ha asociado con el
desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas intestinales (Bergstrom et al.,
2017; Tropini et al., 2017), asi como con la alteracion de las funciones de barrera,
absorcién, metabolismo y activacion de la respuesta inmune (Okumura y Takeda,
2017).

En la dltima década, ha incrementado nuestro conocimiento acerca de la diversidad
y funcién de la microbiota intestinal de aves y mamiferos (Oakley et al., 2014). Sin
embargo, aun prevalecen muchos mecanismos fisiologicos que necesitan ser
estudiados; por ejemplo, es fundamental conocer las bases que rigen la interaccion
microbiota - hospedador en la mucosa intestinal, un nicho ecoldgico donde
convergen poblaciones bacterianas especificas que han establecido una simbiosis
con el hospedador (Martens et al., 2018). La microbiota asociada a la mucosa
intestinal ofrece proteccion y algunos nutrientes al enterocito; mientras que el
epitelio intestinal secreta nutrientes esenciales para mantener estas poblaciones

bacterianas (Schroeder, 2019).

Conocer los mecanismos moleculares que rigen la interaccion microbiota -
hospedador es esencial en la ciencia de los alimentos. Primero, este conocimiento
nos permitira identificar las comunidades bacterianas autoctonas asociadas a la
mucosa intestinal y dilucidar los patrones de colonizacion durante el desarrollo de
los animales asi como las diferentes regiones del intestino; segundo, un mejor
entendimiento de la transcripcidon genética en la mucosa permitira determinar
nuevos marcadores moleculares para la evaluacion de la salud intestinal; tercero,
permitira identificar el efecto de los nutrientes sobre la colonizacidén bacteriana de la
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mucosa intestinal; y cuarto, conocer los efectos generados por la dieta y aditivos

nutricionales sobre la salud intestinal de los individuos.

Para lograr estos avances, es esencial contar con un modelo animal que permita
evaluar de forma sistematica la interaccion bacteria - hospedador a nivel de la
mucosa intestinal. En este sentido, en el presente trabajo propone el modelo aviar
Gallus gallus como sistema bioldgico. Las aves son consideradas un organismo
ideal para el estudio de fundamentos fisioloégicos e inmunolégicos en mamiferos
(Stern, 2005); por ejemplo, el modelo aviar ha sido trascendente para la
investigaciéon de la etiologia y progresién del cancer de ovarios en humanos,
estudios de toxicologia debido a su sensibilidad y rapida respuesta ante agentes
ambientales (Bahr, 2008), estudios de la fisiologia digestiva debido a que su sistema
gastrointestinal se encuentra totalmente maduro para el fin de la embriogénesis, lo
que lo hace capaz de alimentarse de manera independiente inmediatamente
después de su eclosion (Zhang et al.,, 2019); asimismo, comparte mecanismos
inmunologicos con los mamiferos, involucrados en la liberacion de citosinas (Kaiser,
2012). Ademas, fue la primera especie de produccidon animal que contd con la
secuenciacion completa de su genoma,; este trabajo reveld un alto grado de similitud
con el genoma humano principalmente en los genes involucrados en la funcion y
estructura béasica celular (International Chicken Genome Sequencing Consortium,
2004).

Por lo anterior, el modelo aviar podria representar un sistema biolégico adecuado
para elucidar el efecto de la dieta, aditivos nutricionales, pesticidas y antibioticos
sobre la biologia de la mucosa intestinal. La informacion genereda con la presente
propuesta es fundamental en trabajos de biomedicina enfocados a la salud humana

y animal.



JUSTIFICACION

En los ultimos afios, ha aumentado nuestro interés por considerar la biologia de la
microbiota intestinal durante el desarrollo de alimentos funcionales y suplementos
alimenticios. Se sabe que el correcto funcionamiento del intestino es primordial para
mantener un buen estado de salud en los mamiferos y aves. Sin embargo, la
mayoria de los estudios del microbioma estan basados en el analisis de muestras
fecales, aun cuando se han reportado diferencias significativas en los patrones de
colonizacion de la mucosa intestinal. Ademas, el consumo de nutrientes,
suplementos y aditivos puede alterar el balance microbiota - hospedador y afectar
la regulacion del metabolismo, la mejora de la digestidon o el desencadenamiento de
enfermedades inflamatorias intestinales.

Por esta razon, la meta del presente proyecto fue establecer un modelo animal que
nos permita identificar el impacto de los alimentos y aditivos nutricionales sobre la
salud intestinal de los consumidores. Para este fin, se establecieron las bases para
el andlisis de las poblaciones bacterianas autdctonas asociadas a la mucosa
intestinal, asi como la expresién de genes involucrados en la funcién y salud del
enterocito. El conocimiento de la biologia de la mucosa intestinal podria ayudar al
desarrollo de nuevos alimentos funcionales y aditivos nutricionales para mejorar la

salud humana y animal.



2. ANTECEDENTES

2.1 SISTEMA DIGESTIVO EN VERTEBRADOS

2.1.1 Anatomia y fisiologia
El sistema gastrointestinal de cualquier organismo vertebrado tiene el objetivo de

digerir los alimentos con la finalidad de absorber nutrientes y eliminar los
componentes no digeridos (Walthall et al., 2005). A pesar de las diferencias
estructurales, este sistema en vertebrados se describe acorde al fraccionamiento
de porcion craneal, que incluye la cavidad oral, garganta y faringe para capturar,
lubricar y/o triturar el alimento; la region anterior intestinal la cual consiste en el
es6fago y estomago para transportar y digerir el alimento; el intestino medio
(delgado) para la absorcién de nutrientes y regién intestinal posterior (intestino
grueso Yy recto) para la formacién y almacenamiento de heces, la absorcién de
electrélitos y agua, y la fermentacion microbiana;el recto o cloaca es el esfinter de

salida de heces (Stevens y Hume, 2004).

A pesar de las diferencias, se reconoce que el sistema digestivo lleva a cabo seis
funciones basicas (Moini, 2020):

1. Ingestion: es el acto de llevar los alimentos y liquidos a la boca para la
masticacion.

2. Secrecion: de agua, acidos, amortiguadores y enzimas.

3. Mezclado y propulsion: la peristalisis constante del tubo digestivo consiste en
intervalos continuos de contraccion y relajacion que dirigen los alimentos y
secreciones hacia en ano.

4. Digestion: combina procesos mecanicos y quimicos para transformar los
alimentos en moléculas pequefias y residuos.

5. Absorcién: las moléculas pequefias provenientes de la digestion son capaces
de entrar a las células epiteliales del tubo digestivo con el propdsito de pasar

al torrente sanguineo y llegar a las diferentes células del cuerpo.



6. Defecacion: las sustancias no digeribles, bacterias, agua no absorbida y
algunas células del tubo digestivo son desechadas a través del ano.

2.1.2 Histologia general
Una caracteristica en comun entre la mayoria de los organismos vertebrados es que

el tubo digestivo (porcion del es6fago al ano) esta recubierto por cuatro
revestimientos epiteliales (Figura 1); comenzando desde el interior hacia el exterior,
primero se encuentra la mucosa, la cual se divide en tres capas (Moini, 2020):

1) Membrana de moco que protege el epitelio que se encuentra en contacto

directo con el contenido del tubo digestivo.

2) Lamina propria que consiste en un tejido conectivo irregular y suelto.

3) Musculo liso denominado “muscularis mucosa”.



La mucosa es mas gruesa en la boca, eséfago y ano, debe resistir la abrasion;
mientras que es delgada en el intestino para facilitar la absorcién y la secrecion;
después se encuentra la submucosa, responsable de regular los movimientos de la
mucosa Yy la constriccion de los vasos sanguineos; su importancia radica en que
contiene nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos (glandulas) que conforman lo
gue se conoce como “plexo submucoso” o plexo de Meissner, y que consiste en 100
millones de neuronas sensoriales y motoras que son parte del sistema nervioso

entérico (Netter y Reynolds, 2016).

La siguiente capa es la muscularis externa, un masculo esquelético que en la boca,
faringe y eséfago ayuda a llevar a cabo la deglucién voluntaria, y en el esfinter del
ano ayuda al control de la defecacién; el estbmago e intestino delgado y grueso,
tienen musculatura de tipo lisa, cuyas contracciones ayudan al desdoblamiento de
los alimentos, mezcla de secreciones y propulsion digestiva (peristalsis) (Tortora y
Derrickson, 2017).
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Figura 1. Capas del sistema gastrointestinal. Desde el interior hacia la superficie
se encuentra la mucosa, submucosa, muscularis y serosa. Tomado de: Goran tek-
en.

Por ultimo, se encuentra la tlnica serosa, la cual es la capa superficial suave del
tubo digestivo, y se conoce como “peritoneo” o “adventicia”, dependiendo del 6rgano
gue rodea (Moini, 2020). El mesenterio y el mesocolon son repliegues del peritoneo,
cuya funcion es mantener en sus sitio a los intestinos, permitiendo la contraccion de
estos (Walthall et al., 2005).



2.1.3 Anatomia del intestino delgado
La longitud y didmetro del intestino delgado difiere entre especies; sin embargo, la

composicion celular es similar entre mamiferos y aves (Walthall et al., 2005). El
intestino delgado comienza en el esfinter pilorico gastrico y en el humano mide 2.5
cm de diametro y 6 m de longitud; consiste en 3 partes: el duodeno, de 25 cm de

largo, yeyuno, de 2.5 m e ileon de 3.5 m (Moini, 2020).

La pared intestinal de mamiferos esta compuesta por las mismas capas del resto
del tubo digestivo, como se describié anteriormente; no obstante, existen algunas
diferencias en la tinica mucosa y submucosa con la finalidad de mejorar la digestion
y absorcién: la superficie del duodeno tiene pliegues circulares, vellosidades y
microvellosidades que incrementan el area por 600 dobleces (Figura 2); los pliegues
circulares (rebordes permanentes de la mucosa intestinal) mejoran la absorcion al
incrementar el area de superficie, ademas de hacer que la quimo, degradacion del
alimento después de la digestion en el estbmago para pasar al intestino, transite en
espiral y no en linea recta, lo que disminuye el movimiento y permite un mayor
tiempo de exposicion a la superficie intestinal (DeSesso y Williams, 2008). Las
vellosidades de la mucosa, con una longitud de 0.5 a 1.5 mm, le confieren un
aspecto aterciopelado, hay aproximadamente de 20 a 40 vellosidades por mm? y
cada una de estas contiene una lamina propia, donde encontramos una red de
capilares sanguineos y el vaso quilifero, que es un capilar linfatico; las células que
conforman las vellosidades presentan extensiones apicales citoplasmaticas
conocidas como “microvellosidades”, lo que confiere una apariencia de “borde de
cepillo”, donde existen algunas enzimas para la digestién (Moini, 2020; Tortora y
Derrickson, 2017).
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Figura 2. Estructura macroscopica del intestino delgado humano. Adaptado de:
Rumsey, 2005. Publicado con permiso de Elsevier.
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2.2 MUCOSA INTESTINAL

2.2.1 Estructura y funcién
La mucosa intestinal es el recubrimiento compuesto por el epitelio, la lamina propia

y la muscularis mucosae (Ferrufino et al., 2013). Este revestimiento representa el
primer tejido que esta en contacto con el lumen y desempefa una funcion de
proteccién conocida como barrera intestinal, que actla gracias a mecanismos
fisicos y quimicos (Slawinska et al., 2019). Los mecanismos fisicos incluyen tres
secciones: i) la capa de moco que cubre la mucosa intestinal, ii) el glucocalix en las
microvellosidades de las células vy iii) la monocapa de enterocitos; los mecanismos
quimicos son: la secrecion de péptidos antimicrobianos, defensinas y lisozima,
secretadas por las células de Paneth, y por el moco secretado por las células

caliciformes (Okumura y Takeda, 2018).

La mucosa es semipermeable, permitiendo el paso selectivo de sustancias y
nutrientes para su absorcidn por los enterocitos (Schoultz y Keita, 2020). Cuando
se compromete alguno de los elementos de la funcion barrera, se favorece el paso
de sustancias luminales al medio interno y provoca una respuesta inmune

exagerada y por ende, inflamacion (Farré et al., 2020).

2.2.1.1 Epitelio intestinal
Las células epiteliales del tracto digestivo tienen tres funciones principales: digestion

y absorcion de nutrientes, proteccion contra patdégenos y renovacion celular para

eliminar las células dafiadas (Kraehenbuhl et al., 1997).

El epitelio esta constituido por una capa de células epiteliales, cada una con
funciones especiales; su recambio continuo es un mecanismo de defensa que
previene dafo de la pared intestinal por patégenos y la colonizacion del intestino
(Takiishi et al., 2017).
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En el intestino delgado, el epitelio sobresale hacia el lumen en forma de vellosidades
y permiten la presencia de invaginaciones conocidas como criptas de Lieberkihn,
donde residen las células madre que permiten la proliferacion y diferenciacion
celular (Crosnier et al., 2006). Se ha estimado que la vellosidad es renovada por
completo cada 4 — 5 dias (Allaire et al., 2018).

El epitelio de la mucosa se caracteriza por tener forma cilindrica e incluye 4 tipos de
células (Tabla 1): de absorcién, caliciformes, enteroendrocrinas y de Paneth; las
células de absorcion tienen microvellosidades que permiten una mayor captacion
de nutrientes y producen enzimas digestivas; las células caliciformes producen la
capa de moco que recubre el epitelio intestinal; las células de Paneth, situadas en
la parte mas profunda de las criptas, producen enzimas con actividad bactericida
(lisozimas); las células enteroendocrinas secretan hormonas, por ejemplo secretina
(S), colecistocinina (CCC), motilina (M) y péptido insulinotrépico dependiente de la
glucosa (K) (Moini, 2020; Tortora y Derrickson, 2017; Walthall et al., 2005).
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Tabla 1. Tipo de células epiteliales del intestino, su funcién y localizacion

Tipo de célula Localizacién en Funcion
la mucosa

De absorcién Epitelio y | Digestidn y absorcion de nutrientes en el quimo.
glandulas
intestinales

Caliciformes Epitelio y | Secrecion de moco.
glandulas
intestinales

Paneth Glandulas Secrecion de lisozima; fagocitosis.
intestinales
Enteroendocrinas: | Glandulas G: Secrecién de la hormona gastrina.

Células G
Células |
Células K
Células M

Células S

intestinales del

G: duodeno

I: duodeno

K: general

M: duodeno vy
yeyuno

S: general

I: Secreciéon de la hormona colecistocinina, la

cual estimula la liberacibn de jugos
pancreaticos y biliares.
K: Secrecibn de la hormona péptido

insulinotrépico dependiente de glucosa, que
estimula la liberacion de insulina.

M: Secrecion de la hormona moatilina, la cual
acelera el vaciado gastrico, estimula Ila
peristalsis intestinal y la produccién de pepsina.

S: Secreciéon de la hormona secretina.

Adaptado de: Yamada, 2003. Modificado por Volk, 2017.

El enterocito, una célula intestinal columnar y polarizada, es la mas abundante del

epitelio, es parte de la funcion barrera gracias a los complejos de uniones estrechas,

de adhesidén y desmosoma; el enterocito es el responsable de la absorcion de

nutrientes y otras sustancias; y presenta una concentracion elevada de enzimas

digestivas para regular el rompimiento y captacion de nutrientes (Ali et al., 2020).
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2.2.1.2 Lamina propia y muscular de la mucosa
Debajo del epitelio se encuentra la lamina propia, la cual se compone de tejido

conectivo no celular, como colageno, elastina y miofibroblastos que dan soporte a
la vellosidad; esta contiene el Tejido Linfoide Asociado al Intestino (GALT) integrado
por células del sistema inmune innato y adaptativo, como neutréfilos, células
dendriticas y células T reguladoras (Shiy Walker, 2015). El GALT desencadena una
respuesta inmune cuando identifica la entrada y diseminacion de patdgenos a través
de la mucosa intestinal (Ahluwalia et al., 2017). Ademds, se encuentran
terminaciones nerviosas en estrecho contacto con los mastocitos, células que
liberan mediadores inflamatorios y pueden afectar la funcidén del sistema nervioso
entérico y la contractibilidad del musculo liso (Boudry et al., 2004; Takiishi et al.,
2017). Los macréfagos en la ldmina propia se encuentran cerca de los enterocitos
para fagocitar antigenos luminales que podrian dafiar la barrera intestinal (Schoultz
y Keita, 2020). Por otro lado, la muscularis mucosae separa la lamina propia de la
submucosa y se compone de varias capas de musulo liso que da sostén y permite

el estimulo de las glandulas de la cripta (Lee y Mezoff, 2021).

2.2.2 Mecanismos de transporte a través del epitelio intestinal
La absorcidon a través del epitelio depende del tamafio, la hidrofobicidad y otras

propiedades quimicas de los nutrientes, estos pueden ser transportados mediante
dos mecanismos principales: la via paracelular (entre células y a través de las
uniones estrechas) y la via transcelular (a través del enterocito) (Lennernés, 2007).
El transporte paracelular permite el paso de sustancias con un tamafio entre 400 Da
y 10-20 kDa, los iones y moléculas de agua pueden transportarse a través de esta
via, restringiendo el paso de proteinas y macromoléculas antigénicas (Kapus y
Széaszi, 2006). El sistema paracelular esta regulado por las proteinas de uniones
estrechas, cuando esta barrera se compromete puede permitir el paso de antigenos

que desencadenan procesos inflamatorias (Farré et al., 2020).
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El transporte transcelular permite la absorcion de aminoacidos, vitaminas, hidratos
de carbono, entre otros, mediante transporte activo (transportadores de membrana)
o pasivo (por difusién) desde el lumen intestinal al torrente sanguineo (Schoultz y
Keita, 2020). Las moléculas mas grandes, como proteinas y bacterias, son captadas
por las células mediante endocitosis (vesiculas) y son transportadas activamente
por transcitosis vectorial a través del citoplasma para llevar a cabo una respuesta
inmunoldgica (Salvo-Romero et al., 2015). También existe la bomba sodio — potasio
(Na+, K+ -ATPasa) capaz de crear un gradiente eléctrico que controla el paso a
través del enterocito mediante la regulacion de la secrecion y absorcion del Na+
ligado a otros nutrientes en las membranas basolaterales (Kato y Owen, 2005).

2.2.2.1 Absorcidn transcelular mediante proteinas acarreadoras de solutos

Los acarreadores de solutos son proteinas transportadoras esenciales para la
captacion de nutrientes y xenobioticos, existen cerca de 400 genes que codifican
para estas proteinas (Cedernaes et al., 2011). Estas proteinas pueden acarrear
aminoacidos, oligopéptidos, glucosa, hidratos de carbono, sales biliares, metales ,
vitaminas, lipidos, acidos grasos, hormonas, cationes y aniones, entre otros
(Steffansen et al., 2004).

En la nomenclatura para nombrar estas proteinas transportadoras se incluye el
prefijo SLC, siglas de su nhombre en inglés Solute Carrier, seguido por un nimero y
una letra que corresponden a la subfamilia, y un namero al final que especifica el
transportador (Ej. SLC5 es la subfamilia responsable del transporte sodio glucosa y
SLC5AL transcribe para el cotransportador sodio glucosa 1) (Hediger et al., 2013).
Los SLC se han estudiado extensamente en tejidos como el higado y rifidn; sin
embargo, los estudios de la expresion de estos genes en el intestino son escasos
(Estudante et al., 2016). Para la absorcion de nutrientes en el intestino delgado es
necesario una hidrolisis previa de los macronutrientes mediante enzimas o, en caso

de lipidos, mediante sales biliares; después de esta hidrdlisis, el transporte de los
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micronutrientes hidrofilicos y con carga hacia el interior del enterocito, depende
exclusivamente de SLC especificos (Engevik y Goldenring, 2018; Lin et al., 2015).

Los acarreadores de glucosa regulan el transito de monosacaridos a través de la
membrana celular del enterocito mediante los co-transportadores dependientes de
sodio (Na+)/glucosa (SGLT) e independientes de sodio (GLUT) para proporcionar
energia a las células (Steffansen et al., 2004). El SGLT1 y el transportador de
glucosa 2 (GLUT2) son los principales transportadores intestinales de glucosa,
galactosa y fructosa al interior del enterocito y hacia el torrente sanguineo (Poulsen
et al., 2015). SGLT1 es una proteina apical (hacia el lumen) y GLUT2 es una

proteina basolateral (parte inferior lateral del enterocito) (Figura 3) (Ferraris, 2001).

La proteina SGLT1, con afinidad por glucosa y galactosa, usa un mecanismo de
transporte activo donde son necesarios dos iones de sodio para el paso de una
molécula de glucosa; una vez dentro, el sodio regresa al espacio extracelular
mediante la bomba sodio-potasio, utilizando 1 molécula de ATP (Navale y
Paranjape, 2016). En el epitelio, las hexosas acumuladas (glucosa, galactosa y
fructosa) son expulsadas por la mebrana basolateral mediante GLUT2 de manera
pasiva (Figura 3) (Wright et al., 2012).

En el intestino del modelo aviar, la expresiéon de SGLT1 y GLUT2 aumenta de
manera lineal con la edad (Gilbert et al., 2007). El yeyuno es la region intestinal con
mayor actividad transportadora de monosacaridos; sin embargo, la expresion de

GLUT2 también ocurre en el duodeno (Pinca et al., 2019).

17



Membrana basolateral

SGLT1 =7 \

O

Glucosa

& 2N
’ ¢ GClucosa

GLUT2
Na+

- -

. . @ °
GLUT2 Na* * *
K+ K+

Unién

estrecha~X
7

Espacio intracelular lateral

Bomba Na*/K*

Figura 3. Modelo de absorcién de glucosa a través del enterocito. Adaptado de
Wright et al., 2011
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En el caso de las proteinas, después de la digestion por proteasas y peptidasas, los
aminoacidos y pequefios péptidos estan disponibles para su absorcion mediante un
transporte activo en el borde de cepillo intestinal (Tabla 2) (Kong et al., 2018). Los
transportadores de aminoacidos desempefian funciones importantes en la
captacion de nutrientes, balance celular redox, sefializacion celular, reciclaje de
neurotransmisores y la sintesis de proteinas para el crecimiento y supervivencia de
las células; se han identificado al menos 9 transportadores de aminoacidos en el
intestino delgado (Tabla 2) (Schweikhard y Ziegler, 2012).

Tabla 2. Sistemas transportadores de aminoacidos en el borde de cepillo del
intestino delgado.

Sistema de Nombre Gen Sustrato Dependencia
transporte comun de Na+

B? B°AT1 SLC6A19 | L-amino&cidos neutrales Si

BO-+ ATBO* SLC6A14 | L-amino&cidos neutrales, Si

L-amino&cidos cationicos
y algunos D-aminoacidos
neutrales
o+ b®*AT-rBAT | SLC7A9- | L-aminoé&cidos neutrales, No
SLC3Al1 | L-aminoécidos cationicos

y cisteina
IMINO SIT1 SLC6A20 Iminoéacidos Si
B TAUT SLC6A6 Taurina, B-alanina Si
Xac EAAT3 SLC1A1 Aminoécidos aniénicos Si
ASC ASCT,/ATB? | SLC1A5 L-amino&cidos neutrales Si
N SN2/SNATs | SLC38A5 | Glutamina, Asparagina e Si
Histidina
PAT PAT1 SLC36A1 Aminoécidos neutrales No
pequefios

(Johnson et al., 2012)
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Especificamente, los pequefios péptidos (2-3 aminoacidos) son transportados por
la proteina “transportador de péptidos 1” (PepT1) presente en la membrana apical
de duodeno, yeyuno e ileon en mamiferos (Chen et al., 2018). PepT1 utiliza un
mecanismo electroquimico dependiente del paso de hidrogeno, es decir, es
necesario el paso de un proton para el transporte de di- y tri- péptidos, el cual
regresard al espacio luminal mediante la bomba de protones (Na+/H+; NHE3); una
vez dentro del citoplasma, los péptidos se hidrolizan y pasan al torrente sanguineo
mediante transportadores especificos para cada aminoacido, localizados en la

membrana basolateral (Figura 4) (Spanier y Rohm, 2018).

Di, tripéptidos Lumen intestinal

Microvellosidad

fMLP
MDP
Tri-DAP
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de NF-kB Hidrolisis

@ @ Aminoacidos

Transportador @

. de l
‘ Enterocito _aminoécidos

Figura 4. Modelo de la interaccion entre PepT1 con diferentes péptidos en las
células epiteliales del intestino. Adaptado de: Viennois et al., 2018.

La absorcion de di- y tri- péptidos es mayor en duodeno y yeyuno, mientras que la
absorcion de aminoéacidos es mayor en ileon (Johnson y Gerwin, 2007). Las
proteinas y aminoacidos son necesarios para el crecimiento y desarrollo de
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vertebrados, pero también para la maduracion del enterocito; por ejemplo, la
Arginina (Arg) estimula la proliferacion celular mediante la activacion de la via mTOR
(mammalian Target of Rapamycin), mientras que la leucina (Leu) aumenta la
taza/velocidad de migracion celular mediante la activacion de p70 S6 cinasa y la
fosforilacién de 4E-BP1 (Chen et al., 2018; Kong et al., 2018).

El transportador de aminoacidos excitatorios 3 (EAAT3) regula la absorcion de
aspartato y glutamato, que funcionan como fuente de energia oxidativa para el
enterocito (Kaminski y Wong, 2018; Yang y Liao, 2019). Ademas, L-glutamato actua
como precursor de otros aminoacidos, como L-aspartato, L-alanina, L-prolina, L-
ornitina y L-citrulina (Blachier et al., 2009). EAAT3 necesita de tres iones sodio, un
protén y un ion potasio como contra transportador para movilizar el glutamato en

contra del gradiente electroquimico (Bjgrn-Yoshimoto y Underhill, 2016).

En el modelo aviar, la absorcion de péptidos sucede a lo largo de todo el intestino;
sin embargo, el duodeno es la regidn que presenta una mayor expresion de PepT1,
seguido de yeyuno e ileon (Corzo et al., 2011). Asimismo, el enterocito de las aves
presenta la mayoria de los sistemas de transporte de aminoacidos; estos
transportadores también se localizan en los ciegos, donde el amonio obtenido de la
urea es utilizado por la microbiota para la produccion de aminoacidos (Miska et al.,
2015).

Para la absorcion de acidos grasos, los triglicéridos y los lipidos obtenidos de la
dieta, son hidrolizados por lipasas durante la digestién, liberando monoacilglicerol y
dos acidos grasos libres; estos acidos grasos son captados por el enterocito en
forma de miscelas y transportados hacia el citoplasma por difusion pasiva, son
resintetizados a triglicéridos en el reticulo endoplasmico para formar quilomicrones
(molécula capaz de atravesar la membrana basolateral) y llegar hacia la circulacién
portal (Figura 5); cuando se consume una alta cantidad de lipidos, estos se

almacenan en el enterocito como gotas de lipidos citoplasmaticas, o son utilizados
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para la sintesis de lipidos complejos, oxidacién o sefializacién celular (Carreiro y
Buhman, 2019). La absorcién de acidos grasos sucede principalmente en yeyuno;
sin embargo, una porcién pequefia puede suceder a lo largo del duodeno e ileon
(Niot et al., 2009)
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Figura 5. Funcion de LFABP e IFABP en los enterocitos intestinales. Adaptado de:
Gajda y Storch, 2015

La proteina de unién a acidos grasos (FABP, por sus siglas en inglés) desempefia
funciones como: i) la captacién intracelular de acidos grasos de cadena larga
(saturados e insaturados), asi como de eicosanoides, grupo hemo y fosfolipidos; ii)
asimilacion y almacenamiento de lipidos dietarios, iii) regulacion de la B oxidacion
de acidos grasos, iv) regulacion de citocinas proinflamatorias, v) regulacion de
lipdlisis, proliferacion y diferenciacion celular (Su y Abumrad, 2009). FABP1 se
localiza en intestino delgado, higado, rifion y corazén, mientras que FABP2 es
exclusivo del intestino delgado, tanto en la membrana apical como en la basolateral

del enterocito; sin embargo, después de consumir alimento, FABP2 se encuentra
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en el citosol del enterocito, mientras que en un periodo de ayuno puede expresarse
en la superficie apical de esta célula (Gajda y Storch, 2015).

FABP1 y FABP2 han sido identificados en el intestino del pollo y se ha propuesto a
FABP2 como un indicador de dafio en el epitelio intestinal en aves (Chen et al.,
2015). En humanos, FABP2 tiende a disminuir su expresion en pacientes con
isquemia/reperfusion causada por dafio a la barrera intestinal (Chen et al., 2015).

2.2.3 Secrecidon de mucinas en la mucosa intestinal

Las mucinas se definen como aglomerados complejos de glucoproteinas, con mas
de 50% de enlaces O-glicanos en su composicion; cada molécula de mucina tiene
un peso molecular de 2.7 MDa debido a sus abundantes cadenas de oligosacéridos,
lo que explica su propiedad de formacién de geles (Faderl et al., 2015). Las
glucoproteinas de las mucinas comparten una estructura comudn y son ricas en
prolina (Pro), treonina (Thr) y serina (Ser) (dominio PTS); asimismo, los principales
polisacaridos que se encuentran en las mucinas son galactosa, N-acetil-
galactosamina y N-acetil-glucosamina (Johansson y Hansson, 2016). En aves y
mamiferos, se han identificado principalmente dos tipos de mucinas clasificadas de

acuerdo con su funcion:

e Mucinas transmembranosas: se encuentran en la superficie apical de la
célula y no son capaces de formar gel, su importancia radica en anclar la red
de mucosa hecha por las mucinas formadoras de gel; entre estas destacan
las mucinas MUC3, MUC4, MUC12, MUC13 y MUC17 encontradas en todo
el intestino (Tabla 3) (Sicard et al., 2017).

e Mucinas formadoras de gel: son secretadas por las células caliciformes y
forman una capa de moco, se caracterizan por la presencia de cisteina en su
C y N—terminal, la cual regula la oligomerizacion; de estas, MUC2 es la

principal mucina en el intestino, mientras que MUCG6 se expresa en glandulas
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del estbmago y duodeno. Existen otro tipos de mucinas que su expresion es

especie dependiente (Tabla 3) (Yamashita y Melo, 2018).

Tabla 3. Expresion de mucinas asociadas a la mucosa en el intestino

Proteina Expresién en | Célula que la expresa | Localizacion de Referencias
mamifero/ expresion
modelo aviar
MUC2 Mamiferos y Células caliciformes y En todo el (Audie et al.,
aves de Paneth intestino 1993; Weiss et al.,
1996)
MUC4 Mamiferos y Células caliciformes y Colon (Audie et al.,
aves Enterocito 1993)
MUC13 Mamiferos y Enterocito En todo el (Williams et al.,
aves intestino 2001)
MUC3 Mamiferos Enterocito Intestino delgado | (Gum et al., 2002;
Chang et al.,
1994)
MUC12 Mamiferos Enterocito Colon (Williams et al.,
1999)
MUC17 Mamiferos Enterocito Intestino delgado | (Gum et al., 2002)
MUC5B Mamiferos Célula caliciforme Colon (Larsson et al.,
2011)
MUC6 Mamiferos y Células glandulares Glandula de (HO SB et al.,
aves Brunner 1995)

Adaptado de: Johansson y Hansson, 2016 y Duangnumsawang et al., 2021
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La MUC2 es un polipéptido largo de 5,289 aminoacidos, cuyo dominio principal
corresponde a un dominio rico en prolina (Pro), serina (Ser) y treonina (Thr); la O—
glucosilacion mas abundante de MUC2 ocurre en las cadenas laterales con Ser y
Thr y esto contribuye a las propiedades biofisicas esenciales de la mucosa, como
la hidrofilia, la cual mantiene las glucoproteinas secretadas en una forma extendida
(Martens et al., 2018). Estudios con ratones han demostrado su importancia como
barrera contra agentes patdégenos y para el mantenimiento de la homeostasis
intestinal; se ha observado que la ausencia de esta mucina conlleva al desarrollo de
colitis, colonizacién bacteriana, inflamacion y cancer intestinal (Yamashita y Melo,
2018).

2.2.3.1 Interacciones de mucinas con la microbiota intestinal
La composicion de las mucinas puede ser modificada por la microbiota intestinal,

debido a que algunas comunidades bacterianas son capaces de inducir la expresion
de MUC2 y galactosidasa 2-alfa-L-fucosiltransferasa 2 (FUT2), afectando la fuerza
y estructura glucolitica de las mucinas (Martens et al., 2018). A su vez, este cambio
puede crear un ambiente apto para bacterias especificas como Bacteroides
thetaiotaomicron, la cual puede unirse y metabolizar las mucinas como fuente de
energia; la degradacion resultante de las mucinas conlleva a la produccion de
metabolitos microbianos que pueden afectar tanto la diferenciacién de las células
caliciformes y la composicion de la microbiota, permitiendo la sobrepoblacién de
bacterias especificas como Faecalibacterium prausnitzii (Figura 6) (Schroeder,
2019).
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Figura 6. Mecanismo de afeccion de la capa de mucosa a través de la microbiota
intestinal. Adaptado de: Schroeder, 2019.

Al ser una fuente importante de carbono y contener sitios de acoplamiento para la
colonizacion bacteriana, es necesario que la mucosa cuente con moléculas de
defensa para evitar el paso de bacterias oportunistas presentes en el lumen, tales
como AMPs y anticuerpos especificos para antigenos microbianos (Schroeder,
2019). Las bacterias mucoliticas son aquellas capaces de degradar los
oligosacaridos de las mucinas, entre ellas se encuentran: Akkermansia muciniphila,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bifidobacterium bifidum, Bacteroides fragilis,
Ruminococcus gnavus y Ruminococcus torques; los sacéaridos que se liberan de
esta degradacion, tales como N-acetil-D glucosamina, N-acetilgalactosamina,
galactosa fucosa y &cido sialico, son utilizados por bacterias comensales y
patogenas incapaces de degradar mucinas (Ej. Vibrio cholerae utiliza acilo salico y
N-acetil-D-glucosamina, mientras que Campylobacter jejuni metaboliza la fucosa)
(Sicard et al., 2017).
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2.3 MICROBIOMA INTESTINAL

2.3.1 Funcion, diversidad y abundancia relativa

El término “microbioma” refiere a las bacterias, archaeas, hongos, protozoarios y
virus, asi como sus genes, metabolitos y el ambiente del hospedador (Khanna,
2018). La importancia del microbioma radica en el mantenimiento de la homeostasis
energética, metabolismo, salud del epitelio intestinal, actividad inmunoldgica y
desarrollo neurologico (Tabla 4); la diversidad de poblaciones, miembros de la
microbiota, difiere considerablemente entre individuos debido a factores como la
dieta, edad, genética, influencia étnica, geografica, estado de salud y tratamientos

médicos (Hillman et al., 2017).

Tabla 4. Estudios que indican el potencial del microbioma intestinal humano en la
fisiologia del hospedador

Beneficios del microbioma en el humano Referencias

Desarrollo del sistema nervioso (Principi y Esposito 2016)

Maduracién del sistema inmune (Chung et al. 2012; Kamada y Nunez 2013)

Proteccion contra patégenos (Kamada et al. 2013; Ubeda et al. 2017)

Renovacion del epitelio intestinal (Koboziev et al. 2014; Lin y Zhang 2017)

Regulacion de la integridad de la barrera (Sharma et al. 2010)

intestinal

Regulacidn del apetito y comportamiento (Norris et al. 2013; Kanwar et al. 2016;
Fetissov 2017)

Angiogénesis intestinal (Stappenbeck et al. 2002)

Recuperacion de lesiones del epitelio intestinal | (Yu et al. 2012)

Mejora de obtencién de energia mediante la (Savage 1970; Hooper et al. 1998; Guarner y

digestion de fibras complejas Malagelada 2003; Xu y Gordon 2003; Acheson
y Luccioli 2004)

Produccién de vitaminas (Frick et al. 1967b; Gustafsson et al. 1977; Hill
1997; LeBlanc et al. 2013; Magnusdottir et al.
2015)

Metabolismo de xenobibticos (O’Hara y Shanahan 2006)

Adaptado de: Yadav et al., 2018.

El intestino es el 6rgano que alberga la mayor concentracion de células bacterianas,
con una cantidad aproximada de 10 — 100 billones de células (Barko et al., 2018), y
se estima que existen entre 500 a 2000 especies de bacterias (Khanna, 2018). Se
estima una concentracion de 10°— 10* células microbianas por gramo de contenido
intestinal en el sistema digestivo superior (eséfago, estdbmago e intestino grueso),

aumentando conforme avanza hacia el colon, donde se encuentra una
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concentracion de 10°— 10*! bacterias por gramo (Figura 7) (Gorkiewicz y Moschen,
2018).

La diversidad y abundancia relativa de la microbiota difiere en cada region del
sistema intestinal y varios factores influyen en esta: i) el pH es menor en el duodeno
(pH ~6) y aumenta a medida que se acerca al ileon (pH ~7); ii) la concentracion de
oxigeno cambia de aerobio a anaerobio de la region proximal hacia la distal o con
condiciones andxicas en el lumen y una ligera tensién de oxigeno en la mucosa,; iii)
la presencia de péptidos antimicrobianos secretados por las células de Paneth como
a-defensinas, lectinas tipo C, lisozimas y fosfolipasas A2; iv) la velocidad de transito
es rapida en la region intestinal superior y se enlentece en el inferior (Gorkiewicz y
Moschen, 2018; Hillman et al., 2017).
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Figura 7. Biogeografia y factores que conforman la organizacion espacial del
microbioma intestinal. Adaptado de: Gorkiewicz y Moschen, 2018.
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La microbiota en el intestino adulto, estda compuesta principalmente por los filos
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia, y en
menores concentraciones por Fusobacteria, Tenericutes, Spirochaetes,
Cyanobacteria y TM7 (Tabla 5) (Hillman et al., 2017; Human Microbiome Project
Consortium, 2012; Khanna, 2018). Los filos Bacteroidetes y Firmicutes representan
la mayor proporcion de la microbiota, con un porcentaje aproximado de 23% y 64%,
respectivamente; el filo Firmicutes comprende hasta >200 géneros diferentes, entre
los que destacan Ruminicoccus, Clostridium, Lactobacillus y los productores de
butirato Eubacterium, Faecalibacterium y Roseburia; mientras que el filo
Bacteroidetes presenta géneros como Bacteroides, Prevotella y Xylanibacter,

capaces de degradar glucanos complejos (Sanchez-Tapia et al., 2019).
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Tabla 5. Principales filos en la microbiota intestinal y algunas caracteristicas importantes.

Filo Clase Géneros Especies Caracteristicas generales
representativos
Actinobacteria Acidimicrobiia Bifidobacterium ~123 Gram positivos, con un contenido alto de guanina — citosina
Actinobacteria Adlercreutzia en su ADN.
Coriobacteriia Collinsella
Nitriliruptoria
Rubrobacteria
Thermoleophilia
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides Mas de 700 Gram negativos, no formadores de esporas, anaerobios o
Flavobacteria Parabacteroides aerobios, con forma de barra.
Sphingobacteria Prevotella
Cytophagia Alistipes
Butyricimonas
Odoribacter
CF231
Paraprevotella
Cyanoba Chroobacteria Halospirulina ~54 Son las Unicas procariotas fotosintéticos oxigenados; juegan
Hormogoneae Planktothricoides roles clave en los ciclos globales de carbono y nitrdgeno.
Gloeobacteria Prochlorococcus
Prochloron
Prochlorothrix
Presentes en ecosistemas contaminados. Simbiontes.
Elusimic Elusimicrobia Elusimicrobium 15
Endomicrobia Endomicrobium
Blastocatellia Chloracidobacterium
Arenimicrobiom
Brevitalea
Pirynomonas
Blastocatella Gram positivas. Con una concentracion baja de GC en su
ADN. En forma de cocos o de bacillos. Varios Firmicutes
Firmicutes Bacilli Ruminococcus >1200 producen endosporas.
Clostridia Clostridium
Erysipelotrichi Peptostreptococcus
Lactobacillus
Enterococcus
Faecalibacterium
Fusobacteria Fusobacteriia Sebaldella ~40
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Proteobacteria

T™7

Tenericute

Verrucomicrobia

Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Epsilonproteobacteria
Zetaproteobacteria

TM7X

Mollicutes

Spartobacteria
Opitutae
Verrucomicrobiae
Lentimonas
Methylacidimicrobium

Sneathia
Streptobacillus
Leptrotrichia
Cetobacterium
Fusobacterium

Desulfovibrio
Escherichia
Helicobacter

Mycoplasma
Spiroplasma
Ureaplasma

Phytoplasma

Verrucomicrobia

>450

~50 filotipos

>25

~10

Son anaerobios obligados, no formadores de esporas,
bacilos gram negativos.

Filo con mayor cantidad de bacterias gram negativas, incluye
una gran variedad de patégenos.

Cocos pequefios (200 — 300nm). Son epibiontes obligados
en diversos hospedadores.

No contiene pared celular. Tamafio pequefio (0.2 — 0.3 pm).

Las especies identificadas han sido aisladas de agua, suelo
y heces humanas. Tienen una morfologia parecida a
verruga.
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2.3.1.1 Factores que modulan la diversidad de la microbiota intestinal.

La microbiota intestinal es dinamica y diversos factores influyen en su
diversidad, entre los que destacan: i) la dieta; por ejemplo, una dieta
abundante en proteinas favorece la colonizacién de Bacteroides; mientras que
una dieta abundante en hidratos de carbono favorece la abundancia del
género Prevotella (Jacobs y Braun, 2015); ii) la edad, el intestino en adultos
mayores se caracteriza por una menor biodiversidad microbiana, el aumento
de bacterias aerobias facultativas oportunistas como Staphylococcaceae,
Streptococcaceae 'y  Enterobacteriaceae, y la disminucién de
Bifidobacteriaceae (Flach y Diefenbach, 2015; Kovatcheva-Datchary y Arora,
2013; Tokuhara et al., 2019); iii) el consumo de antibidticos debido a que
ocasiona cambios en la microbiota persistentes hasta después de terminado
el tratamiento y una disminucion de la diversidad a largo plazo (Kovatcheva-
Datchary y Arora, 2013); iv) la genética del hospedador; estudios con gemelos
idénticos (monocigotos) han demostrado similaridades en la composicion de
la microbiota intestinal en comparacion con la microbiota de individuos

relacionados (Turnbaugh et al., 2009).

2.3.2 Disbiosis intestinal

Una disminucién o aumento inusual de la microbiota se ha correlacionado con
el desarrollo de patologias. Al proceso de alteracion en la diversidad y
abundancia de la microbiota intestinal se le conoce como disbiosis; la disbiosis
se ha asociado al desarrollo de enfermedades intestinales y sistémicas (Tabla
6) (Cai et al., 2020).
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Tabla 6. Asociacién de la microbiota intestinal humana en la aparicion de
diversas enfermedades.

ENFERMEDAD

DISBIOSIS

REFERENCIA

Psoriasis

Aumentan miembros de los filos Firmicutes y
Actinobacteria

(Gao et al. 2008)

Reflujo esofagico

La microbiota esofagica se ve dominada por
bacterias anaerobias gram-negativas, mientras
que la microbiota géstrica tiene una baja
concentracion de Helicobacter pylori

(Peek and Blaser
2002; Islami and
Kamangar 2008)

(Ley et al. 2005;

Obesidad Disminuye Bacteroidetes y aumenta Firmicutes. Turnbaugh et al.
2006)
. . Ausencia de H. pylori en el estbmago (Chen and Blaser
Asma en la infancia : y . . 2007)
(especialmente la citotoxina asociada al gen A)
Enfermedad
inflamatoria intestinal Mayor poblacion de Enterobacteriaceae. (Garrett et al. 2010;
(colitis) Machiels et al. 2014;

Colitis ulcerativa

R. hominis y F. prausnitzii diminuyen Seksik et al.
Enfegr;]?gsd de Bacteroides y Bifidobacteria disminuyen 2003)
Enfermedades
funcionales Mayor cantidad de Veillonella y Lactobacillus (Tana et al. 2010)
intestinales

Carcinoma colorectal

Mayor cantidad de Fusobacterium spp.,
Acidaminobacter, Phascolarctobacterium,
Citrobacter farmer, Akkermansia muciniphila y
menor cantidad de Prevotella, Ruminococcus spp

(Kostic et al. 2012;
Weir et al. 2013)

Enfermedad
cardiovascular

Metabolismo intestinal dependiente de microbiota
de fosfatidilcolina. Desulfovibrio desulfuricans
produce TMA.

Los filos Firmicutes y Proteobacteria y seis
géneros que consumen colina y acumulan TMA
significativamente:
Anaerococcus hydrogenalis, Clostridium
asparagiforme, Clostridium sporogenes,
Escherichia fergusonii, Clostridium hathewayi,
Proteus penneri, Providencia rettgeri, y
Edwardsiella tarda

(Wang et al. 2010;
Koeth et al. 2013;
Romano et al.
2015)

Diabetes tipo |

Disminuye el niumero de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Blautia coccoides, Eubacterium
rectal, Prevotella y aumenta el nimero de
Clostridium, Bacteroides, Veillonella

(Murri et al. 2013;
Zhang et al. 2015)

Diabetes tipo Il

Disminuye Clostridia, Firmicutes. La taza de
Bacteroides a Firmicutes es significativamente
positiva

(Murri et al. 2013;
Zhang et al. 2015)

Artritis reumatoide

Baja concentracion de Bifidobacteria y
Bacteroides fragilis.

(Yeoh et al. 2013)

Autismo

Crecimiento excesivo de Clostridia y disminucion
de Bifidobacteria

(Heberling et al. 2013)

Esteatohepatitis no

Aumento excesivo de E. coli

alcohdlica
Enfermedad Aumenta Proteobacterias; en vias respiratorias
pulmonar obstructiva asmaticas incrementan Firmicutes, disminuye
crénica Bacteriodetes

(Chu et al. 2004)

Adaptado de: Yadav et al., 2017.
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2.3.3 Uso del gen 16S rRNA para el estudio de la microbiota

El uso de técnicas moleculares ha permitido demostrar que los cambios en la
microbiota intestinal estan asociados al desarrollo de enfermedades o
procesos inflamatorios (National Academies et al., 2017). EI método cultivo -
independiente para el estudio del microbioma tiene como objetivo realizar
analisis bioinformaticos para determinar diversidad y abundancia relativa de

las poblaciones microbianas intestinales (Franzosa et al., 2015).

El gen 16S rRNA es un gen constitutivo empleado como estandar de oro para
establecer la taxonomia bacteriana en todo tipo de muestras; es un
componente de la subunidad menor 30S presente en los ribosomas de
procariotas, tiene un tamafio de ~1,500 pb y esta constituido por nueve
regiones conservadas y variables (V1 —V9) que permiten realizar asignaciones
taxondmicas mediante la amplificacion y secuenciacion de la regién variable
seleccionada; las variaciones encontradas en su secuencia Unicamente

indican divergencia filogenética(Cox et al., 2013; Weinroth et al., 2022).

La secuenciacion del gen 16S rRNA requiere de iniciadores especificos que
se unen a las regiones conservadas y amplifican las regiones variables para
la discriminacion taxonémica; pueden existir diferencias significativas en las
poblaciones detectadas de acuerdo a la region hipervariable amplificada
(Ames et al., 2017). El tipo de muestra determina la region hipervariable de
preferencia a secuenciar; por ejemplo, para la caracterizacion de la microbiota
en agua se prefiere la amplificacién de la regidn hipervariable V4 (Zhang et al.,
2018). Para el analisis de la microbiota intestinal, la region V3-V4 es la mas
utilizada debido a que permite una mayor uniformidad en la diversidad alfa y

una deteccién precisa de la familia Enterobacteriaceae (Darwish et al., 2021).
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2.4 Andlisis de la microbiota intestinal en el modelo Gallus gallus

En la produccién avicola se estudian los cambios en la microbiota intestinal
con la finalidad de incrementar la productividad y el bienestar animal; la
presencia de familias especificas como Lachnospiraceae y Ruminococcaceae
se relacionan con una mejor tasa de conversion alimenticia en aves (Liu et al.,
2021) y en cerdos (Gardiner et al., 2020); en humanos, estas familias se
asocian a efectos antiinflamatorios intestinales y regulacion de peso corporal
(Vacca et al., 2020).

Ademas, otros conceptos y mecanismos que aplican para la salud del humano
han surgido gracias al andlisis de la microbiota en aves de corral; por ejemplo,
el brote de Salmonella infantis en pollitos de engorda en al afio 1971, ademas
de la mejora de los estandares de higiene en la produccion avicola, fue
necesario determinar el rol de la microbiota intestinal como un factor de
proteccion del hospedador ante enteropatégenos, por lo que Nurmi y Rantala
(1973) realizaron un trasplante fecal de pollos adultos a pollitos, observando
la resistencia de colonizacién ante Salmonella y describieron el concepto de
exclusion competitiva (Nurmi & Rantala, 1973). Asimismo, existen bacterias no
patbgenas para las aves pero si para los humanos (Tabla 7); por ejemplo, la
mayoria de los casos de infeccion por Campylobacter en humanos se debe a
la manipulacion y consumo de productos aviares crudos o mal cocidos
(Kaakoush et al., 2014).
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Tabla 7 Miembros de la microbiota intestinal del pollo que pueden impactar

en la salud humana

Filo Antibioticos
Pat6geno bacteriano - Enfermedad Sintomas utilizados en
bacteriano .
tratamiento
Campylobacter Diarrea
jejuni sanguinolenta, .
. o Levofloxacina,
C. coli . . colico . -
. Proteobacteria | Campylobacteriosis azitromicina,
C. lari estomacal, . .
L . N ciprofloxacina
C. upsaliensis nausea, vomito
C. concisus y fiebre
Salmonella enterica Fiebre, diarrea
serotipos sanguinolenta,
Typhimurium, dolor de Fluidos
Enteritidis, Proteobacteria Salmonellosis cabeza, célico intravenosos,
Newport, estomacal, loperamida
Heidelberg, y nauseay
Kentucky voOmito
Aparicion
repenttina de .
fiel:l)ore dolor de Ampicilina,
Listeria caBeza gentamicina,
monocytogenes es alday trimetoprima /
L. innocua _ S . palaa, sulfametoxazol,
. . Firmicutes Listeriosis nausea, vomito, - g
L. welshimeri Hoidez de eritromicina,
L. grayi g vancomicina y
; - cuelloy
L. ivanovii - las
aparicion .
fluoroquinolonas
gradual de
confusion
- L, Deshidratacion, Penicilina G,
Clostridium _ Intoxicacién . 2 .
erfringens Firmicutes alimentaria diarrea y colico clqranfenlpol,
P estomacal clindamicina
Aeromonas caviae Cloranfenicol,
A. hydrophila . Diarrea del Diarrea y ciprofloxacina,
e . Proteobacteria L PR :
A.salmonicidamasoucida viajero vomito cotrimoxazol y el
A. schuberti aminoglucosidos
. Diarrea acuosa
Cepas E. coli . .
. L y Ciprofloxacina,
productoras de toxina . Intoxicacién . e
; Proteobacteria - - sanguinolenta, kanamicina,
Shiga alimentaria . P .
nausea, vomito cloranfenicol
y fiebre
Nausea, Penicilina,
Staphylococcus A . vémito, cdlico eritromicina,
Firmicutes Staphylococcosis ) -~
aureus estomacal y lincomicina y
diarrea espectinomicina

Adaptado de: Sood et al., 2019.
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2.4.1 Anatomia y fisiologia aviar
El sistema gastrointestinal aviar consiste en boca, eséfago, ingluvis (buche),

proventriculo, ventriculo o molleja, intestino delgado, ciegos, recto y cloaca; el
alimento pasa a través de estos Organos y se lleva a cabo la molienda,
acidificacion, hidrolisis, emulsificacion y transporte de los productos finales
(Figura 8) (Klasing, 1999).

En la entrada toracica, el esofago se caracteriza por ser expandible debido a
la presencia de pliegues longitudinales y un epitelio recubierto con una capa
de moco gruesa para la proteccion contra dafios mecanicos consecuentes por
el ingreso de alimentos enteros; el es6fago superior se ensancha para formar
el ingluvis (buche), después continta el esofago inferior y pasa por la parte
dorsal de la trdquea (a lo largo de la cara ventral de los pulmones y sobre la
base del corazon); a nivel del tercero o cuarto espacio intercostal, el es6fago
se abre hacia el proventriculo (Klasing, 1999). El ingluvis permite el
almacenamiento temporal del alimento hasta por 20 horas y aqui se lleva a
cabo una pre digestion; las contracciones musculares del ingluvis permiten la
propulsion del alimento hacia el estdmago (Konig et al, 2016). El ingluvis es
capaz de producir una respuesta inmune innata por la presencia de tejido
inmune y beta defensinas (BD-1, BD-6, BD-7 y BD — 9) (K&nig et al, 2016).

Proventriculo Intestino

Pico —»&® \ delgado

«+— Cloaca

Buche

~|

)
Higado Asa duodenal

Figura 8. Esquema del sistema gastrointestinal del pollo. Tomado de:
Agencia de Cooperacion Internacional del Japén, 2017.

Vesicula biliar
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El estbmago glandular o proventriculo se encuentra en una bolsa del saco
peritoneal intestinal y, especificamente en el pollo, la mucosa de este érgano
se distribuye en forma de papilas prominentes y no en pliegues; las paredes
de las glandulas del proventriculo consisten en células secretoras de
pepsinogenos y acido hidrocloridrico que inician la digestion de proteinas; por
lo tanto, la digestion inicia desde este érgano (Scanes y Pierzchala-Koziec,
2014; Konig et al., 2016).

Posteriormente, el alimento es transportado hacia el ventriculo o molleja
(conocido como el 6rgano de trituracion) localizado en la cavidad izquierda del
peritoneo intestinal; aqui ocurre la mezcla y digestion quimica del alimento
(Klasing, 1999).

Similar al intestino delgado de mamiferos, el intestino delgado aviar se divide
en duodeno, yeyuno e ileon; el intestino grueso incluye el colon, los ciegos y
el recto (Tabla 8) (Klasing, 1999). El intestino delgado en aves lleva a cabo
parte de la digestion quimica y la absorciébn de nutrientes, los ciegos se
encargan de la degradacion de celulosa, mientras que el recto y la cloaca
pueden reabsorber el agua; el sistema inmune del tracto digestivo en aves
prevalece en el yeyuno distal y el inicio del ciego debido a una mayor

abundancia de placas de Peyer (Kdnig et al, 2016).

Los ciegos estan conectados con el ileon terminal mediante el ligamento
ileocecal y cada ciego se comunica con el recto mediante el caeci ostium;
debido a que son un sitio de digestiébn de polisacaridos como la celulosa
presentan abundante tejido linfoide; tienen la funcidén de absorber sodio, cloro
y agua, asi como de secretar 0 excretar remanentes nitrogenados y fermentar
polisacéaridos no digeribles para aumentar la disponibilidad de nutrientes como
vitaminas y acidos grasos volatiles (Scanes y Pierzchala-Koziec, 2014; Kdnig
et al., 2016).
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El recto es el segmento final que pasa a la cloaca, anteriormente era conocido
como el colon; la cloaca es el esfinter de excrecion para los sistemas digestivo-

- urinario, y sirve como area de almacenamiento de heces y orina (Klasing,

1999; Konig et al., 2016).

La mucosa intestinal de las aves contiene aproximadamente 10°
microvellosidades por mm en todos los segmentos del intestino; a su vez, las
microvellosidades estan cubiertas por una capa de moco compuesta
principalmente por mucina 2 y es particularmente gruesa a través del duodeno

anterior (Klasing, 1999; Scanes y Pierzchala-Koziec, 2014).

Tabla 8. Dimensiones del sistema digestivo del pollo

. Proventriculo | Intestino ,
Esofago : Ciego Recto
y molleja delgado

o2 cd o~ = o~ G o~| B |lo B |o~ 2
=9 ag DE| o o E o o E o DEl o D E|l o
Zo |&SS8E g | SE| g |SE| g |SE g |SE g
© d o o o o o
Leghorn | 1.2 | 136 | 8.2 86 26.7 |1082|295|127| 5.2 | 68 | 2.3
Broiler 3.0/140 | 16.8| 101 435 | 1796 | 73.6 | 188 | 10.7 | 134 | 5.1

Adaptado de: Deaton et al., 1985
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2.4.2 Comparativa del sistema digestivo humano y aviar
Al igual que en mamiferos, el intestino delgado de las aves es el principal sitio

de digestion y absorcion de carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos,
minerales y electrolitos (Lavin et al., 2008). Estructuralmente, el sistema
gastrointestinal de las aves es similar al presente en mamiferos (Tabla 9); por
ejemplo, ambos poseen un eséfago que conecta la boca con el estbmago, el
intestino delgado se divide en duodeno, yeyuno e ileon, y presentan un colon
como intestino grueso; asimismo, el higado y pancreas de aves y mamiferos
desempeiian la funcion de secretar sales biliares y jugos pancreaticos,

respectivamente (Scanes, 2020).

Sin  embargo, existen diferencias considerables en la morfologia
gastrointestinal de especies vertebrados debido a la naturaleza de su alimento
y la frecuencia de consumo (Kararli, 1995). La anatomia digestiva aviar se
diferencia de la presente en mamiferos por (Konig et al, 2016):

e Presencia de pico

¢ No existe separacion entre las cavidades orales y faringeas

e Ausencia de dientes, labios y mejillas

e Presencia de ingluvis

¢ Division del estbmago en componentes glandulares y musculares

e Presencia de dos ciegos y cloaca
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Tabla 9. Comparacion entre el sistema digestivo humano y del modelo G. gallus.

fundus, cuerpo y piloro

Region Humano Modelo G. gallus
gastrointestinal
Estobmago Cuatro regiones: cardia, | Un estbmago glandular o

proventriculo (pH 4.8), y

trascendente y
descendente

Principal sitio de
fermentacion

Capa de moco gruesa
pH 6.7

pH15a35 molleja (pH 2.5 — 4.74).
Intestino delgado 5.5 - 6.4 m de longitud Promedio de 1.3 m
pH6.4a73 pH5.7a6.4
Ciego Mas corto que el colon Presencia de doble ciego.
No hay fermentacion Cada uno mide de 15 — 18cm
pH 5.7 Elevada fermentacion
pH5.5a7.0
Apéndice Presente Ausente
Colon Dividido en ascendente, | No presenta colon, Unicamente

recto.
Capa de moco gruesa
pH 6.3

Adaptado de: Kararli, 1995

2.4.3 Similitud genética entre el modelo G. gallus y el humano
El pollo es considerado como un animal sinapsido, es decir, comparte un ancestro

comun con los mamiferos (~ 310 millones de afios atras); es la primera especie de

produccion que cuenta con la secuencia completa de su genoma y se considera un

modelo viable para estudios con aplicaciones en agricultura y medicina (Ireland et

al., 2008). El pollo tiene un genoma haploide con aproximadamente 1.2 x 10° pares

de bases (pb) y 39 cromosomas (Warren et al., 2016); 40% del tamafio de los

mamiferos y se ha postulado que la sintenia (conservacion de bloques de orden

dentro de dos conjuntos de cromosomas que se comparan entre si) es mayor entre

la relacidbn humano - pollo que en la humano — ratén, lo que sugiere una estabilidad

del genoma del pollo (Furlong, 2005).
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El genoma del pollo contiene menos ADN en comparacion con el genoma humano,
sin embargo, el pollo contiene una cantidad similar de genes al humano (20,000 —
23,000 genes en 1 millon de pares de bases de ADN y 20,000-25,000 genes en 2.8
millones de pares de bases de ADN, respectivamente) (Furlong, 2005); cerca del
60% de la genética del pollo corresponde a genes similares en el humano; la
similitud de genomas entre el pollo y el humano con respecto a los genes
involucrados en la funcion y estructura basica celular apoya el uso de esta ave como
un organismo modelo para la investigacion de génetica humana, enfermedades,
nutricion, inmunologia y desarrollo (Figura 9) (International Chicken Genome
Sequencing Consortium, 2004).

Homo sapiens
(21,787 genes) Fugu rubripes
(20,796 genes)
Unico Gallus gallus I J20.000
(17,709 genes)
Homologia 15,000
[}
o
@
Ortélogos g ™ g
por pamjaaﬂ T _— 10,000 ©
nin— @
E
=1
z
Ortélogos 5,000
centrales J1:1:1
.0

Figura 9. Genes del pollo clasificados de acuerdo a su relacién de evolucion
predecida con genes de dos modelos vertebrados (Fugu y humano). Adaptado de:
International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004.
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2.4.4 Microbiota intestinal del modelo aviar
La microbiota intestinal del pollo incluye principalmente bacterias pertenecientes a

los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria; su abundancia
relativa difiere de acuerdo a la region intestinal analizada (Tabla 10) (Oakley et al.,
2014). El establecimiento de la microbiota intestinal del pollo comienza desde antes
de eclosionar, a través de los poros del cascardon del huevo; sin embargo, sucede
una mayor colonizaciéon una vez que eclosiona (Shehata et al.,, 2021). Se ha
propuesto que la familia Enterobacteriaceae es el primer colonizador del tracto
gastrointestinal de las aves; posteriormente, miembros del filo Firmicutes colonizan

el sistema intestinal (Ballou et al., 2016).

Se ha propuesto que la colonizacion bacteriana temprana del intestino influye en la
salud y produccién de las aves debido a que las poblaciones bacterianas pueden
regular la fisiologia intestinal y consecuentemente, la susceptibilidad a
enfermedades infecciosas (Kers et al., 2018). Se ha observado una estabilizacion y
maduracion de la microbiota a las tres semanas de edad en pollos (Shang et al.,
2018). El cambio abrupto de la microbiota como un aumento del filo Proteobacteria
conlleva a un estado proinflamatorio, mientras que un aumento de Firmicutes se

asocia a un estado antiinflamatorio (Oakley y Kogut, 2016).
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Tabla 10. Distribucion espacial de la taxonomia bacteriana mas comun y
abundante (filo, orden (0), familia (f), género) en el sistema gastrointestinal del
pollo, sin tomar en cuenta edad, dieta o diferencias en técnicas de

identificacion.
Parte del sistema Filo Género bacteriano Técnica Referencia
gastrointestinal bacteriano utilizada
(g/contenido)
Ingluvis (108-10%g) | Firmicutes Lactobacillus Secuenciacion Gong et al.
Actinobacteria | Bifidobacterium del gen 165 (2007)
Molleja (107-108/ g) | Proteobacteria | Enterobacter RNA
Firmicutes Lactobacillus, Enterococcus
Firmicutes/ Enterococcaceae (f.), Kumar et al.
Bacterias Gram | Enterococcus, (2018)
positivas  con | Clostridiaceae (f.),
baja cantidad | Clostridium, Lu et al. (2003)

Intestino delgado
(la mayor parte de
los estudios se
realizaron con el
fleon; 108— 10%qg)

gendmica de
GC

Lactobacillacae (f.)
Lactobacillus,

Candidatus Arthomitus,
Weisella,

Ruminococcus, Eubacterium,
Bacillus,

Stapylococcaceae (f.),
Staphylococcus,
Streptococcus, Turicibacter,
Methylobacterium

Cytophaga/
Flexibacter/
Bacteroides/
Bacterias Gram
positivas  con
alto contenido
de GC

Bacteroidaceae (f.),
Bacteroidetes,
Flavibacterium,
Fusobacterium,
Bifidobacterium

Protobacteria

Ochrobaterium, Alcaligenes,
Escherichia,
Campylobacter, Hafnia,
Shigella

Actinobacteria/
Cyanobacteria

Corynebacterium

Finger printing:
T-RFLP, 16S
rRNA gPCR,

clonacion y
Secuenciaciéon

de Nueva

Generacion

Ciegos (1019 —
10%/g)

Archaea Methanobrevibacter,
Metanogénica | Methanobacterium,
(0.81%) Methanothermobacter,
Methanosphaera,
Methanopyrus,
Methanothermus,
Methanococc
Firmicutes/ Anaerotruncus,
Bacterias Gram | Ruminococcaceae (f)
positive Ruminoccoccus,
bacteria, con | Faecalibacterium,
baja Lachnospirceae, Bacillus,

concentracion
genémica de
GC (44-56%)

Streptococcus,
Clostridiales (0), Clostridium,
Megamonas,

Finger printing:

T-RFLP, 16S
rRNA gqPCR,
clonacién y
Secuenciaciéon
de Nueva
Generacion

Kumar et al.,
2018

Lu et al., 2003
Xiao et al., 2017

Siegerstetter et
al., 2017

Qu et al., 2008

Sergeant et al.,
2014
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Lactobacillus, Enterococcus,
Weisella,

Eubacterium,
Staphylococcus,
Streptococcus,

Bacteroides/
Cytophaga/
Flexibacter/
Bacterias Gram
positivas  con
alta
concetracion
de GC (23-
46%)

Rikenellaceae (f),
Bacteroidetes, Alistipes,
Fusobacterium,
Bifidobacterium,
Flavibacterium, Odoribacter

Actinobacteria

Corynebacterium

Proteobacteria

Ochrobaterium, Alcaligenes,

Saengkerdsub
et al., 2007

(1-16%) Escherichia,
Campylobacter
Intestino grueso Firmicutes Lactobacillus 16 S TrRNA | Gong et al,
Proteobacteria | Escherichia sequencing and | 2007
cloning

Adaptado de: Shang et al., 2018.

La microbiota del ingluvis, proventriculo y molleja esta dominada por
Lactobacillus, mientras que en el ambiente hostil del estbmago se encuentran
especies de los filos Cyanobacteria y Proteobacteria que aun no se
caracterizan a detalle (Wang et al., 2016). En el intestino delgado del pollo, la
diversidad y abundancia de la microbiota es relativamente baja,
aproxiamdamente 10> CFU por gramo de contenido; el filo Firmicutes es el
mas abundante e incluye bacterias como Lactobacillus, Enterococcus,
Turicibacter, Clostridium sensu stricto y géneros pertenecientes a familia
Peptostreptococcaceae (Rychlik, 2020); también se encuentran Escherichia
coli o Helicobacter del filo Proteobacteria, los cuales se han asociado a un

rendimiento bajo del pollo (Kollarcikova et al., 2019).

La microbiota de los ciegos incrementa hasta 10'° CFU por gramo digerido y
presenta hasta 1,000 especies bacterianas diferentes, principalmente
pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes, cada uno conforma hasta
el 45% del total de la microbiota, mientras que los filos Actinobacteria y

Proteobacteria representan del 2 — 3%; estos porcentajes pueden variar segin
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las caracteristicas individuales de cada estirpe (Oakley et al., 2014; Rychlik,
2020).

Por otro lado, la mayoria de los estudios utilizan muestras fecales para
caracterizar la microbiota intestinal; sin embargo, se destacan limitaciones que
pueden modificar la microbiota real, por ejemplo, las heces son colectadas del
piso, donde se han expuesto al aire y otros contaminantes, afectando a la
cantidad de bacterias anaerobias, las cuales son los principales colonizadores
colénicos; ademas, en comparacion con el colon humano, el colon de pollo es
corto (hasta de 10 cm), y no es posible una retencion mayor de heces en este,

siendo el tiempo de ingestidon — excrecion tan solo de 2 h (Rychlik, 2020).

2.4.4.2 Caracteristicas de los pricipales filos asociados a la microbiota
intestinal del modelo aviar
El filo Actinobacteria cuyas familias mas comunes de este filo son

Coriobacteriaceae (géneros Olsenella y Collinsella), y la familia
Bifidobacteriaceae (género Bifidobacterium); son bacterias Gram positivas,
anaerobias estrictas, con alto contenido de guanina — citosina, no formadoras

de esporas y no méviles (Rychlik, 2020).

El filo Proteobacteria son bacterias Gram negativas, no formadoras de
esporas, mesofilicas y moviles (Kersters et al., 2006); la presencia de
miembros de este filo en el intestino se ha correlacionado con el desarrollo de
enfermedades inflamatorias en humanos y ratones pero no en aves (Rizzatti
et al., 2017) ; en aves se encuentra en gran concentracién en ciegos, tanto
bacterias facultaivas (E. coli) y anaerobias estrictas (Desulfovibrio, Sutterrella,

Parasutterella, Anaerobiospirillum y Succinatomona) (Rychlik, 2020).

El filo Firmicutes incluye a las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae,
Lactobacillaceae, Veillonellaceae y Erysipelotrichaceae; son familias
anaerobias estrictas, formadora de esporas, con un contenido genémico de

GC de hasta 45% (Crhanova et al., 2019). La familia Ruminococcaceae agrupa
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los géneros Faecalibacterium, Anaerotruncus, Butyricicoccus, Oscillibacter,
Flavonifractor y Pseudoflavinofractor, que son bacterias formadoras de
esporas, con un contenido genomico de GC de hasta 60%; especificamente,
el género Faecalibacterium no forma esporas pero ha desarrollado otras
formas de adaptarse a su ambiente, tal como consumir oxigeno en bajas
concentraciones (Khan et al., 2012). Las familias Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae se caracterizan por ser los productores mas importantes de
butirato; sin embargo, su sensibilidad ante el oxigeno los hace propensas a
desaparecer durante las enfermedades inflamatorias por la produccién de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) liberados por los macréfagos y
granulocitos, por lo que se ha propuesto que la disminucién de estas familias

no es la causa de inflamacién, sino una consecuencia (Rychlik, 2020).

Los Bacteroidetes incluyen a las familias Rikenellaceae, Bacteroidaceae,
Prevotellaceae y Porphyromonadaceae, las cuales se caracterizan por su
capacidad de expresar la enzima epimeras metilmalonil, mutasa vy
descarboxilasa, 10 que permite producir propionato a partir de succinato
(Kubasova et al., 2019).

2.4.4.3 Factores que influyen en el desarrollo de la microbiota del modelo
aviar
El desarrollo de las aves provoca cambios en la composicién de la microbiota;

en los primeros dias de vida de los pollitos, la microbiota proveniente del
oviducto de la madre o bien, proveniente del cascaron colonizan el tracto
gastrointestinal (Ballou et al., 2016). Una vez eclosionado, el pollito obtiene
otros miembros bacterianos a partir del ambiente y equipo de transporte (Roto
et al., 2016). Asimismo, la colonizacion de poblaciones bacterianas se puede
ver afectada por la presencia de anticuerpos maternos, los cuales protegen al
pollito hasta 2 semanas después de la eclosion (Hamal et al., 2006). La riqueza
de la microbiota bacteriana, aumenta conforme avanza la edad de los animales
(Ballou et al., 2016; Crhanova et al., 2011).
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Los antecedentes genéticos del hospedador también influyen en el
establecimiento de la microbiota intestinal; por ejemplo, en el modelo aviar
existen dos estirpes importantes: aves ligeras, enfocadas a la produccion de
huevo para plato y aves pesadas para la produccion de carne (Wen et al.,
2021). La estirpe ligera llega a pesar hasta 450 g mientras que los pollos de
engorde pesan hasta 2,800 g en 6 semanas de edad; estas diferencias
provocan diferencias fisioldégicas e inmunoldgicas considerables (Shalev y
Pasternak, 1995). La morfologia del intestino entre estas dos estirpes difiere
en la longitud de las vellosidades y la profundidad de la cripta para lograr estas
caracteristicas, los programas a los que las aves son sometidas afectan la
fisiologia intestinal y la funcién inmune (Simon et al., 2014), provocando
efectos negativos en el area de absorcién (Uni et al., 1996). La microbiota
intestinal de diferentes estirpes de pollo de engorde criadas bajo las mismas
condiciones ambientales presentan una microbiota del ileon diferente a la edad
de 20 dias (Kim et al., 2015). Se propone que la diferencia de microbiota entre
estirpes se debe a su manada de origen (genética parental) y a las diferentes
respuestas inmunes también afectadas por la genética (Emam et al., 2014;
Schokker et al., 2015).

El nivel de higiene en los criaderos puede afectar el desarrollo del sistema
gastrointestinal y el sistema inumne, ademas de retrasar la exposicién a una
microbiota “saludable”; la formacion de la microbiota se ve afectada por las
fuentes ambientales a las cuales se exponen las aves después de su eclosion,
tales como personas, transportes, el primer alimento y agua (Bailey, 2010).
Forder et al.,, (2007) observaron diferencias en la morfologia intestinal
(vellosidades mas pequeiias y reduccion de la produccién de mucinas) en

pollos de engorde criados en aislamiento (Forder et al., 2007).

El tipo de alojamiento; se ha reportado que los animales que viven en el mismo
lugar tienden a una menor variacion de su microbiota intestinal, fendmeno que

se conoce como “efecto de jaula” (Laukens et al., 2016). Ademas, existen
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diferencias en la microbiota de pollos criados en granjas orgénicas en
comparacion con granjas convencionales, encontrando C. perfringens en ileon
y colon, aumento de lactobacilli y menor cantidad de Enterobacteriaceae en
pollos criados en granjas orgénicas (Bjerrum et al., 2006).

La cama, ya sea de aserrin de madera blanda o paja picada, asi como su
calidad y manejo, influye en las variaciones de la microbiota del pollo; estos
animales picotean y se alimentan sobre esta y se ha demostrado que su
composicién microbiana concuerda con la microbiota de muestras cecales
(Mancabelli et al., 2016).

La alimentacion a libre demanda estimula el crecimiento y generacién de
vellosidades y células en criptas, si existe un retraso en la alimentacién en
polluelos, se puede afectar la superficie intestinal y la microbiota; por otro lado,
el retiro temporal del alimento puede ocasionar un aumento de la colonizaciéon

de patégenos (Kers et al., 2018).

Por ultimo, el clima y localizacién geografica pueden provocar estrés por calor,
alterando la composicion microbiana intestinal principalmente del ileon,
provocando una susceptibilidad a E. coli y Salmonella para colonizar el tracto
intestinal; por lo tanto, son necesarios mas estudios para determinar los
efectos de la localizacion geografica — clima — microbiota intestinal del pollo
(Laudadio et al., 2012).
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2.4.6 Importancia del modelo aviar en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
El modelo aviar es un modelo éptimo para estudios fisiolégicos, ya que las

aves se pueden alojar por grupos abundantes (9 aves/m?) y presentan un
comportamiento definido, existen dietas estandares, comerciales y hay
numerosas publicaciones que detallan sus constantes fisioldgicas.
Recientemente, el uso del modelo aviar se ha incrementado en la industria
farmacéutica debido a su corto tiempo de crianza, manipulacion sencilla y su
alta productividad, por lo que este modelo ha sido utilizado para la produccién
terapéutica de anticuerpos, creacion de vacunas y proteinas recombinantes
(Nassar, 2018).

En el area de alimentos, este modelo permitird evaluar la toxicidad,
funcionalidad o impacto de nutrientes y aditivos alimenticios sobre la
microbiota intestinal (Broderick et al., 2021). Por ejemplo, la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA) utiliz6 el pollo como modelo para la
investigacion de efectos secundarios, toxicidad y tolerancia del consumo de
plantas genéticamente modificadas (GM) y sus subproductos (European Food
Safety Authority, s. f.).

Antes de comercializar un nuevo alimento funcional, es necesario determinar
los efectos a corto plazo y la variacion de la sensibilidad entre individuos; por
ejemplo, los alimentos fortificados con fitoquimicos pueden ser una fuente
natural de téxicos como metales pesados (arsénico, cadmio, plomo) y/o
productos oxidados producidos durante el procesamiento y almacenamiento
(6xidos de fitoesterol) (Gimenez y Laparra, 2017). Por lo tanto, los estudios
con modelos de animales son una herramienta valida para valorar la
bioacumulacion de componentes o ingredientes de los alimentos, su
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion; por ejemplo, en el modelo
de pollo se realizé la primera purificaciénha sido utilizado para el estudio del

metabolismo de la vitamina D para la absorcion de calcio y fosforo debido a la
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presencia y purificacion del receptor citoplasmatico intestinal 1,25-(OH)2D
(DeVries y Silvera, 2000).

El uso de animales vertebrados o invertebrados como modelos de
experimentacién ha aumentado debido a su homologia en genes involucrados
en el desarrollo, respuesta inmune, cancer u otros procesos relacionados con

el humano (Gosslau, 2016).

La evaluacién de cepas probidticas requiere de modelos animales que
permitan el andlisis de seguridad de consumo y analisis de eficacia
(Sorokulova, 2008). Ademas, es necesario evaluar la dosis y frecuencia de
consumo, por lo que debe estudiarse la viabilidad de la bacteria en el sistema
gastrointestinal; por otro lado, la evaluacién de la influencia del probiotico en
el sistema inmune en sistemas in vivo (modelos animales) de la influencia del
probidtico en el sistema inmune es relevante y mas preciso (Pavan et al.,
2003). En el caso de animales de granja, los probidticos se utilizan para la
prevencion de diarrea, mejora de la conversion alimentaria y crecimiento; y de
igual forma, su evaluacion debe ser extensa, ya que cuando se administra a
un animal de granja, este ya es parte de la cadena alimenticia, por lo que

también debe ser seguro para los humanos (Gueimonde et al., 2004).

Entre las ventajas que destacan a G. gallus como modelo de estudio se
encuentra su bajo costo, facil manipulacién, permite tomar muestras de los
diferentes sitios intestinales y por ende, se obtiene una mayor significancia
estadistica para el analisis de la microbiota; asimismo, es posible replicar las

condiciones de produccion y la promocion de crecimiento industrial (Lin, 2011).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar las poblaciones bacterianas autdctonas asociadas a la mucosa
intestinal y su relacién en la fisiologia del epitelio intestinal en un modelo animal

monogastrico Gallus gallus.
4.2 Objetivos especificos

1. Establecer un protocolo de microbiologia molecular para la identificacion
de las poblaciones bacterianas asociadas a la mucosa intestinal en un
modelo monogastrico Gallus gallus.

2. Establecer un ensayo molecular para cuantificar los niveles de
transcripcion de los genes MUC2 (mucina 2), GLUT2 (transportador de
glucosa 2), SGLT1 (transportador sodio-glucosa 1), PepT1 (transportador
de péptidos 1), EAAT3 (transportador 3 de aminoacidos excitatorios) y
FABP2 (proteina de unién a acidos grasos 2) en el epitelio intestinal,
responsables de la interaccion microbioma-hospedador.

3. ldentificar el efecto de los cambios en las poblaciones bacterianas
autoctonas asociadas a la mucosa intestinal sobre la transcripcién de

genes responsables de la interaccion microbioma-hospedador.
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5. METODOLOGIA

5.1 Disefio experimental
Se utilizé un modelo monogéstrico G. gallus, estirpe Cobb 500 (n = 228; 50%

hembras y 50% machos), de 1 dia de edad y obtenidos de una incubadora comercial
en la zona centro del pais. La crianza se llevo a cabo en corrales en piso siguiendo
las recomendaciones de las Normas Oficiales Mexicanas y las Guias de Bienestar
Animal correspondientes. Se utilizaron seis réplicas, cada una de ellas representada
por un corral experimental de 4 m? de superficie y ubicados en una unidad de
aislamiento con condiciones de temperatura y humedad relativa 6ptimas para el
desarrollo de las aves. Los muestreos se llevaron a cabo los dias 1, 7, 15y 35 para
evaluar la dinamica de la microbita y transcripcion genética durante el desarrollo de
los animales (Tabla 11). En cada dia de muestreo se registré el peso corporal,
consumo de alimento e indice de conversion alimenticia. Las aves fueron
sacrificadas por el método de dislocacion cervical (Anexo 3). Se obtuvieron 48
muestras de mucosa intestinal para la extraccion de DNA y 48 muestras para la
extraccion de RNA; cada muestra estuvo compuesta por un pool de mucosa de 5
aves para evitar variaciones entre individuos. Ademas, se llevaron a cabo 3

repeticiones por region intestinal y dia de muestreo.

Tabla 11. Divisién de muestreo

Dia posteclosion de No. De muestra
Muestreo o
sacrificio
1 Dia 1 36
2 Dia 7 36
3 Dia 15 36
4 Dia 35 100
Total de pollos 208
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5.2 Bienestar animal, Normas Oficiales Mexicanas y aprobacion ética
Todos los experimentos, manejo y nutricion de los animales fueron realizados bajo

el cuidado y supervision de un médico veterinario especialista en produccion animal.
Se tomaron medidas para asegurar el bienestar animal de acuerdo a las siguientes
regulaciones:

¢ NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio.

e NOM-029-Z00-1995, Caracteristicas y especificaciones para las
instalaciones y equipo de laboratorios de pruebas y/o analisis en materia
zoosanitaria.

e NOM-033-SAG/Z00-2014, Métodos para dar muerte a los animales
domésticos y silvestres.

¢ NORMA Oficial Mexicana NOM-060-Z0O0-1999, Especificaciones
zoosanitarias para la transformacion de despojos animales y su empleo en la

alimentacion animal.

Asimismo, el presente proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Bioética
de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro con el nimero
de oficio CBQ20/053, y por el Consejo de Investigacion y Posgrado de la misma
facultad y con numero de oficio JFQ-OFIC. 99/2020.

5.3 Recepcion de aves, lugar y condiciones de mantenimiento
La crianza y toma de muestras se llevd a cabo en las instalaciones del Centro

Nacional de Investigacion Disciplinaria (CENID) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicadas en el municipio
de Coldn, Querétaro con clima seco templado. El dia 18 de mayo de 2021, se recibid
la cantidad de 228 pollitos (50% hembras y 50% machos), los cuales se colocaron
en seis corrales previamente montados, cada uno con 38 pollitos, con la misma
cantidad de hembras y machos. Se utiliz6 una campana de gas para obtener una
temperatura de 30 — 32 °C del dia 1 al dia 14 de edad, de 27 °C del dia 14 al 21 y
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de 24 °C del dia 21 al 35. La ventilacién de la caseta fue a través de ventiladores y

cortinas.

El dia de recepcion, se mantuvo un periodo de 24 horas de iluminacién y a partir del
dia 1 de vida, la iluminacion fue por un periodo de 20 horas. Los corrales contaron
con una superficie de 4 m? cada uno, con una densidad inicial de 9 aves/m? y una
cama de aserrin con 5 cm de espesor (Choi et al., 2014). Las medidas de instalacién
de criadero, de limpieza, de bioseguridad, recepcion de pollitos y de crianza, tales
como densidad, iluminacion, ventilacién, temperatura y humedad relativa se

encuentran descritas en el Anexo 1.

5.4 Alimentacion e hidratacién
Durante la recepcién y acomodo de los pollitos en sus corrales se verifico la toma

inmediata de agua. El alimento y agua fueron administrados ad libitum.; se utilizaron
bebederos de campana, comederos de tolva colgantes con capacidad de 10 kg y
se regulo su altura de acuerdo al crecimiento de las aves. Se registré el consumo

de alimento y rechazo cada semana.

Durante los primeros 20 dias de vida, se proporcion6 un alimento de iniciacion (24%
de proteina) y a partir del dia 21 de edad hasta el final del muestreo, las aves
consumieron alimento de fase de crecimiento (20% de proteina). El alimento
proporcionado fue producido en el INIFAP, sin antibidticos promotores de
crecimiento, a base de maiz, en forma de harina y siguiendo las recomendaciones
de “National Research Council (U.S.). Committee on Animal Nutrition” (Council et
al., 1994).
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5.5 Calculo de parametros de productividad
Los pardmetros de crecimiento fueron calculados con las siguientes formulas

(Ojediran et al., 2017; Tandogan y Cicek, 2016):

Ganancia de Peso Promedio/Ave= Peso promedio final — Peso promedio inicial

Peso final—Peso inicial
Edad (dias)

Ganancia Media Diaria de Peso =

. G ia total d
Ganancia de peso = 2242 0T CE PE0

Peso inicial

Consumo de alimento total = Alimento disponible — Rechazo

Consumo de alimento acumulado

Consumo diario de alimento (g/ave/dia) = — - -
(Numero de aves)(Numero de dias)

Consumo de alimento

indice de conversién alimenticia =

Ganancia de peso

Peso final

Eficiencia alimentaria = e ————— B ——
El consumo de alimento total refiere a la cantidad de alimento servido para el total
de aves menos el rechazo de alimento calculado en el periodo de tiempo descrito;
por otro lado, el indice de conversién alimenticia representa la proporcion de
alimento que se convierte en carne, es decir, la cantidad de alimento en kilogramos

(kg) requerido para obtener 1 kg de peso del ave (Nobo et al., 2012).

5.6 Sacrificio y desecho de restos
El sacrificio se realiz6 por dislocacion cervical de acuerdo con lo descrito por Jones

et al., 2013; y se llevé a cabo Unicamente por personal capacitado y con previo
manejo y experiencia en esta técnica. El anexo 3 describe el correcto agarre de los
pollos para no generar estrés y los pasos a seguir para una dislocacion cervical
exitosa. Los restos biolégicos no utilizados para el estudio fueron desechados en

una fosa comun en las instalaciones de INIFAP.
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5.7 Muestreo de la mucosa intestinal
Todas las muestras fueron colectadas en el area de necropsias de la granja

experimental. En los dias de muestreo 1, 7, 15y 35 se colectaron de 5 a 6 aves al
azar por réplica para un total de 32 aves por dia de muestreo (n = 32), de las cuales
16 aves fueron destinadas a la toma de contenido y mucosa intestinal para
extraccion de DNA gendmico y otras 16 aves para la toma de mucosa intestinal para

extraccion de RNA total.

Después del sacrificio por dislocacion cervical, se procedié a la apertura toracica
para remocion de visceras e identificacion de las regiones intestinales de interés.
Las muestras de contenido y mucosa se colectaron en el primer tercio proximal del
duodeno, yeyuno e ileon. Para los ciegos, las muestras se colectaron a partir de un

saco (Figura 10).

A. Duodeno
B. Yeyuno
C. ileon
D. Ciegos

Figura 10. ldentificacion de regiones intestinales para toma de muestras.
Una vez identificadas las secciones, en las aves para la extraccion de DNA, se

tomaron dos trozos de cada regién, uno para obtener el contenido luminal y otro
para la obtencién de la mucosa intestinal. Para esta Ultima, se realizé un corte
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longitudinal y se procedié a dos lavados con solucion salina estéril (SSE) para
remover completamente la materia organica y, mediante un cepillo citolégico estéril,

se realizé un barrido de la microbiota asociada a la mucosa intestinal (Figura 11).

Figura 11. Toma de mucosa intestinal para extraccion de DNA.

Las secciones intestinales para la extraccion de RNA, también fueron sometidas a
dos lavados con SSE para la remocion de contenido luminal; sin embargo, la

mucosa intestinal se obtuvo mediante el raspado con un portaobjeto de vidrio estéril.

Todas las muestras fueron almacenadas en tubos Eppendorf estériles previamente
rotulados e inmediatamente almacenadas en hielo seco (-70°C) para su
conservacion hasta su congelacién en laboratorio. Especificamente, las muestras
de mucosa intestinal para extraccion de RNA total se colectaron en 500 uL de

DNA/RNA Shield para la conservacion integra del RNA.
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5.8 Determinacion de la diversidad microbiana

5.8.1 Extraccion y evaluacion de la calidad del DNA genémico
La extraccion de DNA gendmico de las muestras de contenido y mucosa intestinal
se llevd a cabo a través del kit ZymoBIOMICS DNA/RNA Miniprep (Catalogo R2002)

siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones.

Se colectaron 250 uL de mucosa o contenido intestinal y se colocé en un tubo de
lisis (ZR Bashing Bead Lysis Tubes) conteniendo 750 uL de DNA/RNA Shield y se
homogeniz6 la muestra en un MO BIO PowerLyser 24 Bench Top Bead-Based
Homogenizar a 4,000 rpm durante 45 segundos. Posteriormente, se centrifugo el
ZR Bashing Bead Lysis Tubes a 11,000 RPM durante 1 minuto, se transfirio 400 uL
del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se afiadié 400 uL de
DNA/RNA Lysis Buffer. Se sometié a vortex y se transfirié la muestra (800 uL) a la
columna Spin Away Filter en un tubo de coleccién y se centrifugd a 11,000 RPM por

30 segundos.

Se transfirié la columna Spin Away Filter a un nuevo tubo de coleccion y se afiadio
400 uL de DNA/RNA Prep Buffer. Se centrifugé la muestra a 11,000 rpm por 30
segundos y se desecho el fluido. Posteriormente, se afiadid 700 uL de DNA/RNA
Wash Buffer y se centrifugé a 11,000 rpm por 30 segundos y se desecho el fluido.
Se afiadié 400 uL de DNA/RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugd a 11,000
rpm por 2 minutos y se desecho el fluido. Se transfirié la columna Spin Away Filter
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se afiadié a la columna 100 uL
DNase/RNase Free Water directamente a la columna, se incubé a temperatura
ambiente por 5 minutos y se centrifugd a 11,000 rpm por 30 segundos para eluir el
DNA de cada columna. Se preparoé la columna Zymo Spin IlI-HRC Filter colocandola
en un nuevo tubo de coleccion, agregandole 600 uL de ZymoBIOMICS HRC Prep
Solution y centrifugandola a 10,000 rpm por 3 minutos. Se transfirié el DNA eluido

(100 uL) a la Zymo Spin Il HRC Filter en un nuevo tubo Eppendorf estéril y se
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centrifug6 a 14,000 rpm durante 3 minutos. Se almacené el DNA inmediatamente a
-20°C.

5.8.2 Cuantificacion de DNA gendmico
Se cuantifico y evaluo la pureza del DNA eluido con el espectrofotdmetro NanoDrop
2000 (ThermosScientific).Solo se utilizaron las extracciones que alcanzaron una

concentracion minima de 5 mg/dL de DNA y una pureza de entre 1.8 — 2.0.

5.8.3 Secuenciacion masiva en paralelo del gen 16S rRNA
Para obtener la diversidad biolégica presente en las muestras de la mucosa

intestinal, el DNA obtenido fue utilizado para la secuenciacion metagendémica de las
poblaciones bacterianas a través de la amplificacion masiva de la region
hipervariable V3-V4 del gen 16S rRNA, utilizando un secuenciador lllumina MiSeq
(San Diego, CA). Esta tecnologia fue realizada por la empresa Zymo Research
Corp. (Irvine, CA).

5.8.4 Andlisis bioinformético: asignacién taxondmica, seleccion de genes

homologos implicados en la absorcidn de nutrientes y evaluacién de iniciadores

Se infirieron secuencias de amplicones Unicas a partir de lecturas sin procesar,
también se eliminaron las secuencias quiméricas utilizando el pipeline Dada2
(Callahan et al., 2016). La asignacion taxonOmica se realiz6 utilizando Uclust de
Qiime v.1.9.1 y la taxonomia se asigné con la base de datos de Zymo Research,
una base de datos del gen 16S rRNA que esta disefiada y curada internamente,

como referencia.

Para la seleccion de genes de funcionalidad del enterocito, se realizé una busqueda
exhaustiva en la literatura y se proponen transportadores asociados a la funcion de
absorcion debido a su importancia para el crecimiento y productividad de las aves.
Posteriormente se identificd la presencia de genes homdlogos en el genoma del

modelo G. gallus, obteniendo la anotacién genética, la proteina que codifica y su
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dominio principal. Se evaluo6 la similitud entre secuencias proteicas candidatas en
los modelos experimentales G. gallus, Mus musculus, Rattus norvegicus, Danio
rerio y como secuencias de referencia se utilizaron las de Homo sapiens, todas
anotadas en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés). Después, se buscé la secuencia de
referencia de Homo sapiens en el genoma de los modelos animales mediante la
herramienta de NCBI, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Las secuencias
con mayor porcentaje de identidad y de cobertura fueron seleccionadas como

secuencias candidatas.

Por dltimo, se para la anotacidn genética se utilizé la herramienta bioinformatica
Pfam, la cual es una base de datos de familias proteicas que permite la
identificacion del dominio conservado especifico encargado de describir la
funcionalidad caracteristica de la proteina de interés (Finn et al., 2014). Asimismo,
se buscaron los genes de interés en la base de datos de Chickspress (disponible en

https://geneatlas.arl.arizona.edu/, fecha de visita: febrero 2021), el cual es un

recurso donde se anotan, a partir de articulos cientificos, la expresion de genes en
distintos tejidos del pollo; nos permite buscar rapidamente, visualizar y descargar
secuencias de genes de acuerdo al tejido o etapa de desarrollo (McCarthy et al.,
2019). Ademas, se buscaron referencias en la literatura para sustentar y reportar

los distintos tejidos donde se pueden expresar estas proteinas.

Los iniciadores seleccionados fueron identificados en las secuencias del mRNA
obtenida de la base de datos del NCBI, mediante el programa de visualizacion y
alineacion MEGA X. Al corroborar su alineacion y presencia en la secuencia, se
llevo a cabo un andlisis bioinformatico final mediante las herramientas PrimerBLAST

e in silico PCR para identificar los exones donde transcriben.
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5.9 Cuantificacion de expresion de genes en la mucosa intestinal

5.9.1 Extraccion y purifcacion de RNA total

La obtencion y purifcacion del RNA se llevd acabo mediante el kit ZymoBIOMICS
DNA/RNA Miniprep (catdlogo R2002), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Con anterioridad a la extraccion de RNA, fue necesario realizar un
tratamiento con DNasa en la columna de filtracion para asegurar la elusién exclusiva
de RNA total.

Para matrices sdlidas (heces, soélidos, suelos, raices) o tejidos animales se
emplearon 250 mg (0.250 g) de tejido y para muestras liquidas se emplean 250 uL.
Se pesoO la muestra y se afiadié al tubo de lisis (ZR Bashing Bead Lysis Tubes)
previamente rotulado, se adicionaron 750 uL de DNA/RNA Shield y se homogenizé
la muestra en un “Bead Beader” a 4,000 RPM durante 45 segundos. Posteriormente,
se centrifug6 el ZR Bashing Bead Lysis Tubes a 11,000 rpm durante 1 minuto, se
transfirié 400 uL del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se afiadio
400 uL de DNA/RNA Lysis Buffer. Se sometio a vortex y se transfirio la muestra (800
uL) a la columna Spin Away Filter en un tubo de coleccion y se centrifug6 a 11,000
RPM por 30 segundos. Se afiadié6 800 uL de etanol (95 — 100%) al fluido
sobrenadante presente en el tubo de coleccién

(https://www.zymoresearch.com/products/zymobiomics-dna-rna-miniprep-Kkit).

Se realizé un tratamiento de la columna Zymo-Spin™ IIICG, lavando la columna con
400 uL del reactivo DNA/RNA Wash Buffer y se centrifugo a 11,000 rpm por 30
segundos y se desechd el fluido del tubo de coleccién. Después, se agrego
directamente sobre la columna 80 uL de DNase | Reaction Mix (5 uL de DNase | +
75 uL DNA Digestion Buffer) y se dejo incubar a temperatura ambiente por 15
minutos. Se agrego los 800 uL de la mezcla del fluido sobrenadante con etanol a la
columna Zymo-Spin™ IIICG preparada y se centrifugd a 11,000 rpm por 30

segundos. Se desecho el fluido.
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Se transfirié la columna Zymo-Spin™ IIICG a un nuevo tubo de coleccién y se
afadio 400 uL de DNA/RNA Prep Buffer. Se centrifugd la muestra a 11,000 rpm por
30 segundos y se desecho el fluido. Posteriormente, se afiadié 700 uL de DNA/RNA
Wash Buffer y se centrifugd a 11,000 rpm por 30 segundos y se desecho el fluido.
Se afiadié 400 uL de DNA/RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugé a 11,000
rpm por 2 minutos y se desecho el fluido. Se transfirié la columna Zymo-SpinTM
ICG a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se afiadié a la columna 100 uL
DNase/RNase Free Water directamente a la columna, se incub6 a temperatura
ambiente por 5 minutos y se centrifugé a 11,000 rpm por 30 segundos para eluir el
DNA de cada columna. Se prepar6 la columna Zymo Spin IlI-HRC Filter colocandola
en un nuevo tubo de coleccién, agregandole 600 uL de ZymoBIOMICS HRC Prep
Solution y centrifugandola a 10,000 rpm por 3 minutos. Se transfiri6 el DNA eluido
(100 uL) a la Zzymo Spin Il HRC Filter en un nuevo tubo Eppendorf estéril y se
centrifug6 a 14,000 rpm durante 3 minutos. Se almaceno el RNA inmediatamente a
-20°C.

5.9.2 Cuantificacion de RNA total

Se cuantificd y evalu6 la pureza del RNA total eluido con el espectrofotometro
NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Se espera una concentraciéon minima de 200
ng/pL de RNA y una pureza de entre 1.8 — 2.0.

5.9.3 Limpieza de RNA total y evaluacion de integridad
Para evaluar la transcripcion de los genes involucrados en la funcién del epitelio

intestinal, es necesaria la formacién de DNA complementario (cDNA) a partir del
RNA total extraido; sin embargo, se debe llevar a cabo un proceso de purificacion y
limpieza del RNA con el fin de remover DNA contaminante y otros cationes
divalentes. Por lo tanto, se utilizé el kit TURBO DNA free de Invitrogen® de acuerdo
a las especificaciones del fabricante para un tratamiento riguroso y con una dilucién
previa para obtener una concentracion final de 200 ul/ng en cada muestra. Se

afiadio 5 pL de 10X TURBO DNase Buffer a cada muestra, seguido de 0.75 uL de
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TURBO DNase Enzyme y se incub6 a 37 °C/30min en termociclador. Se repitid la
administracion de 0.75 pL de TURBO DNase Enzyme y la incubacién a 37 °C/30min
en termociclador; después, se afiadido 10 uL de DNase Inactivation Reagent, se
incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos agitando 2 — 3 veces durante este
tiempo y se centrifug6é a 10, 000 RFC/1.5 min. Se transfirio el sobrenadante a un

tubo Eppendorf estéril.

5.9.4 Evaluacion de integridad del RNA total con tratamiento TURBO DNA free

La evaluacion de la integridad de las muestras de RNA total se llevd a cabo
mediante un gel de electroforésis con el protocolo descrito por Aranda et al., (2012),
quienes utilizan hipoclorito de sodio como compuesto desnaturalizante de las
estructuras secundarias del RNA. El gel de agarosa se prepar6 al 1% con 100 uL
de hipoclorito de sodio al 6% por cada 0.1 g de agarosa. En cada pozo se colocé 5
uL de muestra para una concentracion de 1,000 ng/uL de RNA total. EI RNA integro
presenta bandas visibles y claras de los genes 28S rRNA (4.8kb) y 18S rRNA
(2.0kb).

5.9.5 Cuantificacion de la transcripcion de genes por RT-qPCR
Para la sintesis de cDNA se utilizo el kit de transcripcion reversa de alta capacidad

Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Catalogo: #K1621) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se usaron 2,200 ng de templete de RNA
(11 pL del RNA con tratamiento TURBO DNA free a una concentracion de 200 ng/
pL), se afiadio a cada muestra 1 pL de oligo (dT)18 primer, 4 pL de 5X Reaction
Buffer, 1 L de RiboLock Rnase Inhibitor, 2 puL de 10mM dNTP Mix y 1 pL Revert
Aid MMuLV RT, para obtener un volumen final de 20 pL. Se procedio a la incubacion
en termociclador a 42 °C/60 min, y una ultima incubacion a 70 °C/5 min. Los 20 pL
de cDNA resultantes tuvieron una concentracion final de 110 ng/ul. Se contemplaron
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dos controles negativos, uno con templete de RNA sin enzima transcriptasa y otro
con todos los reactivos sin templete de RNA.

Para la PCR de amplificacion control, usamos una dilucién 1:500 (3 uL de cDNA con
1497 uL de agua libre de nucleasas) para llevar a cabo el protocolo con la enzima
polimerasa Phire Hot Start Il de Thermo Scientific™ y obtener un volumen final de
17 uL; se usaron los iniciadores del gen de referencia gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) del modelo G. gallus. El protocolo de PCR fue el
reportado por Gilbert et al., 2007, con los siguientes ciclos: 95 °C por 5 minutos, 35
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 54 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto y 1 ciclo final
de 73 °C por 10 minutos. Después, se realizé un gel de electroforésis al 2% y se
identificé el gen GAPDH con un peso molecular esperado de 73 pb.

La construccion de las curvas estandar para la cuantificacion relativa se llevo a cabo
con muestras de cDNA de pruebas piloto a una concentracion original de 110 ng/ul.
Se realizaron 8 diluciones quintuples seriadas del cDNA utilizando agua libre de
nucleasas como diluyente; la concentracién de la muestra original fue de 110ng/ul,
la primera dilucién tuvo una concentracion de 22 ng/ul de cDNA en un volumen de
150 pl y la ultima dilucion fue de 0.042 ng/ul. Cada reaccion de 17 pl de qPCR
contenia: 5 pl de Takara SYBR® Premix Ex Tag™, 0.68 uM de los iniciadores
forward y reverse (Tabla 12), 8.64 uL de agua grado PCR y 2 ul de cDNA (diluciones
1:5). Las reacciones se realizaron por duplicado en el termociclador CFX Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad) con las siguientes condiciones: 94 °C por 3
minutos, 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 54 °C para los genes GADPH y MUC2
y 60 °C para genes restantes por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos, 72 °C por 5
minutos y una curva de disociacion de 50 — 95 °C por 0.05 segundos.

Se realizd6 una cuantificacion relativa al gen Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GADPH) para medir la expresion de transportadores de glucosa

(GLUT2 y SGLT1), di y tri péptidos (PepT1l), aminoacidos excitatorios como
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glutamato (EAAT3), acidos grasos de cadena corta (FAPB2) y la secrecion de
mucinas mediante la expresion de MUC2. Se pretende establecer patrones de

expresion a lo largo del intestino delgado y ciegos.
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Tabla 12.

Funcion molecular de proteinas intestinales y secuencias de iniciadores usados para RT-gPCR

Funcién en la mucosa Tamafio
Gen Nombre intestinal Secuencia de iniciadores (forward/reverse) de Referencia
amplicon
. Formadora de gel de F: GCTGATTGTCACTCACGCCTT
MUC2 Mucina 2 moco R ATCTGCCTGAATCACAGGTGC 442 Paraskeuas et al., 2019
GLUT 2 | Transportador de Nag'e)/ Clztéigzpeor:t:fjor F: CACACTATGGGCGCATGCT 66 Gilbert et al. 2007
glucosa 2 ge gi R: ATTGTCCCTGGAGGTGTTGGTG v
intestino delgado
Transporta bajas
Transportador de . F: GCCGTGGCCAGGGCTTA .
SGLTL | Sodio-glucosa 1 °°”°e”gﬁf£2§s de D- R: CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA 1 Gilbert et al., 2007
Transportador de | Transporta dipéptidos y F: CCCCTGAGGAGGATCACTGTT .
PepTl péptidos 1 tripéptidos R: CAAAAGAGCAGCAGCAACGA 66 Gilbert et al., 2007
Transportador
. . Transporta aspartato, F: TGCTGCTTTGGATTCCAGTGT .
EAATS excitatorio de glutamato y cisteina | R: AGCAATGACTGTAGTGCAGAAGTAATATATG & Gilbert et al., 2007
aminoécidos 3 _
Fappa | Proteinadeunion | Tansponte de Acidos F: AAAGATAATGGAAAAGTACTCACAGCAT - Chen ot al.. 2015
a acidos grasos 2 Co R: CCTTCGTACACGTAGGTCTGTATGA v
Larga y triglicéridos
Gliceraldehido 3 .
Gen de referencia F: GCCGTCCTCTCTGGCAAAG .
GAPDH fosfato (housekeeping gene) R: TGTAAACCATGTAGTTCA 3 Gilbert et al., 2007
deshidrogenasa
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5.10 Andlisis estadistico
Se realizaron analisis de ANOVA y posthoc Tukey utilizando el paquete

estadistico StatView (Sidel, 1986). Se consideraron diferencias significativas
cuando un valor de p = 0.05 (Oliveira et al., 2013). Todos los datos fueron

expresados como las medias * el error estandar (SE).

Para los analisis de correlacion, se utilizo la prueba de Pearson con el paquete
estadistico de PAST. Unicamente se consideraron coeficientes con R2 = 0.6
para correlaciones positivas y R? < -0.6 para correlaciones negativas. En el
entendido que R? = 0 significa una correlaciéon nulay R?> = +1 o -1 es una
correlacion perfecta, se utilizaron los siguientes rangos de clasificacion para la
fuerza de correlacion: moderada a fuerte cuando R?0.6 2 0.79 0 -0.6 < -0.79,
y correlacién fuerte a muy fuerte cuando R? 0.8 2 1 o R? -0.8 < -1 (Akoglu,
2018).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
El objetivo del presente trabajo fue establecer un modelo animal que permita

estudiar la biologia de la mucosa intestinal y las interacciones microbiota —
hospedador. Para cumplir con esta meta se realizaron analisis bioinformaticos
para la identificacion de genes homdlogos implicados en la absorcion de
nutrientes; de la microbiota asociada a la mucosa intestinal; de transcripcion
de genes del enterocito y de correlacion entre poblaciones bacterianas y

transcripcion genética.

6.1 Genes homologos implicados en la absorcion de nutrientes, anotacion
genética, evidencia de expresion en el modelo G. gallus

Después de una busqueda exhaustiva en la literatura, se proponen los
principales transportadores asociados a la absorcion de hidratos de carbono
(SGLT1 y GLUT2), absorcion de pequefios péptidos (PepT1), absorcion de
aminoacidos exictatorios como glutamato (EAAT3) y de &cidos grasos libres
(FABP2) para evaluar la funcionalidad del enterocito (Figura 12); estos
transportadores han sido estudiados y establecidos previamente en mamiferos

y aves (Garriga et al., 1999; Pinca et al., 2019).
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Figura 12. Representacion de proteinas transportadoras expresadas en el
enterocito.

Los genes seleccionados han sido estudiados y validados en distintos modelos
animales (Cedernaes et al.,, 2011); la alineaciébn entre sus secuencias
proteicas muestra una homologia entre 60% y 90% con respecto a las
proteinas encontradas en el humano (Tabla 13). La cercania entre porcentajes
nos indica que estos mecanismos moleculares estan conservados en el
modelo aviar. Especificamente para este modelo, definimos un rango de
porcentaje de identidad entre 65 - 85%, lo que sustenta la presencia de genes

homologos en el genoma de este modelo.
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Tabla 13. Niveles de homologia entre especies

Modelo SLC5A1 | SLC2A2 | SLC2A5 | SLC15A1 | SLC1Al | FABP2
animal (SGLT1) | (GLUT2) | (GLUT5) | (PepTl) | (EAAT3)

Homo 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Sapiens
(referencia)

Mus 80.93% 81.87% 82.67% 85.05% 90.08% 78.03%
musculus

Gallus gallus 79.81% 64.52% 65.06% 65.35% 83.68% 70.45%

Danio rerio 75.85% 58.17% 68.65% 60.46% 73.3% 67.94%

i
Rattus 80.62% 82.06% 81.31% 84.08% 91.03% 81.82%
norvegicus

Se obtuvo anotacion genética, la proteina que codifica y su dominio principal,
lo que permitié llevar a cabo una prediccion certera y necesaria para estudios
de gendémica comparativa (Tabla 14) (Nava et al., 2009). La herramienta
bioinformética Pfam identific6 dominios relacionados con la funcién esperada
en Homo sapiens, por lo que estructuralmente, el modelo G. gallus presenta
dominios del humano, lo que aporta sustento a estas proteinas para ser

utilizados en estudios con este modelo.
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Tabla 14. Anotacién genética y dominios conservados en las secuencias de

aminoécidos de G. gallus

Simbolo

» No. Acceso Dominio No. Acceso
gen/ Funcion i o
5 Protein NCBI Pfam Pfam/Descripcion
proteina
Transporte de glucosa,
PF00083/
Slc2a2/ fructosa y galactosa del
) o y NP_997061.1 Sugar tr Sugar (or other)
GLUT2 citosol hacia circulacion
transporter
portal.
Transporte de glucosa PF00474/
Slic5al/ ) .
SGLT1 del lumen hacia dentro | NP_001280169.1 SSF Sodium:solute
del enterocito symporter family
PF00854/
Slcl5al/Pe Transporta di y Proton-dependent
. NP_989696.1 PTR2 ) )
pT1l tripéptidos. oligopeptide
transporter
PF00375/
Afinidad a aminoacidos ) )
Slclal/ o Sodium:dicarboxyl
anibnicos (aspartato y XP_424930.4 SDF
EAAT3 ate symporter
glutamato) .
family
Transporta Ac. Grasos
de Cadena Largay PF00061/
triglicéridos. Su Lipocalin /
FABP2 reduccion se ha NP_001007924.1 Lipocalin cytosolic fatty-acid

correlacionado con la
pérdida de funcién

barrera.

binding protein

family
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En la base de datos Chickspress hay evidencia de estudios transcriptomicos
donde se ha reportado la presencia del mRNA de los genes propuestos.
Ademas, se buscaron referencias en la literatura para sustentar y reportar los

distintos tejidos donde se pueden expresar estas proteinas (Tabla 15).

Tabla 15. Evidencia de expresion de RNA

Gen/ Chickspress . Tejidos donde se
. X . Referencia
Proteina | (Presencia/Ausencia) expresan
Slc2az/ Presente Byers et al., 2017; imggt(ijr?c’) %aellqc;?jisy
GLUT2 Byers et al., 2018 10 delgado y
rifiones
Slicb5al/ Presente Ferrer et al., 1994; (dlljr:gzzgo dilgjgg)
SGLT1 Zhang et al., 2019 ) Y Yey y
ciegos
Slcl5al/ Presente Zwarycz y Wong, 2013; Intesrt(ljr:(ci)n?il)g?%%r(]pé\rte
PepT1 Hussar et al.,2017 P N
higado.
Slclal/ Presente Weintraut et al., 2016; Intestino delaado
EAAT3 Kaminski y Wong, 2018 9
Hughes y Piontkivska, .
FABP2 Presente 2011: Chen et al., 2015 Intestino delgado

Esta evidencia sugiere que las rutas moleculares de absorcion de interés estan
presentes en G. gallus, pero es necesario demostrar su transcripcion en la
mucosa Yy evaluar su dindmica transcriptomica a través del desarrollo del ave

y en diferentes regiones del intestino delgado.
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6.1.1 Seleccion y evaluacion bioinformatica de iniciadores

Después de una busqueda exhaustiva en la literatura, se eligieron iniciadores

que estuviesen previamente validados y ampliamente utilizados en otras

referencias (Tabla 16); Unicamente se necesitd una ambigledad para el

iniciador forward del gen slc5al.

Tabla 16. Secuencias de iniciadores seleccionados

Tamafio
amplicon
Gen Nombre Secuencia (5'-3) (pb) Referencia
Slc5al/ _ Sodium-glucose F: CCGTGGCCAGGGCTTA 7 Gilbert et al., 2007
SGLT1 linked transporter 1 | R: CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA
gfaaTzzl Glucose transporter 2 F: CACACTATGGGCGCATGCT 68 Gilbert et al., 2007
R: ATTGTCCCTGGAGGTGTTGGTG
Slc15al/PepT1|Peptide transporter 1 F: CCCCTGAGGAGGATCACTGTT 66 Gilbert et al., 2007
R: CAAAAGAGCAGCAGCAACGA
. . . F: TGCTGCTTTGGATTCCAGTGT
Siclal/ Excitatory amino acid 79 Gilbert et al.. 2007
EAAT3 transporter 3 R: K
AGCAATGACTGTAGTGCAGAAGTAATATATG
FABP? Fatty aC|d_ binding | F: AAAGATAATGGAAAAGTACTCACAGCAT - Chen et al., 2015
protein 2 R: CCTTCGTACACGTAGGTCTGTATGA
D-glyceraldehyde-3- F: GCCGTCCTCTCTGGCAAAG
GAPDH phosphate R: TGTAAACCATGTAGTTCA 73 Gilbert et al., 2007
dehydrogenase
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6.2 Productividad y mortalidad
Se realizé un pesaje de todas las aves antes de su sacrificio en cada dia de

muestreo (1, 7, 15y 30) y se registro el consumo de alimento total (Tabla 17).

Tabla 17. Rendimiento de crecimiento en los diferentes dias de muestreo.

2 |7 o~ o 3_ | &5 03 o9

Z S 0| 9 B2 ISC) s 82 8o o3 SZ S -8
= g S | O =) € o S 0w T > o3 T2 5 -8
8 T 5| 3 S 3 S 2 c < > o g2 o € ~ 2=
S c @ =0 =T To® S o S o ECD ]
c = S S o= o= c35 3 c 0 = 5>~ P £

E 1z |2|g |28 |gT |&%% |8¢ |23 3 < =
o & o . n S Oco c o o c ® o®

< ke OIS o = c o T @ OE Q o

3 o o o 5 (Ol T Oo

1 7 6 189 42.23 130.11 87.88 14.65 19,800 17.46 1.19
7 8 150 130.11 404.66 274.55 34.32 75,000 62.5 1.82
15 20 107 404.66 2,003.18 | 1,598.52 79.92 83,190 155.50 1.51

En el presente estudio, el peso promedio final por ave al dia 1, 7, 15y 35 de
edad fue de 42 g, 130 g, 404 g y 2000 g, respectivamente; y al final del estudio,
el indice de conversion alimenticia fue de 1.51. El manual de Cobb-Vantress
(2018) menciona que los pesos promedio para las edades evaluadas en el
presente estudio son los siguientes: al dia 1, 63 g; dia 7, 193 g; dia 15, 589 ¢
y dia 35, 2273 g. Ademas, reporta que el indice de conversion alimenticia
acumulada ideal es de 1.5 con un consumo de alimento acumulado de 3.39 kg
al dia 35 de edad. Sin embargo, este mismo manual destaca que el
desempefio de pollos de engorde varia de un pais a otro. Ademas del genotipo,
los factores ambientales de produccion influyen en el crecimiento y bienestar
de las aves; un buen manejo de los sistemas de produccion de las aves
permitira la expresion total de su potencial genético y por lo tanto, una mayor

productividad en un periodo corto de tiempo (Baracho et al., 2019).

En México, Ayala Lopez, 2020 estudié el efecto de programas de alimentacién
con distintos periodos de restriccion alimenticia en dos estirpes de pollos de
engorde y evaluo los parametros zootécnicos. Las condiciones de crianza y
alimentacion fueron similares al presente estudio; ofreci6 alimento de iniciacion
del dia 1 al 21 y de crecimiento del dia 22 al 35, en una presentacion fisica de

harina. Respecto al peso vivo para la estirpe Cobb500 en el grupo control
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(alimentacién ad libitum), Ayala Lopez obtuvo resultados similares a los
observados en el presente trabajo respecto al peso vivo para el grupo control
de la estirpe Cobb 500, reportando un peso inicial de 43 g; 149 g al dia 7; 451
g al dia 14; y 2,049 g al dia 35. Asimismo, reporta un indice de conversion
alimentica de 1.62 al dia 35, mientras que en el presente estudio se obtuvo un
indice de conversion alimenticio de 1.51 en ese mismo dia (Ayala Lopez,
2020).

6.2.1 Mortalidad
Los porcentajes de mortalidad aumentaron conforme a la edad y la mortalidad

general acumulada durante el ciclo productivo fue de 5.7% (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje de mortalidad

Aves

. - Mortalidad | sacrificadas e Mortalidad
Dia Aves Aves.
S (No. Aves) para : (%)
inicial final
muestreo
0 228 1 0 227 0.44
1 227 2 36 189 0.88
7 189 3 36 150 1.59
15 150 3 36 111 2
35 111 4 68 39 3.60
TOTAL 13 5.70

Las causas de muerte identificadas fueron sindrome ascitico y problemas en

el sistema locomotor.

76



6.3 ldentificacion de las poblaciones bacterianas asociadas a la mucosa
intestinal en un modelo monogastrico Gallus gallus.

La secuenciacion masiva del gen 16S rRNA (V3-V4) mediante la tecnologia
lllumnina MiSeq produjo un total de 1, 879,350 secuencias agrupadas en 1,464
Amplicon Sequence Variants (ASVs); la cantidad de filos y familias detectadas

fue dependiente de la region intestinal analizada (Tabla 19).

Tabla 19. Numero total de secuencias, filos y familias en intestino delgado y

ciegos.
Regidn Numero de Filos Familias
intestinal secuencias
Duodeno 426,790 4 15
Yeyuno 467,795 4 13
fleon 449,721 2 9
Ciegos 535,044 5 17

Actualmente, esta tecnologia es la mas utilizada para el estudio de la
microbiota ya que existen diversas plataformas bioinformaticas que permiten
una clasificacion taxonémica precisa (Cao et al., 2017; Sm et al., 2015). Debido
a gque la agrupacion a nivel de familia involucra un menor margen de error en
la clasificaciobn por las herramientas bioinforméticas, el presenta trabajo
describe la microbiota intestinal del modelo G. gallus a este nivel taxonémico
(Ngunijiri et al., 2019; Sekirov et al., 2010).
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Respecto a la diversidad alfa, las curvas de rarefaccion con el indice de chaol
demuestran que la cantidad de muestras analizadas fue suficiente para la
descripcion del total de la microbiota de la mucosa intestinal en todas las
regiones y dias analizados. Asimismo, se observa que la diversidad aumenta
conforme avanza la edad del ave; al dia 35 se observo la mayor diversidad en
todas las regiones intestinales (Figura 13). En el ileon se observa un patrén
distinto a las demas secciones, ya que la diversidad disminuye
considerablemente del dia 1 al dia 7, sin embargo, para el dia 15 sucede un

aumento exponencial en la diversidad.

A) B) o

B Dia1

o o .
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Figura 13. Curvas de rarefaccion de la diversidad alfa (chaol) con respecto a
la acumulacién de secuencias en A) Duodeno, B) Yeyuno, C) lleony D) Ciegos
a los diferentes dias de muestreo.

También se analizaron las medias de abundancia de ASVs en cada segmento
intestinal en los distintos dias de muestreo (Figura 14). El analisis del gen 16S
rRNA por el método de ASVs infiere la secuencia biologica exacta en la
muestra antes de la amplificacion y determinacion de secuencias erroneas;

distingue variaciones en la secuencia si difieren por 1 nucleétido, lo que
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permite una mayor precision al 97% de identidad entre secuencias utilizado en
el método de asignacion por Operational Taxonomic Unit (OTU) (Chiarello et
al., 2022).

En duodeno, la abundancia inicial al dia 1 tuvo un cambio significativo hasta el
dia 15, aumentando de 54 a 158 ASVs (p=0.038); sin embargo, no se observa
un aumento significativo entre el dia 15 y 35. En yeyuno e ileon, se aprecia un
aumento estable y no significativo entre todos los dias de muestreo. Lo
contrario sucede en ciegos, donde cada dia de muestreo se observa un
aumento representativo de ASVs (d1 = 23 ASVs, d7 = 182 ASVs, d15 = 276
ASVs y d35 = 357 ASVs; p= 0.002).

A) B)

250.0 250.0

200.0 200.0
150.0 150.0
100.0 100.0
50.0 50.0

0.0 0.0
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300.0

100.0
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200.0
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d1 d7 d15 d3s

Dias de muestreo (d)

Figura 14. Comparacioén de medias de ASVs en A) Duodeno, B) Yeyuno, C)
lleon y D) Ciegos a los dias (d) 1, 7, 15 y 35. Diferencia de medias mediante
prueba de Tukey (nivel de significancia a 0.05).
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De igual forma, Ranjitkar et al., 2016, reportan que la diversidad alfa aumenta
conforme a la edad de las aves. Asimismo, un nimero menor de ASVs en el
intestino delgado puede deberse al rapido transito intestinal de las aves cuyo
tiempo promedio es de 2.5h, ya que un periodo corto de retencion permite la
adherencia de una cantidad menor de bacterias, ademas de provocar una
selectividad en la diversidad de microorganismos (Pany Yu, 2014). El duodeno
se caracteriza por presentar la menor rigueza bacteriana debido al limitado
tiempo de exposicion al transito intestinal y a la dilucion de la digesta por los
acidos biliares (Shang et al., 2018). Por otro lado, los sacos ciegos presentan
una mayor riqgueza microbiana, ya que ademas de ser el principal sitio de
fermentacién, la digesta puede durar en estos de 12 — 20 horas (Sergeant et
al., 2014).

Hasta este momento, existe limitada evidencia de la microbiota en el intestino
delgado, a pesar de que el proceso de absorcidn sucede en esta region y su
microbiota podria afectar el rendimiento de las aves; sin embargo, se ha
observado que la microbiota del intestino delgado tiende a ser similar en
duodeno, yeyuno e ileon, presentando una diversidad pobre y la presencia
Unicamente de hasta 5 filos bacterianos (Kollarcikova et al., 2019). En el
presente trabajo, se observa una diversidad limitada a 6 filos bacterianos,

siendo los ciegos la regién con mayor diversidad.
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En cuanto a la composicion a nivel taxondmico de filo, en el presente estudio
predominaron cinco filos bacterianos a través del intestino delgado y ciegos,
siendo Firmicutes y Proteobacteria los mas abundantes (Figura 15);
especificamente, Proteobacteria tuvo una mayor abundancia al dia 1 en el
intestino delgado y ciegos, disminuyendo considerablemente en los dias
posteriores. Asimismo, se observa una mayor diversidad de filos al dia 35.

A) B)
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90% 90%
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Dias de muestreo (d)
Figura 15. Abundancia relativa a nivel taxonémico de filos en A) Duodeno, B)
Yeyuno, C) lleon y D) Ciegos a diferentes dias de muestreo.
Asimismo, a nivel taxonémico de familia, se identificaron las diez familias mas
abundantes de la mucosa intestinal en todas las secciones analizadas (Figura
16), siendo la familia Lactobacillaceae del filo Firmicutes la mas abundante

(32.5%).
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Figura 16. Principales familias encontradas en la microbiota de la mucosa

intestinal en el modelo aviar monogastrico Gallus gallus.

La abundancia relativa a nivel de familia fue distinta de acuerdo a la regién
intestinal y edad de las aves. Al dia 1 de edad, las tres familias mas
abundantes de la mucosa del duodeno fueron Enterobacteriaceae,
Lactobacillaceae, y Enterococcaceae; en yeyuno fueron Enterobacteriaceae,
Clostridiaceae 'y  Streptococcaceae; en ileon, Streptococcaceae,
Enterococcaceae y Enterobacteriaceae; y en ciegos, Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae y Clostridiaceae. A partir del dia 7, y en las tres regiones del
intestino delgado, la familia Lactobacillaceae domina y aparecen las familias
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae; en ciegos, se establecen como
dominantes las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. Al dia 15, en la
mucosa de duodeno y yeyuno dominan las familias Lactobacillaceae,
Peptostreptococcaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae; de ileon,
domina el orden Clostridiales y Lactobacillaceae; y en ciegos, continua la
dominancia de Lachnospiraceae y Ruminococcaceae hasta el final del estudio
(Anexo 6). Al dia 35, existe una mayor diversidad en todas las regiones

intestinales, siendo Lactobacillaceae la familia dominante en la mucosa de
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duodeno y yeyuno, mientras que en ileon continta la superioridad del orden
Clostridiales (Figura 17).
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Figura 17. Abundancia relativa a nivel taxonémico de familia en la mucosa
intestinal de (A) duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon y (D) ciegos en los dias 1, 7,
15y 35.

En concordancia con los resultados obtenidos en el presente proyecto, Awad
y cols. (2016) analizaron la microbiota asociada a la mucosa intestinal en el
modelo G. gallus tomando muestras de yeyuno y ciegos a los dias 1, 7, 14 y
28, reportan que Firmicutes y Proteobacteria fueron los filos predominantes,
siendo este ultimo significativamente mayor al dia 1 de edad, mientras que
Firmicutes fue el filo mas abundante en aves mayores; asimismo, presentaron

menores proporciones de Actinobacteria y Bacteroidetes (Awad et al., 2016).
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Las bacterias del filo Firmicutes cumplen con una funcién importante en la
digestion y salud de las aves; especificamente, para la creacion de un perfil
microbiano que permita una extraccion mayor de energia a partir de la
produccion de acidos grasos de cadena corta (Li et al., 2016; Liu et al., 2021).
Ademas, se ha reportado que los miembros del filo Firmicutes pueden inhibir
el crecimiento de patdgenos oportunistas (Brown et al., 2012). Por lo anterior,
se sugiere que la diversidad limitada al dia 1 de edad permite la colonizacion
de bacterias pertenecientes al filo Proteobacteria, tales como Escherichia coli,
Salmonella enterica y Campylobacter jejuni; sin embargo, conforme aumenta
la exposicidn a factores ambientales como alimentacion y cama, aumenta la
diversidad, permitiendo la exclusion competitiva y el establecimiento de
bacterias pertenecientes al filo Firmicutes, como Lactobacillus. La mayoria de
las bacterias del filo Proteobacteria se caracterizan por ser de naturaleza
patdgena, por lo que su presencia se relaciona con un estado pro inflamatorio
y estimulador de la produccién de citocinas (Diaz Carrasco et al.,, 2019).
Kubasova et al., 2019, estudiaron este fenébmeno y concluyeron que los ciegos
de pollitos recién eclosionados Unicamente pueden ser colonizados por
bacterias Gram negativas pertenecientes a los filos Bacteroidetes,
Proteobacteria, Synergistetes o Verrucomicrobia; ademas postularon que a
esta edad no es posible la colonizacion por miembros de los filos
Actinobacteria y Firmicutes, cuyas bacterias son utilizadas como probiéticos,
se establezcan en el intestino de dichos pollitos (Kubasova et al., 2019). Se
necesitan mas estudios para determinar el mecanismo de este patron de

interaccion.

Se ha reportado que existen pocos estudios que caractericen la microbiota de
la mucosa en las diferentes regiones intestinales mediante técnicas de
secuenciacion de DNA; sin embargo, se distinguen diferencias entre los
microambientes de la mucosa intestinal y el lumen; por lo tanto, son capaces
de albergar diferentes perfiles microbianos con funciones metabolicas e

inmunoldgicas distintas (Ringel et al., 2015).
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El andlisis a nivel taxonbmico de familia revel6 una mayor diversidad en
duodeno y yeyuno, asi como la presencia de otras familias no presentes en
ileon, tales como Erysipelotrichaceae, Porphyromonadaceae,
Corynebacteriaceae, Bacillaceae, Staphylococcaceae y Dermabacteraceae.
Por lo tanto, son necesarios futuros estudios donde se consideren todas las
secciones del intestino delgado, ya que se observa la presencia de familias
especificas en cada regién, y buscar su funcién o influencia sobre el epitelio

intestinal.

El primer reporte de la microbiota asociada a la mucosa intestinal a través de
todo el tracto gastrointestinal del modelo G. gallus al dia 35 y mediante
secuenciacion del gen 16S rRNA fue el descrito por Gong et al., 2007; sin
embargo, en este estudio se emplearon aves de la estirpe Ross y
administraron bacitracina zinc en la dieta como promotor de crecimiento,
factores que influyen en la composicion de la microbiota intestinal (Gong et al.,
2007). A pesar de esto, se presentaron resultados similares a los obtenidos en
el presente estudio, la clase Clostridia, al cual pertenecen las familias
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, fue la mas abundante en ciegos;
asimismo, se coincide en que el intestino delgado alberga una microbiota
dominada por Lactobacillus y que la microbiota asociada a la mucosa intestinal
del duodeno es mas diversa que en la mucosa del ileon. Especificamente en
ileon, mencionan que la familia Enterococcaceae del orden Lactobacillales fue
la segunda mas abundante; sin embargo, el presente estudio revela que el

orden Clostridiales tuvo mayor presencia al dia 35.

También se ha reportado que la composicion de la microbiota en el intestino
delgado es similar, siendo la familia Lactobacillaceae la mas abundante; sin
embargo, la densidad es menor en la parte proximal del intestino en
comparacion con el ileon, es por esto que diversos articulos se enfocan

particularmente a la caracterizacion de la microbiota del ileon. Richards-Rios
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etal., 2020, caracterizaron la microbiota del lumen y mucosa intestinal del ileon
en tres estirpes distintas. El perfil microbiano de la mucosa del dia 1 al 14 en
la estirpe Cobb, se caracteriza por la dominancia de la familia
Enterobacteriaceae, la cual continué su abundancia al dia 21, siguiéndole las
familias Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Erysipelotrichaceae y la nueva
presencia de Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. Al dia 42,
Lactobacillaceae, Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, Erysipelotrichaceae,
Peptostreptococcaceae, Candidatus Arthromitus, Lachnospiraceae vy
Ruminococcaceae estuvieron presentes en lumen y mucosa intestinal del

ileon.

Los sacos ciegos son los segmentos mas estudiados debido a su alta densidad
microbiana y por ser un sitio importante para el reciclaje de urea, regulacion
de agua y fermentacién de carbohidratos que contribuyen a la salud intestinal,
asi como ser el principal reservorio de patdégenos para aves (Ngunijiri et al.,
2019). La funcion de la microbiota de los ciegos en pollos de engorde comercial
no es claray, en algunos experimentos, los ciegos se han removido sin afectar
el desarrollo del pollo. Richards et al., 2019 reporta en cambio de la microbiota
de la mucosa en ciegos a través del tiempo en distintas estirpes de pollos de
engorde y reporta que al dia 0 de vida posteclosidon prevalecen las familias
Clostridiaceae, Enterobacteriaceae y Enterococcaceae, mientras que al dia 3,
dominan las familias Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y Enterococcaceae.
A los dias 7 y 14, continla la predominancia de Lachnospiraceae y
Ruminococcocaceae, mientras que entre los dias 28 y 42, la familia mas
abundante fue Ruminococcaceae, seguida de Clostridiales vy
Lachnospiraceae. Estos resultados fueron replicables en el presente estudio,
siendo Enterobacteriaceae, Enterococcaceae y Clostridiaceae las mas

abundantes al dia 1, y Lachnospiraecae y Ruminococcaceae al dia 7, 15y 35.

La familia Lactobacillaceae del filo Firmicutes fue la mas abundante (32.5%).

La dominancia de esta familia en la microbiota intestinal puede deberse a su
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resistencia a un pH &cido, aerotolerancia y una multiplicacién apresurada
gracias a su capacidad fermentadora de carbohidratos para la obtencion de
energia (Kubasova et al., 2021). Interesantemente, la familia Lactobacillaceae
podria presentar cepas con potencial probiodtico, capaces de expresar una
actividad antimicrobiana y de defensa del hospedador (Zhou et al., 2021). Por
ejemplo, se ha obsevado que varias cepas de Lactobacillus salivarius pueden
producir bacteriocinas con efecto inhibitorio de bacterias Gram negativas y
Gram positivas, como Salmonella enterica y C. jejuni en pollos (Sureshkumar
et al., 2021; Svetoch et al., 2011). Ademas, las bacterias del género
Lactobacillus son capaces de producir &cido lactico, lo que permite disminuir
rapidamente el pH intestinal hasta por debajo de cinco, evitando la
colonizacion por algunos patdgenos oportunistas, como E. coli, S. enterica y
Clostridium perfringens (Kubasova et al., 2021). Asimismo, los acidos grasos
de cadena corta (AGCC) producidos por Lactobacillus pueden penetrar la
membrana celular bacteriana, disminuyendo el pH intracelular e inhibiendo
algunas enzimas esenciales o el metabolismo de otras bacterias (Pan y Yu,
2014).

La familia Enterobacteriaceae, la cual fue la familia dominante al dia 1 de vida,
se caracteriza por presentar una gran cantidad de especies patégenas para
mamiferos y aves, siendo estos Ultimos un reservorio importante y una fuente
de contaminacion para los humanos (Linton, 1977). Asimismo, algunos
miembros de esta familia son un reservorio de genes para la resistencia
antimicrobiana, como S. enterica y E. coli que causa infecciones extra
intestinales (EXPEC, por sus siglas en inglés), siendo capaces de transmitir
dichos genes a otras bacterias comensales o patdgenas mediante plasmidos,
ocasionando el surgimiento de patdgenos resistentes a antimicrobianos
(Redweik, 2021). Por otro lado, una exposicion prolongada a esta familia en
los primeros dias de vida del pollito puede resultar en una inflamacién

gastrointestinal, un pobre desarrollo inmune y fisiolégico del intestino,
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alterando la ganancia de peso y provocando problemas de infeccion en el saco
vitelino (Chasser et al., 2021).

La familia Lachnospiraceae, perteneciente al filo Firmicutes, se presenta
abundantemente en el sistema gastrointestinal de mamiferos (Meehan y
Beiko, 2014). Las especies pertenecientes a esta familia son anaerobias
estrictas, no formadoras de esporas; especificamente, la especie
Ruminococcus gnavus se ha asociado al desarrollo de obesidad o enfermedad
de Chron (Hall et al., 2017), mientras que otros géneros, como Roseburia y
Blautia son indicadores de salud intestinal, ya que son productoras de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) como butirato y acetato, lo que coadyuva al
control de procesos inflamatorios intestinales, a la prevencion de la
colonizacion por patégenos resistentes a antibidticos mediante la conversion
de &cidos biliares primarios a secundarios y la produccion de lantibi6ticos
(Sorbara et al., 2020). Por lo anterior y debido a su proximidad con la mucosa
intestinal, la familia Lachnospiraceae ejerce efectos en el metabolismo y
regulacién inmune del hospedador, como la estimulacion para la diferenciacion
de células T reguladoras (Nava y Stappenbeck, 2011). En el modelo G. gallus,
Stanley et al., 2016 observaron que las aves con la mejor tasa de conversion
alimenticia presentaban una mayor abundancia de las familias
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y Erysipelotrichaceae en la microbiota
cecal, por lo que proponen la creacion de nuevos probidticos con cepas
pertenencientes a estas familias para mejorar el rendimiento de las aves. La
especie Clostridium lactatifermentans perteneciente a la familia
Lachnospiraceae ha sido relacionada con un aumento de la taza de conversion
alimenticia en aves y con la inhibicion del crecimiento de S. enterica gracias a

su capacidad de produccion de AGCC (van der Wielen et al., 2002).

La familia Ruminococcaceae es una de las principales productoras de butirato,
ademas de que, junto con la familia Lachnospiraceae, son capaces de

degradar celulosa y otros polisacaridos no digeribles, por lo que su gran
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abundancia en el intestino del modelo aviar puede deberse a que su dieta es
rica en polisacaridos resistentes (Liu et al., 2021; Wang et al., 2016).
Especificamente, el género Faecalibacterium se ha relacionado con la
integridad del epitelio intestinal, no solo por la produccion de butirato, el cual
es la principal fuente de energia para el enterocito; también se ha relacionado
con el aumento de la tasa vellosidad - cripta en duodeno, ademas de que
regula la expresion de genes inflamatorios y de apoptosis (Gangadoo et al.,
2018; Luo et al.,, 2013). Asimismo, Pedroso et al., 2021 mencionan que
Faecalibacterium, junto con Turicibacter y otras bacterias pertenencientes a
filo Firmicutes son capaces de excluir a Salmonella de la mucosa intestinal. A
nivel de especie, se ha observado que Faecalibacterium prausnitzii tiene un
efecto antiinflamatorio y refuerzo de la funcién barrera de la mucosa intestinal,
y aunque se ha propuesto que es debido a su capacidad productora de
butirato, no se debe descartar el efecto de alguna otra molécula (Carlsson et
al., 2013; Sokol et al., 2008).

En el presente trabajo también se observd, independientemente de la edad,
que miembros del orden Clostridiales fueron los mas abundantes en la mucosa
intestinal; sin embargo, estas bacterias no pudieron ser clasificadas a nivel de
familia o niveles taxonomicos inferiores. Familias pertenecientes al orden
Clostridiales (ejemplo: Clostridiaceae), se han considerado como bacterias
comensales o patdégenos, y pueden establecerse en la mucosa intestinal,
desempefiando una funcion importante en la estructura vy fisiologia intestinal
debido a su capacidad productora de butirato (Lopetuso et al., 2013). Al igual
qgue los miembros de las familias Lachnospiraceaea y Ruminococcaceae, la
familia Clostridiaceae es capaz de degradar polimeros como celulosa y xilano
(Sergeant et al., 2014). Uno de los principales patégenos de la familia
Clostridiaceae es Clostridium perfringens, el cual causa enteritis necrotica y
dafios a la mucosa intestinal, diminuyendo la capacidad de digestion vy

absorcion de las aves y por lo tanto, puede causar problemas de mortalidad,
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rendimiento de carne en la canal o bien, puede ser un foco de transmision para

los humanos (Immerseel et al., 2004; Yang et al., 2021).

La distribucion y abundancia de las familias anteriormente descritas, pueden
presentar variaciones significativas de acuerdo a la region del intestino
analizada; cada seccidén presenta una funcion metabdlica distinta y puede
estimular el establecimiento selectivo de poblaciones bacterianas; por lo tanto,
es importante caracterizar la diversidad microbiana de cada una de las
regiones intestinales (Shang et al., 2018). La distribucién espacial (contenido
vs. mucosa) también es un factor importante a considerar; diversos estudios
se han enfocado en analizar la composicion de la microbiota utilizando

principalmente muestras fecales o luminales (Choi et al., 2014; Lu et al., 2003).
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6.4 Cuantificacion de la transcripcion de genes asociados a la absorcion de
nutrientes en el enterocito

La absorcién de nutrientes y agua sucede a través del sistema intestinal; en
mamiferos, parte de la digestion ocurre en el duodeno mediante la
incorporacion de bilis y jugos pancreéticos al quimo; en yeyuno, sucede la
absorcién de agua, carbohidratos, aminoécidos y &cidos grasos, mientras que
en ileon se absorben productos de la digestion como la vitamina B12 y los
nutrientes remanentes del quimo (Kiela y Ghishan, 2016). Simultaneamente al
proceso de absorcion, el epitelio intestinal evita el paso de antigenos y
bacterias presentes en el lumen hacia los tejidos internos del hospedador, por

lo que se considera a este tejido como “selectivo” (Farré et al., 2020).

Las células que conforman el epitelio intestinal desempefian tres funciones
principales: i) digestion y absorcion de nutrientes, ii) proteccion contra
patdgenos vy iii) renovacion continua y apoptosis celular (Kraehenbuhl et al.,
1997). El presente trabajo se enfoca a la funcion de absorcion de nutrientes
llevada a cabo por el enterocito, una célula columnar que ocupa un aproximado
del 90% del epitelio intestinal (Kong et al., 1998). Evaluamos la transcripcion
de genes que codifican para proteinas transportadoras encargadas de regular
el paso transcelular de glucosa, pequefios péptidos, aminoacidos y acidos
grasos de cadena corta. Es importante resaltar que el modelo G. gallus se
caracteriza por el desarrollo precoz de su sistema digestivo, presentando
enterocitos maduros al primer dia de vida (Zhang et al., 2019).

6.4.1 Transportadores de glucosa: GLUT2 y SGLT1

Los carbohidratos y en particular la glucosa, son la fuente mas rapida de
obtencion de energia en aves y mamiferos; la glucosa se absorbe por la
proteina de transporte sodio — glucosa 1 o SGLT1 y transportada al interior del
enterocito donde puede ser metabolizada o bien, pasar hacia el torrente
sanguineo mediante el transportador de glucosa 2 (GLUT2) presente en la
membrana basolateral (Shirazi-Beechey et al., 2011). Se ha reportado que

este mecanismo prevalece en aves; sin embargo, mientras que en humanos
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se han caracterizado 12 isoformas de transportadores de glucosa (GLUT1 —
12), en el genoma del modelo Gallus gallus se han identificado los genes para
expresar los transportadores GLUTs 1, 2, 3, 5, 8, 9 y 12 (Byers et al., 2017,
Kono et al., 2005). Diversos autores han establecido que los transportadores
de glucosa en el modelo aviar se encuentran a lo largo de todo el tracto
intestinal, incluyendo ciegos y recto, tanto en la cara apical como en la
basolateral del epitelio intestinal y, presentan propiedades funcionales

similares a los descritos en mamiferos (Garriga et al., 1999).

El presente trabajo reveld que la expresiéon de SGLT1 aumento de forma lineal
del dia 1 al 35 de edad en duodeno y yeyuno, mientras que en ileon no se
observaron diferencias en los niveles de transcripcion; la transcripcion de este
gen en ciegos fue minima y sin cambios aparentes durante todos los dias
evaluados (Figura 18). Ademas, en general que independientemente de la
edad, la mayor transcripcion de SGLT1 se observé en duodeno, yeyuno e

ileon.

El andlisis temporal y regional de GLUT2, muestra que en duodeno y yeyuno
aumenté de forma lineal del dia 1 al 35 de edad. Sin embargo, estas
tendencias no fueron observadas en ileon y ciegos; donde la expresion de
GLUT2 fue minima (Figura 19).
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Figura 18. Expresion temporal y regional de SGLT1 en A) Duodeno, B)
Yeyuno, C) ileon y D) Ciegos y a los dias E) Dia 1, F) Dia 7, G) Dia 15y H)
Dia 35. Diferencia de medias mediante prueba de Tukey (p <0.05).
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Figura 19. Expresion temporal y regional de GLUT2 en A) Duodeno, B)
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El aumento en la transcripcion de SGLT1 en duodeno y yeyuno y los cambios
parciales en ileon observados en el presente trabajo, también fueron
evidenciados por Li et al, (2008) en pollos analizados desde la fase
embrionaria y hasta el dia 14 de edad, sugiriendo la maduraciéon gradual del
sistema de transporte de glucosa dependiente de Na+. Ademas, Amat et al.,
(1996), Yoshikawa et al., (2011) y Gilbert et al., (2007) evidenciaron el aumento
de la transcrién de SGLT1 de manera dependiente de la edad, mostrando la
mayor expresion a partir de la segunda semana de edad. Asimismo, Amat et
al., (1996) mediante la técnica de intestino invertido, determinaron que el
yeyuno es el segmento intestinal con mayor captacion de iones dependiente
de Na+ y que la capacidad de absorcion aumenta en la parte proximal del
intestino (duodeno y yeyuno) disminuyendo en las areas distales (ileon, ciegos
y recto). Estas observaciones concuerdan con los niveles de expresion de
SGLT1, transportador dependiente de Na+, observados en el presente

estudio.

El aumento lineal de la transcripcion de SGLT1y GLUT2 conforme incrementa
la edad del ave podria deberse a la presencia fisica del alimento en el lumen
intestinal; donde aves de 1 dia de edad sobreviven mediante la absorcion de
nutrientes provenientes del saco vitelino y el consumo gradual de alimento.
Esta idea se sustenta con los resultados publicados por Shimizu et al., (2018),
que revelan que la presencia fisica del alimento es el principal estimulador de
la expresion de SGLT1 y GLUT2 (Shimizu et al., 2018).

Interesantemente, la mayor transcripcion de GLUT2 se present6 en duodeno
y yeyuno, comparado con el ileon, este patrén también fue evidenciado por
Gilbert et al. (2007), indicando que en el ileon podrian existir mecanismos
adicionales para el transporte de glucosa en la membrana basolateral (Gilbert
et al., 2007; Yoshikawa et al., 2011).
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6.4.2 Transportador de di- y tri- péptidos (PepT1) y amino&cidos excitarorios
(EAAT3)

PepTl es un transportador ligado al transporte de protones; un proton es
captado en conjunto con el sustrato y pasan a través de la membrana apical,
una vez en el interior, el proton es dirigido al intercambio de Na+/H+; este
transportador necesita de un pH intestinal menor a 6 para su o6ptimo
funcionamiento y, especificamente en el humano, inicamente se ha detectado
en el intestino delgado (Wolf et al., 2010). La seleccion de PepTl como
indicador de funcionalidad intestinal en el presente trabajo, se debe a su
homologia entre secuencias con otros vertebrados, su importancia para la
captacion de pequefios péptidos, medicamentos peptidomiméticos como
antibidticos B-lactamicos y antivirales, y su capacidad de regular las

deficiencias de algunos aminoacidos en aves (Madsen y Wong, 2011).

El transportador EAAT3 tiene una afinidad especifica para aspartato y
glutamato; este ultimo aminoacido actia como la principal fuente de energia
para el enterocito y desempefia un papel metabdlico importante para otras
células; EAAT3 y PepT1 afectan la disponibilidad de nutrientes y energia para

el crecimiento y desarrollo de las aves (Mott et al., 2008).

La dinamica de transcripcion de PepT1 durante el crecimiento de las aves no
presenté cambios significativos en ninguna de las regiones analizadas (Figura
20). Ademas, la transcricpcion de este gen en ciego fue minima
independientemente de la edad. La transcripcion de EAAT3 en intestino
delgado y ciegos fue estable conforme avanza la edad de las aves. En el ciego,
la transcripcion de este gen fue minima independientemente de la edad del
ave. Interesantemente, se observa una tendencia lineal en la transcripcion de
EAAT3 de la region proximal a distal del intestino delgado, observandose una;

especificamente, mayor expresion en ileon (Figura 21).
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Figura 20. Expresion temporal y regional de PepT1l en A) Duodeno, B)
Yeyuno, C) ileon y D) Ciegos y a los dias E) Dia 1, F) Dia 7, G) Dia 15y H)
Dia 35. Diferencia de medias mediante prueba de Tukey (p <0.05).
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Figura 21. Expresion temporal y regional de EAAT3 en A) Duodeno, B)
Yeyuno, C) ileon y D) Ciegos y a los dias E) Dia 1, F) Dia 7, G) Dia 15y H)
Dia 35. Diferencia de medias mediante prueba de Tukey (p <0.05).
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Estudios previos han evidenciado que la transcripcion de PepT1 en la mucosa
intestinal esta conservada en raton, ratas, humanos (Kim et al., 2007); y en el
presente trabajo evidenciamos que esta funcién también esta conservada en
el modelo aviar. El patron de transcripcion no diferenciado entre las diferentes
secciones del intestino delgado y la edad también fue evidenciado por Gilbert
et al., (2007); sin embargo, se ha demostrado que la calidad de la proteina de
la dieta es un factor que estimula el aumento de la transcripcion de PepT1
(Gilbert et al., 2007).

La transcripcion de EAAT3 también se ha observado en el intestino delgado
de raton, rata y humano (Kim et al., 2007). El trabajo de Gilbert et al., (2007) y
el presente estudio evidencian la transcripcion de este gen en duodeno,
yeyuno e ileon del modelo aviar, sugieriendo que esta funcion esta conservada
en mamiferos y aves. Ademas, el presente estudio corrobora que la mayor
transcipcion de estre gen se lleva a cabo en la parte distal del intestino (ileon);
patron de expresion previamente reportado (Gilbert et al., 2007; lwanaga et al.,
2005).

La expresion de PepTl puede regularse de acuerdo a la dieta, desarrollo,
hormonas, medicamentos y enfermedad. Gilbert et al., (2008) demostré que la
calidad de la proteina de la dieta en pollos es un factor importante para una
mayor captacion y uso de este macronutriente (Gilbert et al., 2008). En
concordancia, Frazier et al., (2008) midieron la abundancia de PepT1 en
duodeno, yeyuno e ileon en aves desde el dia embrionario 18 hasta el dia de
eclosion; después, ofrecieron dietas con diferentes cantidades de proteina
cruda y como resultado al dia 35 de edad posteclosion, este transportador
disminuyo su expresion con la administracion limitada de proteina cruda al

12%, mientras que aument6 cuando se ofrecieron cantidades del 18% al 24%.
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En concordancia con lo reportado por lwanaga et al., (2005) y Gilbert et al.,
(2007), la expresion de EAAT3 es mayor en el ileon, por lo que el transporte

de glutamato sucede principalmente en esta seccion del intestino delgado.

Contrario a los autores antes mencionados, Corzo et al., (2011) estudiaron el
efecto de las proteinas de la dieta sobre pardmetros de crecimiento y la
expresion de transportadores de péptidos y aminoacidos en pollos de engorda,;
observaron que una reduccion de proteina cruda en la dieta resulta en un
incremento de la transcripcion de PepT1; sin embargo, el cambio no fue
estadisticamente significativo. Ademas, la transcripcion de EAAT3 aumenta en
el grupo con reduccion de proteina cruda en la dieta (Corzo et al., 2011). Este
mecanismo de compensacion puede deberse a una adaptacion fisiolégica de

las aves a pesar de la reducida cantidad de glutamato y aspartato presente.

En ciegos, se presenta una absorcion de péptidos y glutamato casi nula, se
observa una mayor expresion de estos transportadores al dia 7 de edad
(Figura 21 y 22). Se ha propuesto que la absorcion de aminoacidos puede
extenderse hasta los sacos ciegos ya que estos desempefian una funcion de
reciclaje de nitrogeno, donde la urea es metabolizada a amonio, el cual es
utilizado por la microbiota para la produccion de aminoacidos (Miska et al.,
2015). Moret6 y Planas, (1989) mencionan que las aves mas jovenes pueden
absorber aminoacidos en la parte proximal de los ciegos; sin embargo, la
pérdida de esta capacidad con la edad y en la parte media y distal se debe a
un cambio morfolégico de las vellosidades, las cuales se convierten en
monticulos o rieles después del dia 7 de edad de las aves (Moret6 y Planas,
1989). Este cambio morfoldgico en ciegos explicaria la baja expresion genética

observada a los dias 15 y 35 en el presente estudio.
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6.4.3 Proteina de unién a acidos grasos 2 (FABP2)

Los acidos grasos son una fuente importante de energia celular y son
precursores para sintetizar lipidos que desemperfian funciones estructurales o
de sefalizacion celular; estimulan la transcipcibn de genes como FoxO1,
importante para la adaptacion a la escasez de nutrientes (Su y Abumrad,
2009). Los &cidos grasos pueden pasar rapidamente a través de las bicapas
de fosfolipidos de las membranas celulares, pero su captacion es facilitada por
las proteinas de unién a acidos grasos (FABPs) asociadas a estas membranas
(Ockner y Manning, 1974). Estudios previos ha reportado la transcripcion de
este gen en el intestino de Drosophila melanogaster, C. elegans, de ratones,
ratas y humanos (Kim et al., 2007; Smathers y Petersen, 2011). El presente
trabajo representaria una de las primeras evidencias de la transcripcion de
FABP2 en las diferentes regiones intestinales y durante el desarrollo de las

aves.

Las FABPs cumplen funciones especificas como: i) asimilacion, metabolismo
y almacenamiento de lipidos dietarios, ii) transportan acidos grasos desde la
membrana apical hacia el interior de la célula (mitocondria, nucleo,
peroxisoma) para ser transformados u oxidados, iii) regulacion de la B-
oxidacion de AG, iv) secrecion de lipidos hacia el torrente sanguineo, V)
regulan la secrecion y sintesis de citocinas proinflamatorias y vi) proliferacion

y diferenciacion celular (Bottasso Arias, 2019).

En mamiferos, FABP2 se expresa Unicamente en el intestino delgado,
primordialmente en yeyuno, donde sucede la mayor absorcién de lipidos; este
patron de expresion también sucede en el modelo aviar indicanto la
conservacion de esta funcion entre aves y mamiferos (Gajda y Storch, 2015).
Interesantemente, se ha sugerido que la transcripcion de este gen podria
disminuir en animales adultos (Woudstra et al.,, 2004), por lo tanto, se
requieren estudios adicionales patra evidenciar el efecto de la edad, en

animales adultos, en los niveles de transcripcion de este gen.
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La transcripcion temporal y regional de FABP2 en duodeno presenta un patrén
exponencial de acuerdo a la edad, mientras que en yeyuno disminuye
abruptamente para el dia 15 y vuelve a aumentar para el dia 35; en ileon y
ciegos sucede un efecto negativo con la edad, presentando una mayor
abundancia a los dias 1 y 7 y disminuyendo en los dias posteriores (Figura
22).

Asimismo, se muestra que al dia 1y 7, yeyuno e ileon fueron los principales
sitios de absorcion de acidos grasos. Al dia 15, duodeno expresa mayor
cantidad de FABP2, aunque el cambio no es significativo en comparacion con
yeyuno e ileon. Para el dia 35, duodeno y yeyuno presentan una cantidad
similar de mMRNA de FABP2.
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Katongole y March, (1979), mediante el método de cromatografia, reportaron
que FABP se encuentra en mayor cantidad en la parte proximal del intestino y
disminuye hacia la seccion distal a la semana niumero 12 de edad en pollos
(Katongole y March, 1979). Dentro de nuestro conocimiento, no existe un
reporte que utilice métodos moleculares para determinar la expresion temporal
y regional de FABP2 en pollos de engorda. Sin embargo, Chen et al., (2015)
propusieron a esta proteina como un biomarcador de la funcion de barrera
intestinal en pollos, ya que observaron que la induccion de dafio a esta barrera
mediante una dieta a base de trigo, cebada y centeno en conjunto con un
desafio con coccidia, provoco la disminucién de expresion de FABP2 hasta un
34% en comparacion con el grupo control en la mucosa del yeyuno (Chen et
al., 2015). Este resultado indica la pérdida de células epiteliales.

Diferentes porcentajes de lipidos en la dieta estimulan la cantidad de FABP2
en el intestino; asimismo, se ha evaluado este gen en estudios del efecto de
aditivos en la salud intestinal de las aves. Por ejemplo, Hansen et al., (2021)
examinaron el efecto de la suplementacién de butirato en el crecimiento y
transcripcion genética de las aves durante una infeccion por Eimeria maxima;
observaron una disminucién de la transcripcion de FABP2 en el grupo
infectado, indicando un dafio al epitelio intestinal de las aves (Hansen et al.,
2021).

6.4.4 Mucina 2 (MUC?2)
Las mucinas secretadas por las células caliciformes forman la capa de moco

que cubre el epitelio intestinal y funge una funcién de barrera fisica e
inmunologica, con propiedades antimicrobianas por su contenido de [-
defensina, lisozimas, avidina e inmunoglobulina A que coadyuva a la inhibicion
de patégenos; la presencia de esta capa debe permitir la permeabilidad
selectiva de pequefias moléculas y de nutrientes especialmente en el intestino

delgado, donde sucede el 90% de la absorcién (Zhang et al., 2015).
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MUC?2 es la principal mucina formadora de gel, ademas de su funcion de
proteccion y lubricacién, desempefa un papel importante para la tolerancia
oral mediante su influencia a las células dendriticas, suprimiendo su
resupuesta inflamatoria; ademas, la mucina 2 es el principal elemento del
moco intestinal, siendo una fuente de nutrientes y sitio de adhesion para la
microbiota (Pelaseyed et al., 2014). Ademas, se ha descrito la influencia de
comunidades bacterianas en la produccion de mucina 2 en ratones axénicos
que presentan una capa de moco delgada e inestable en comparacién con
murinos ordinarios (Liu et al., 2020). Por lo anterior, MUC2 representa un
componente critico para la homeostasis intestinal y se considera un
biomarcador de salud en el intestino en diversas especies (Chen et al., 2015;
Paone y Cani, 2020).

En el presente estudio, la transcripcion de MUC2 tuvo un aumento exponencial
conforme avanza la edad del animal y hacia la parte distal del intestino
delgado, siendo el ileon la region con mayor presencia de mucina 2, seguido
de duodeno y yeyuno. La transcripcion de MUC2 en ciegos es minima
comparada con el intestino delgado (Figura 23). Los patrones de transcripcion
en el intestino delgado concuerdan con lo publicado por Reynolds et al.,
quienes reportan un aumento de MUC2 conforme avanza la edad de los

animales en todas las regiones intestinales (Reynolds et al., 2020).
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Figura 23. Expresion temporal y regional de MUC2 en A) Duodeno, B)
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Jiang et al., (2013) reportaron la expresion temporal y regional de MUC2 en
pollos. Observaron un aumento del mMRNA de MUC2 en duodeno, yeyuno e
ileon desde el dia embrionario 14.5 hasta el dia 7 de edad posteclosién, con
una mayor abundancia en ileon y menor en duodeno (Jiang et al., 2013). Este
patron de expresion coincide con los resultados del presente trabajo y con lo
descrito por Uni et al., (2003) respecto a la densidad de células caliciformes,
las cuales mantuvieron una proliferacion constante del dia 1 al 7 en duodeno
y aumentaron conforme avanza la edad de las aves en yeyuno e ileon (Uni et
al., 2003). Este aumento en la densidad de células caliciformes también ha

sido evidenciado por Duangnumsawang et al., 2021.

El estudio de la transcripcion de MUC2 es fundamental para entender la
biologia de la mucosa intestinal y las interacciones mucosa — bacteria; por
ejemplo, se ha evidenciado que algunos microorganismos patégenos pueden
afectar la funcion de las células caliciformes, como Clostridium perfringens que
ocasiona una disminucion en la transcripcion de MUC2, desencadenando
problemas en la funcién barrera de la mucosa intestinal (Criado-Mesas et al.,
2021).
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6.5 Asociacion del efecto de los cambios en las poblaciones bacterianas
autéctonas asociadas a la mucosa intestinal sobre la transcripcion de genes

responsables de la interaccion microbioma-hospedador

La microbiota intestinal puede regular la capacidad funcional, digestiva y
absortiva del enterocito (Kogut, 2017). Con la meta de identificar asociaciones
entre poblaciones bacterianas asociadas a la mucosa intestinal y desarrollo
funcional del enterocito, se realizaron analisis de correlacion entre estas

variables.

En el presente trabajo, se identific6 una correlacion positiva entre la
abundancia relativa de los miembros de la familia Brevibacteriaceae (R? =
0.6665, P = 0.000), Carnobacteriaceae (R? = 0.6617; P = 0.000) y la
transcrpcion del gen GLUT2 en duodeno y yeyuno. También se observé una
correlacion positiva entre la abundancia relativa de miembros del orden
Clostridiales y la transcripcion de los genes EAAT3 (R2 = 0.6565; P = 0.000) y
MUC?2 (R? = 0.6659; P = 0.000) (Figura 24).

108



A)

Abundancia relativa de
Brevibacteriaceae

C)

Abundancia relativa de

0.009
0.008
0.007
0.006
0.005
0.004
0.003
0.002
0.001

L]
R2= 0.6665, P = 0.000

.
-

-
-

L oy
0 GEEG'eD 00 e ® e
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

-0.001

Clostridiales

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

01

Moléculas de mRNA por ng de RNA total de GLUT2

Y R?= 0.6659, P =0.000

-
-

o‘;w ® .

0.00 20.00 40.00 ©60.00 80.00 100.00

-0.1

Moléculas de mRNA por ng de RNA total de MUC2

B)

Abundancia relativa de

0.0014

0.0012

0.001

0.0008
R2=0.6617, P =0.000

0.0006

0.0004 et

Carnobacteriaceae
[ ]
%
L3

0.0002 J—

0 eomm-4i esee meer o
0.00 20.00 40.00 60.00

-0.0002 .
Moléculas de mRNA por ng de RNA total de GLUT2

0.7

® R2= 0.6565, P =0.000
0.6 . .
0.5
0.4

0.3

Clostridiales

0.2 -

Abundancia relativa de

0.1 et

-

0 @ aBtsPecte %wes o

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
-0.1
Moléculas de mRNA por ng de RNA total de EAAT3

Figura 24. Correlaciones positivas entre A) Brevibacteriaceae — GLUTZ2, B) Carnobacteriaceae — GLUT2, C) Orden
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La familia Brevibacteriaceae (orden Micrococcales, clase Actinobacteria), son
bacterias gram positivas, corineformes, aerobias estrictas, no formadoras de
esporas y presenta Unicamente el género Brevibacterium (Weimer, 1999). De
acuerdo a su anotacion genética, la familia Brevibacteriaceae presenta
funciones de metabolismo de aminoacidos, transcripcion y metabolismo de
carbohidratos (Forquin-Gomez et al., 2014). La familia Brevibacteriaceae es
un habitante de la mucosa intestinal de roedores, aves y mamiferos (Boukerb
et al., 2021; Li et al., 2014; Sfanos et al., 2018; Vuik et al., 2019); por lo tanto,
es una familia bacteriana que ha adaptado su genoma para proliferar en este
nicho ecologico.

Se ha reportado que el género Brevibacterium puede sobrevivir en ambientes
con limitado flujo de nutrientes, por lo que presenta un metabolismo basal bajo;
es capaz de metabolizar diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno para su
crecimiento, utilizando principalmente acetato y lactato, pero también es capaz
de utilizar glucosa y galactosa como fuente de carbono, resultando en la
produccién de &cido como el acido glutamico; cuando el amonio es escazo en
el ambiente, Brevibacteriaceae utiliza aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
arginina, prolina e histidina como fuente de nitrégeno (Forquin y Weimer, 2014;
Weimer, 1999). El metabolismo basal bajo descrito anteriormente sugiere que
Brevibacteriacea podria ser un microorganismo simbionte o que podria
depender metabdlicamente de la interaccién con otros grupos bacterianos o
células eucaridticas; esta idea se respalda por el tamafio del genoma que
puede variar desde 2.3 hasta 4.5 mbp, indicando que hay especies de
Brevibacteriaceae con un genoma reducido que posiblemente complemente

sus rutas metabalicas en asociacion con el enterocito (Pham et al., 2017).

Carnobacteriaceae (orden Lactobacillales), es una familia de bacterias acido
lacticas comunmente encontradas en productos de origen animal, el género
representativo de esta familia es Carnobacterium y se caracteriza por
presentar actividades antibacterianas por su produccién de bacteriocinas

(Ludwig et al.,, 2015). Esta familia puede ser homofermentativa, es decir,
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produce &cido lactico a partir de glucosa o heterofermentativa, liberando CO2
y acido lactico; por lo tanto, es capaz de catabolizar carbohidratos, utilizando
principalmente hexosas y pentosas para producir lactato y dependiendo del
nivel de oxigeno, producir acetato, etanol, CO2 y acido formico (Cailliez-Grimal
et al., 2014).

La familia Carnobacteriaceae es un habitante de la mucosa intestinal de aves,
cerdos y humanos (Jayasinghe et al., 2020; Leite et al., 2020; Mulder et al.,
2009; Rojo et al., 2017); al igual que Brevibacteriaceae, especies de
Carnobacteriaceae tiene un genoma pequefio que va de 2.35 a 3.65 Mpb;
sugiriendo una estrecha relacion con el hospedador (Iskandar et al., 2017).
Asimismo, la habilidad de las bacterias acido lacticas de producir acidos
organicos, bacteriocinas, entre otros compuestos, puede conllevar un
beneficio para la salud intestinal del hospedador; especificamente, la familia
Carnobacteriaceae es capaz de producir lactato, acetato y acido férmico a
partir de glucosa, y a su vez, estos acidos organicos se han relacionado con

propiedades antimicrobianas e inhibicion de patdgenos (Pessione, 2012).

Interesantemente, miembros de la familia Carnobacteriaceae poseen uno de
los secretomas mas complejos, grandes y diversos; este sistema codifica para
proteinas de funcién extracelular, principalmente asociadas al transporte de
carbohidratos y proteinas de superficie que podrian estar asociadas a regular
la interaccion bacteria — hospedador (Iskandar et al., 2017).
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El orden Clostridiales presenta diescinueve familias de acuerdo al manual
Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey, varias encontradas en la
mucosa intestinal de las aves analizadas en el presente trabajo, tales como
Peptococcaceae, Peptostreptococcaecae, Ruminococcaceae, Clostridiaceae
y Lachnospiraceae; estas dos ultimas son las familias con mas géneros

bacterianos (Vos et al., 2011).

Se reconoce gue la microbiota intestinal es un factor determinante para la capa
de moco que cubre el eptelio, ya que se ha observado en el modelo murino
que la falta de microbiota en la mucosa intestinal provoca una capa de moco
delgaday la penetracion de bacterias a través de esta (Johansson et al., 2015);
por lo tanto, existe una interaccién entre la microbiota y la produccién de
mucinas. Diversos estudios explican que la microbiota es capaz de estimular
la proliferacion de células secretoras como las células caliciformes mediante
la mera presencia de las bacterias en el epitelio, el reconocimiento de sus
lipopolisacaridos por los receptores de reconocimeinto o mediante los
productos de la fermentacion; asimismo, se piensa que algunas bacterias son
capaces de estimular la secrecion de mucinas mediante la produccion de
prostanglandinas (Smirnov et al., 2005). A su vez, la mucosa intestinal es
capaz de influir en el desarrollo de las comunidades bacterianas mediante la
distribucion de sefiales quimicas mediante el flujo y renovacién de la mucosa,
por ejemplo se ha observado que el quorum sensing disminuye cuando en las
areas donde el flujo del moco que cubre el epitelio es mayor (Wang et al.,
2021).

Miembros del orden Clostridiales, como Oscillospiraceae, Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae son capaces de degradar la estructura proteica de las
mucinas. Sin embargo, también existen especies que estimulan la
transcripcion de MUC2 y la secrecion de mucinas, tales como Clostridium
butyricum y Clostridium tyrobutyricum (Lili et al., 2021; Raimondi et al., 2021;
Xiao et al.,, 2021). La mayoria de las familias del orden Clostridiales son

productoras de acidos grasos de cadena corta (Lopetuso et al., 2013), los
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cuales estimulan la transcripcion de MUC2 y la secrecion de mucinas mediante
la metilacion/acetilacién de histonas en el promotor de MUC2 y la sefializacion
de receptores de la proteina G acoplada, siendo esta una posible via de accion
que explique la correlacidbn encontrada; asimismo, se ha reportado que
algunas especies de Peptostreptococcus (orden Clostridiales) son capaces de
producir &acido indol acrilico a partir de triptéfano, lo cual estimula la

diferenciacion celular de las células caliciformes (Melhem et al., 2021).

Algunas especies de Clostridium (C. sticklandii y C. thermocellum) son
capaces de utilizar treonina, serina, prolina y arginina como fuente energética
y de carbono, secretando glutamato, aspartato y alanina (Fonknechten et al.,
2010; Xiong et al., 2018). Glutamato y aspartato son los principales ligandos
del transportador de aminoacidos excitatorios 3 (EAAT3); por lo tanto, los
resultados del presente estudio sugieren que el efecto que ejerce el orden
Clostridiales sobre la transcripcion de EAAT3 podria relacionarse a la

produccion in situ de aminoacidos excitatorios.
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7. CONCLUSION

En el presente estudio describe la composicion y desarrollo de la microbiota
asociada a la mucosa intestinal en el intestino delgado y sacos ciegos de aves,
asi como la transcripcion de genes asociados a la funcién de absorcion
intestinal. La microbiota asociada a la mucosa intestinal aumenta su diversidad
con el tiempo y predominan los filos Proteobacteria al dia 1 y Firmicutes en los
dias 7, 15 y 35. Las familias encontradas en este nicho ecolégico, como
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, se han adaptado para ser capaces de
utilizar mucinas como fuente de carbono y nitrdgeno y sobrevivir en presencia
de sustancias y péptidos antimicrobianos secretados por las células epiteliales
y del sistema inmune; y debido a su proximidad con la mucosa intestinal, esta
microbiota puede ser importante para el intercambio de nutrientes con el
epitelio debido a que son productoras de acidos grasos de cadena corta,
estimulan el sistema inmune y protegen el epitelio contra la colonizacion de
patdgenos debido a su capacidad de adhesion y competencia de nutrientes
(Ouwerkerk et al., 2013).

En las primeras 5 semanas de vida del modelo G. gallus, el transporte de
hexosas mediante los transportadres SGLT1 y GLUTZ2 ocurre primordialmente
en duodeno y yeyuno, mientras que la absorcion de lipidos y di- y tri- péptidos
a través de FABP2 y PepTl respectivamente, se lleva a cabo en las tres
secciones del intestino delgado independientemente de la edad; el transporte
de aminoacidos excitatorios mediante EAAT3 ocurre principalmente en ileon

independientemente de la edad.

La sintesis de mucinas evaluada a través de la transcripciéon de MUC2 se lleva
a cabo principalmente en yeyuno e ileon. Por lo tanto, existen diferencias
importantes en la capacidad de absorcibn de nutrientes y secrecion de
mucinas en las distintas secciones del intestino delgado, por lo que es
necesario caracterizar la microbiota especifica de cada region e indagar sobre

su impacto en la fisiologia del intestino.
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Interesantemente, en el presente trabajo se identific6 que miembros de las
familias Brevibacteriaceae, Carnobacteriaceae y del orden Clostridiales,
podrian estar involucradas en la regulacion de la transcripcion de genes
funcionales del enterocito; especificamente de GLUT2, MUC2 y EAATS. EI
mecanismo especifico que promueve el aumento de transcripcion de estos
genes se desconoce hasta el momento; sin embargo, en el presente trabajo
se presenta una de las primeras evidencias que respaldan la interaccion
microbiota — enterocito. Estos resultados refuerzan la idea de utilizar el modelo
G. gallus como modelo de estudio de las interacciones microbiota —

hospedador.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Lugar y condiciones de mantenimiento

a. Crianzay Densidad

Se simularon cercos rectangulares de 4m?y 60 cm de alto (Figura 25). La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) recomienda al menos 0,125 m? de espacio de suelo para cada ave. La
densidad sera de 8 a 9 pollos por m? para el verano y 10 pollos por m? en

invierno.

Figura 25. Corrales en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria del
INIFAP.
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b. Medidas de instalacion (French, 1981; Vantress, 2013)
Se acondiciond el espacio fisico con las siguientes especificaciones:

1. Se instalo la campana calefactora en la parte central de la habitacion
de corrales.

2. Eldia antes de la recepcion, se colocé la cama de viruta de madera con
una profundidad de 5 cm (Tabla 20).

3. Cada corral cont6é con su comedero y bebedero.

Tabla 20. Requerimientos minimos de la cama

Tipo de cama Profundidad
minima o
volumen

Viruta de madera 2.5cm

Aserrin seco 2.5cm

Paja 1 kg/m2

Cascarilla de arroz 5cm

Cascarilla de girasol | 5cm

Vantress, 2013

c. Medidas de limpieza (Agencia de Cooperacion Internacional de
Japon, 2017)

Antes de la recepcién de los polluelos se llevé a cabo lo siguiente:
1. Lavado de comederos y bebederos y exponer al sol.
2. Lavado de techos, paredes, mallas y pisos con escoba y cepillo.

Diariamente:
1. Barrido del espacio de confinamiento, asi como retirar las heces.
2. Lavado de comederos y bebederos.

3. Eliminacion viruta de madera mojada y reemplazarla por seca.

Semanalmente:
1. Desinfeccion de bebederos una vez por semana.
2. Cambio de cama, limpieza y desinfeccién del sitio una vez por

semana.
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Medidas para el recibimiento (Vantress, 2013, Agencia de

Cooperacion Internacional de Japon, 2017):

Colocar los alimentos apropiados en las bandejas.

Colocar el agua en los bebederos. El agua para el primer dia debe
contener vitaminas y electrolitos (agua con azlcar y vitaminas del
complejo B).

Aumentar la temperatura del aire a 34°C, encendiendo la campana
calefactora.

Controlar el cercado y la proteccion contra las corrientes de aire.
Duante las primeras horas y especialmente durante la noche, observar
con atencion el comportamiento de los polltos y mantener la

temperatura del aire cercana a los 34°C todo el tiempo.

Al recibir los pollitos, cercioramos que estos cumplian con las siguientes

caracteristicas de calidad (ver Anexo 4):

Bien seco y de plumodn largo.

Ojos grandes, brillantes y activos.

Pollitos activos y alertas.

Ombligo completamente cerrado.

Las patas deben ser brillantes a la vista y cerosas al tacto.

Las articulaciones tibiotarsianas no deben estar enrojecidas.

Los pollitos deben estar libre de malformaciones (patas torcidas, cuellos

doblados o picos cruzados).
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e.

Condiciones ambientales (Vaca, 1991; Sonaiya y Swan, 2007;
Vantress, 2013):

lluminacion

Consideramos las siguientes condiciones:

1.

Las paredes de la habitacion fueron de color blanco para permitir la
refleccion de la luz.

Se suministr6 24 horas de luz durante el primer dia de alojamiento
(Tabla 21), y se usé un solo bloque de oscuridad en un periodo de 24
horas.

Se apago la luz durante la segunda noche para establecer la hora de

apagado de las luces.

Tabla 21. Programa de iluminacién estandar

Edad en dias Horas de oscuridad Horas de cambio
0 0 0
1 1 1

100 — 160 gramos
(aproximadamente en 9 8
la segunda semana)

22 8 1

Vantress, 2013

Temperatura y humedad

Para la temperatura ambiental se tuvieron las siguientes consideraciones:

1.

El aumento de la temperatura se llevd a cabo a través del uso de

campanas calentadoras de kerosén.
Si la humedad es menor que la del rango indicado en la tabla 22,

aumente la temperatura de 0,5 a 1 °C. Si la humedad es mayor que la

indicada en la tabla, reduzca la temperatura de 0,5 a 1°C.
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Tabla 22. Humedad y temperatura ambiental especificas para Cobb 500.

Edad en dias % Humedad Temperatura
relativa ambiental °C
0 30 -50 32-34
7 40 — 60 31
14 40 — 60 27
21 40 - 60 24

Vantress, 2013

Ventilacion

La ventilacion del galpén fue a través de ventiladores y cortinas para crear una
ventilacion cruzada (Tabla 23); asi se mantuvo una circulacion de aire y se
evitdé la acumulacién de dioxido de carbono, amonio y humedad (Sonaiya y
Swan, 2007).

Tabla 23. Velocidad maxima de aire al nivel de las aves segun edad

Edad de las Metros por Pies por
aves segundo minuto

0 — 14 dias 0.3 60

15 — 21 dias 0.5 100

Vantress, 2013

f. Medidas de bioseguridad

1. Se limit6 el nUmero de visitantes no esenciales.

2. La puerta se mantuvo cerrada en todo momento y se aplicé un
guardapolvo para evitar la entrada de fauna nociva.

3. No se permiti6 la entrada de ningan animal.

4. Se colocaron trampas para roedores y se instalaron protecciones contra
fauna nociva en puertas ventanas.

5. Antes de cualquier manipulacion y contacto, se llevo a cabo un lavado
y desinfeccion de manos.

6. Para entrar a los corrales fue necesario el uso de botas estériles

desechables.
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Anexo 2. Alimentacion e hidratacién (Vantress, 2013)

1. Se supervis6 diariamente el alimento y agua disponible en los
comederos y bebederos. Se registrd6 en bithcora de monitoreo del
INIFAP.

2. El alimento fue proveido por el INIFAP y cumplié con los requerimientos
nutrimentales para pollo de engorde estirpe Cobb (Tabla 24).

3. Energia: 60 — 65%; proteina: 30 — 35% y nutrientes inorganicos: 2 — 8%.

4. Se utilizaron bebederos de campana automéaticos y comederos de tolva
colgantes con capacidad de 10 kg. Su altura fue regulada de acuerdo

al crecimiento de las aves (Figura 26).

Figura 26. Bebedero de campana automéatico y comedero de tolva colgante
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Tabla 24. Requerimientos nutrimentales para pollo Cobb

Inicio Crecimiento Finalizador 1
CANTIDAD DE
ALIMENTO/ave 180¢g 700g 13504
PERIODO DE
ALIMENTACION 0-8 9-18 19 - 28
(dias)
TIPO DE . L.
ALIMENTACION Migaja Migaja/Pellet Pellet
Proteina cruda 21-22 19 - 20 18 - 19
Energia
metabolizable 2.975 3.025 3.100
kcal/kg
Lisina o!)}gestlble 1.92 112 1.02
0
Metionina
digestible % 0.46 0.45 0.42
Met + Cis
digestible % 0.91 0.85 0.80
Triptéfano
digestible % 0.20 0.18 0.18
Treonina
digestible % 0.83 0.73 0.66
Arginina
digestible % 1.28 1.18 1.07
Valina
digestible % 0.89 0.85 0.76
Isoleucina
digestible % 0.77 0.72 0.67
Calcio % 0.90 0.84 0.76
Fosforo
disponible % 0.45 0.42 0.38
Sodio % 0.16 - 0.23 0.16 - 0.23 0.16 - 0.23
Cloro % 0.16 - 0.30 0.16 - 0.30 0.16 - 0.30
Potasio % 0.60-0.95 0.60-0.95 0.60-0.95
Acido linoleico
% 1 1 1
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Anexo 3. Técnicas de correcto agarre y sacrificio por dislocacion cervical

Correcto agarre del pollo (Jones et al., 2013):
1. Colocar ambas manos en las alas, con calma y sin apretar, para evitar

el aleteo. Nota: Agarrar al pollo por las patas puede provocar
dislocacion de cadera.

2. Deslizar la mano debajo del cuerpo y apretar las piernas colocando uno
o dos dedos entre estas, y apoyar el pecho del pajaro en la palma de la
misma mano (Figura 27).

3. Con la mano opuesta, controlar las alas. Nunca se debe invertir al ave.

Figura 27. Agarre correcto de pollos. Jones t él.,2013
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Dislocacion manual del cuello (aves con peso menor a 3kg) (Jones et al.,

2013)

1. Sostener las piernas del ave y las puntas de las alas con una mano,

cerca de la cadera del manipulador.

2. Con dos dedos de la otra mano, apretar la cabeza inmediatamente
detras del craneo con el dedo pulgar debajo del pico (Figura 28).

3. Estirar el cuello hacia abajo, al mismo tiempo de apretar tus nudillos a
las vértebras del cuello y jalar la cabeza hacia atras. NOTA: Debe lograrse

en un solo movimiento.

Sefales de una dislocacién exitosa:

e Comprobar un vacio en la vértebra del cuello.
e Asegurarse de que el ave no esta respirando.
e Asegurarse de que no hay una reaccion de parpadeo, ni dilatacion del

0jo cuando este es tocado.
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Anexo 4. Caracteristicas de una buena calidad de los polluelos a la hora de
recepcion

Durante la recepcion de los polluelos se aseguré que cumplieran con las

caracteristicas de buena calidad.

Caracteristica Cumplen | No
cumplen

Bien seco y de plumon largo

Ojos grandes, brillantes y activos

Activos y alertas

Ombligo completamente cerrado

Patas brillantes a la vista y cerosas al tacto
Articulaciones tibiotarsianas no enrojecidas

Libres de malformaciones (patas torcidas, cuellos
doblados o picos cruzados)

Vantress, 2013

Registro de buche 1 dia post alojamiento
El buche de los pollitos debe ser evaluado a la mafiana siguiente del

alojamiento para cerciorarse de que ellos han encontrado alimento y agua. En
ese momento, como minimo un 95% de los buches deberian sentirse blandos
y elasticos indicando que los pollitos han encontrado exitosamente agua y
alimento. Buches duros indican que los pollitos no han encontrado el agua y
por lo tanto la disponibilidad del agua debe ser verificada de forma inmediata.
Si los buches estdn demasiado dilatados significa que los pollitos han
localizado el agua pero no una cantidad suficiente de alimento. En este caso

la disponibilidad y la consistencia del alimento debe ser evaluada de forma

inmediata.
Llenado de | LIeno- elastico | Lleno-duro Lleno- Vacio
buche Alimento y | Sélo blando

agua alimento Sé6lo agua
Evaluacioén 95%
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Anexo 5. Esquema de manejo de crianza

Especialmente en las 2 horas siguientes de su recepcion y durante los
primeros dias, fue necesario verificar la comodidad de los polluelos

considerando el comportamiento de las aves y su agrupacion.

Crianza Adecuada

Corriente de aire
Adecuado Los pollitos de
Los pollitos pian apilan juntos,
constantemente hacen mucho ruido
y estan bien y se alejan de la
distribuidos corriente de aire

Muy frio Muy caliente
Los pollitos se Pollitos poco
apilan bajo la activos se
fuente de calor distribuyen
y estan ruidosos alrededor del

perimetro

Leyenda ==

AL

Pollitos Influencia de
luz brillante
corriente de

. Calentadores aire o ruido.

Vantress, 2013
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Anexo 6. Heatmap de (A) duodeno, (B) yeyuno, (C) ileon y (D) ciegos en los

dias 1, 7, 15y 35.

A)

C)

Family

Lactobacillaceae

Enterobacteriaceae

Lachnospiraceae

dl | d7 |d15 |d35

Ruminococcaceae

Peptostreptococcaceae

Enterococcaceae

Clostridiaceae

Streptococcaceae

Corynebacteriaceae

Staphylococcaceae

Bacteroidaceae

Erysipelotrichaceae

Leuconostocaceae

Dermabacterdaceae

|Aerococcaceae

Unclassified Clostridiales

Family

dl | d7 |d15|d35

Lactobacillaceae

Unclassified Clostridiales

Enterococcaceae

Streptococcaceae

Enterobacteriaceae

Clostridiaceae

Peptostreptococcaceae

Lachnospiraceae

Ruminococcaceae

Leuconostocaceae

%

70 - 100

50 - A9

20 - 49

10 -29
Nn-9

B)

D)
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Family

dl

Lactobacillaceae

Peptostreptococcaceae

Enterobacteriaceae

Lachnospiraceae

\Streptococcaceae

d7 | d15|d35

Ruminococcaceae

Enterococcaceae

Clostridiaceae

Corynebacteriaceae

\Staphylococcaceae

Leuconostocaceae

Bacteroidaceae

Dermabacteraceae

Family

dl

Ruminococcaceae

Lachnospiraceae

Enterobacteriaceae

d7 | d15|d35

Lactobacillaceae

Erysipelotrichaceae

Enterococcaceae

Bacillaceae

Clostridiaceae

Bacteroidaceae

Verrucomicrobiaceae

Streptococcaceae

Unclassified Clostridiales

Porphyromonadaceae

Peptostreptococcaceae

Leuconostocaceae

Unclassified
Gastranaerophilales

Rikenellaceae

Christensenellaceae

Desulfovibrionaceae




