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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Efecto del reemplazo de antibidticos promotores de crecimiento por una butirina
esterificada en dietas de preiniciacion en el rendimiento productivo y algunos

parametros de salud intestinal de lechones destetados a 21 dias

Los antibioticos promotores de crecimiento (APC) han sido usados por afios para mejorar
los parametros productivos y la salud intestinal en los animales, sin embargo, su uso
desmedido ha contribuido al aumento de la resistencia antimicrobiana tanto en animales
como en humanos, siendo un problema relevante de salud publica. En consecuencia, se
ha impulsado tendencia de buscar nuevas alternativas como las tributirinas o butirinas
esterificadas que alcanzan a tener un mayor efecto en la parte distal del intestino,
mejorando los pardmetros productivos y la salud intestinal de lechones destetos. El
objetivo del proyecto fue evaluar el efecto de la inclusion de una butirina esterificada como
alternativa a los antibioticos promotores de crecimiento en lechones destetos, en algunos
parametros productivos y de salud intestinal. En este estudio se seleccionaron 96 lechones
de 21 dias de edad y fueron asignados a tres tratamientos: un control negativo (CN) sin
APC, acidos organicos u oxido de zinc, un control positivo (CP), en el que se incluyé un
antibiético promotor de crecimiento (avilamicina 0,3kg/Ton) y el tratamiento de evaluacion
gue consistio en adicionar una butirina esterificada (2kg/Ton) (CN+B), al control negativo.
Los lechones fueron alimentados por 14 dias. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en los parametros productivos. Sin
embargo, el score de consistencia de las heces en los lechones tratados con butirinas
esterificadas fue menor que en CP o el CN (p<0.05). El uso de butirinas esterificadas
incrementd (p<0.05) la altura de la vellosidad en yeyuno e ileon, asi como la relacion altura
de la vellosidad: profundidad de la cripta en ileon. Asi mismo, la expresion de TNF-a en
yeyuno fue mayor, mientras que la expresion de IL-6 disminuy6 en ileon (p<0.05) en

lechones alimentados con dietas suplementadas con butirinas. Se concluyé que las
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butirinas esterificadas pueden mejorar la funcion intestinal por su efecto en la morfologia

intestinal y la consistencia fecal.

Palabras clave: Antibidticos promotores de crecimiento, butirinas, biomarcadores,

citoquinas, Escherichia coli, vellosidad, lechones destetos.



Contenido IX

Abstract

Effect of replacing antibiotic growth promoters with tributyrin in pre-starter diets on
growth performance and some intestinal health parameters of weaned piglets

Antibiotic growth promoters have been used for years to improve growth performance and
gut health, however, their excessive use has contributed to the increase in antimicrobial
resistance in animals and humans, being a problem relevant to health. Consequently, there
has been a tendency to look for new alternatives such as tributyrin or esterified butyrin that
have a greater effect on the distal part of the intestine, improving the growth performance
and gut health of weaned piglets. The objective of the project was to evaluate the effect of
the inclusion of esterified butyrate as an alternative to antibiotic growth promoters in
weaned piglets on some growth performance and gut health parameters. In this study, 96
piglets of 21 days of age were selected and allowed three treatments: a negative control
(NC) without APC, organic acid, or zinc oxide, a positive control (PC), in which an antibiotic
growth promoter was included (avilamycin 0.3kg/Ton), and the evaluation treatment which
consisted of adding an esterified butyrate (2kg/Ton) (NC+B), to the negative control. The
piglets were fed for 14 days. No statistically significant differences were observed between
treatments in growth performance. However, the fecal consistency score in piglets treated
with esterified butyrates was lower than in PC or NC (p<0.05). The use of esterified
butyrines increased (p<0.05) the height of the villus in the jejunum and ileum, as well as
the ratio of villus height: to crypt depth of the ileum. Likewise, the expression of TNF-a in
the jejunum was higher, while the expression of IL-6 decreased in the ileum. Overall,
esterified butyrates can improve intestinal function due to their effect on intestinal

morphology and fecal consistency.

Keywords: Growth promoting antibiotics, tributyrin, biomarkers, weaned pigs, cytokines,
Escherichia coli, villus.
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Introduccion

El uso inadecuado de antibiéticos en animales de produccion se ha descrito como una de
las principales causas de resistencia a antimicrobianos. Actualmente se reconoce que el
consumo de antibiéticos para animales es casi dos veces la cantidad de antibioticos
usados en humanos (Aarestrup, 2012). Los antibioticos han sido usados para el
tratamiento de diferentes enfermedades en animales de produccion y en mascotas, sin
embargo, desde los afios 40s algunos antibiéticos han sido incluidos en la dieta de
animales de produccién en concentraciones sub-terapéuticas, con el objetivo de mejorar
el rendimiento productivo, estos son conocidos como antibiéticos promotores de
crecimiento.

En los sistemas de produccion porcina de tipo intensivo la inclusion de antibiéticos
promotores de crecimiento en dietas pos-destete ha sido una de las opciones mas usadas
para el control de bacterias patdgenas, como Escherichia coli, causantes de respuestas
inflamatorias severas y disbiosis del microbioma que afectan la productividad de los
lechones en la etapa de precebo (Fairbrother et al., 2005; Luppi, 2017). No obstante, la
evidente tendencia mundial orientada a la reduccion y/o prohibicion del uso de antibiéticos
promotores de crecimiento en produccion animal, ha obligado a los productores a
desarrollar diferentes estrategias para mantener los estandares de productividad que se
alcanzan con este tipo de sustancias y asi minimizar el riesgo de generar resistencia

antimicrobiana (Maron et al., 2013).

En la actualidad existe una gran oferta de principios activos que se presentan como
alternativas al uso de antibiéticos promotores de crecimiento y que declaran tener efectos
en la salud intestinal de los lechones (Grand View Research, 2022). En este sentido, la
evaluacion de estas estrategias involucra, ademas de las tradicionales medidas
zootécnicas, la comprensién de otros aspectos tales como la integridad de la barrera

intestinal, el microbioma y la respuesta inmune, entre otros.

Por consiguiente, este proyecto tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de

reemplazar los antibiéticos promotores de crecimiento en dietas de preiniciacion para
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lechones, por un producto que contiene butirinas esterificadas en el rendimiento productivo
y la salud intestinal de lechones. La importancia de este proyecto radica en la posibilidad
de generar evidencia cientifica de la efectividad de la inclusion productos diferentes a los
antibidticos promotores de crecimiento en dietas de lechones, para mantener los
parametros productivos y la salud intestinal, bajo condiciones locales de produccion, asi
como generar una alternativa para reducir el uso de estos productos que ponen en riesgo
la bioseguridad de las explotaciones porcinas, la inocuidad de la carne y la salud publica a

nivel nacional.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del reemplazo de antibidticos promotores de crecimiento por una
butirina esterificada en dietas de preiniciacion en el rendimiento productivo y algunos

parametros de salud intestinal de lechones destetados a 21 dias.

Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la inclusion de butirinas esterificadas como sustitutos de
antibiéticos promotores de crecimiento, en una dieta de preiniciacion en el
rendimiento productivo de lechones destetados a 21 dias de edad.

e Establecer el efecto de la inclusion de butirinas esterificadas como sustituto de
antibidticos promotores de crecimiento, en una dieta de preiniciacién sobre la
morfologia de las vellosidades intestinales y las concentraciones de TNF- a, IL-6,
ILO, IL1B, claudina y zo6nula occludens en la mucosa intestinal de lechones
destetados a los 21 dias de edad.

e Determinar el efecto de inclusion de butirinas esterificadas como sustituto de
antibidticos promotores de crecimiento en una dieta de preiniciacion, sobre la

excrecion de Escherichia coli, al destete y a los dias 7 y 14 pos-destete.
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Capitulo 1: Alternativas al uso de
antibioticos promotores de crecimiento en
lechones destetos: Revisidon sistematica de
literatura

Introduccion

En un ambiente natural los lechones se destetan alrededor de las 12 semanas de vida, en
este punto el epitelio intestinal, el sistema inmune y el sistema nervioso entérico alcanzan
un desarrollo y funcionalidad que le permiten al lechén superar la transicion del destete sin
mayor estrés (Moeser et al., 2017). En contraste, en la produccion intensiva el destete es
el evento mas critico en la vida del cerdo puesto que se realiza entre la tercera y la cuarta
semana de vida, momento en el que la funcién intestinal e inmune no estan suficientemente
desarrolladas y ademdas compromete una serie de cambios sociales, ambientales y
dietarios que generan un alto estrés en el lechon y lo predispone a infecciones causadas
por bacterias entéricas como Salmonella spp o Escherichia coli (Cera et al., 1988; Main et
al., 2005; Pluske et al., 2003).

El estrés alimenticio asociado al cambio de una dieta altamente digestible, basada en la
leche de la cerda, con un alto contenido de lactosa a un alimento sélido con un alto
contenido de carbohidratos, proteinas y grasas complejas; sumado al estado de inmadurez
fisiologicas del lechon suponen un gran desafio que resulta en rapidos cambios en la
morfologia del intestino delgado, en la actividad enzimética, en el microbiota y en el sistema
inmune. Estos cambios, deben ser manejados correctamente y monitoreados para evitar
retrasos en el crecimiento e infecciones que finalmente se evidencian en la reduccion de
productividad de los lechones (Cera et al., 1988; Main et al., 2005; Pluske et al., 2003).

Se han propuesto diferentes estrategias para reducir los efectos negativos del destete y
mantener la salud intestinal del lechén en esta etapa. Los antibiéticos promotores de
crecimiento (APC) se han consolidado como la alternativa mas utilizada por la industria

para mantener los indices productivos; sin embargo, problemas como la resistencia
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antimicrobiana (RAM), han conducido al desarrollo de diferentes estrategias para mitigar
el efecto negativo del destete para mantener los indices productivos. Es asi, como hoy las
dietas de transicion y de fase 1 para lechones, obligatoriamente incluyen diferentes aditivos
cuyos principios activos pueden ser entre otros; acidos organicos, probiéticos, prebidticos,
aceites esenciales, fitobidticos, etc. Asi mismo, diferentes tecnologias tales como
asociaciones de diferentes moléculas (mezclas de acidos organicos), recubrimientos de
moléculas, vehiculos e inclusién de excipientes, entre otras, son aplicadas a la produccién
de estos aditivos, con el objeto de potencializar sus efectos a lo largo del tracto

gastrointestinal, buscando una mejor expresion de los indicadores de salud intestinal.

En consecuencia, surge la necesidad de estudiar y evaluar objetivamente el efecto de las
diferentes estrategias y alternativas utilizadas para disminuir el impacto del destete,
utilizando como criterio principal el rendimiento productivo y la funcionalidad del tracto
gastrointestinal. Esta revision sistematica se enfoca en describir los criterios comunmente
utilizados para evaluar la salud intestinal en lechones, asi como los efectos de las
estrategias de intervencién para la mejora de la salud intestinal de lechones al momento

del destete, con énfasis en aquellas que involucren la sustitucion de APC.

1.1 Materiales y Métodos

El presente estudio siguié el protocolo recomendado por la declaracion PRISMA 2020
(Page et al., 2021)

1.1.1 Criterios de elegibilidad

Se incluyeron Unicamente articulos originales de revistas indexadas, en idioma inglés o
espafiol, con informacién bibliografica completa (titulo, autor y afio de publicacion),
publicados entre el primero de enero del 2000 hasta el 20 de noviembre de 2021 y que
hacian referencia a lechones destetos. Se excluyeron articulos que se referian a especies
diferentes a la porcina o cuyo objeto de estudio implicaba una etapa productiva diferente a

la de precebo.
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1.1.2 Fuente de informacidn y estrategia de busqueda

La informacién fue recopilada de las bases de datos Google Scholar, Science Direct, Web
of science, Pubmed y Scopus. El algoritmo de busqueda fue: gut health AND antibiotic
AND alternative AND post weaned AND pig or piglet, el cual fue disefiado a partir de la
estrategia PICO (O’Connor et al., 2014). La pregunta de investigacion utilizada fue: ¢ Cual
es el efecto de las alternativas a los antibiéticos promotores de crecimiento en la salud

intestinal de lechones destetos?

Las referencias duplicadas fueron eliminadas y los articulos fueron seleccionados basados
en gue los algoritmos de busqueda estuvieran incluidos en el titulo, asi como en el
contenido de los resimenes. Los articulos que a criterio del investigador se consideraron

relevantes fueron recuperados en su totalidad.

1.1.3 Procesos de recolecciéon de datos y elementos de datos

La informacion clave de los articulos se recolectd en un archivo de Excel que incluy6 los
siguientes datos: autor, afio de publicacién, pais, palabras claves, e informacion
relacionada con la salud intestinal, tales como morfologia intestinal, citoquinas pre y
proinflamatorias y biomarcadores, antibiéticos promotores de crecimiento y sus
alternativas usadas en los lechones destetos. La informacion recolectada correspondio a
informacion cualitativa y cuantitativa. Los documentos seleccionados fueron revisados

nuevamente por otro investigador para disminuir los sesgos de recoleccion de datos.
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1.2 Resultados y discusion

Se seleccionaron 114 articulos que cumplieron los criterios descritos para documentar la

revision sistemética (Figura 1-1).
Figura 0-1. Diagrama de flujo de PRISMA (Elementos de informes preferidos para los

protocolos de revision sistematica y metaanalisis).

Estudios incluidos en
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1.2.1 Evaluacion de la salud intestinal en lechones destetos

Estructuray funcion de la barrera intestinal

El sistema digestivo es un conjunto de 6rganos encargado de transformar y absorber los
nutrientes contenidos en el alimento consumido y de excretar residuos. La boca, eso6fago,
estbmago, intestino y glandulas anexas hacen parte de este sistema. La boca es la
encargada de romper de forma mecanica el alimento entero, para luego ser transportado
por medio del es6fago al estbmago donde se secretan sustancias quimicas que dan inicio
a la digestion del alimento (Ewing, 2008).

El intestino es un érgano muy dinamico ya que desde el nacimiento requiere mas
adaptaciones que cualquier otro 6rgano. La transicion de una alimentacion fetal parenteral
a una alimentacion enteral, que inicia con el consumo de calostro permite un aumento del
peso, la longitud y el diametro del intestino, asi como un rapido recambio celular en la
mucosa, que favorece el funcionamiento que se expresa en una alta capacidad de
absorcion de nutrientes (Pluske, 2016). En etapas mas avanzadas de la vida del lechén la
tasa de renovacion de la mucosa puede ser de hasta de un 100% en 2 o 3 dias (Verdile et
al., 2019).

Anatémicamente el intestino se divide en intestino delgado e intestino grueso. La funcion
del intestino delgado se asocia a la digestién y absorcion de carbohidratos, proteinas y
lipidos, mientras que en el intestino grueso se lleva a cabo la fermentacion de fracciones
de fibra y la absorcion de &cidos grasos voléatiles, agua, vitaminas y algunos electrolitos
(Ewing, 2008; Leerke & Hedemann, 2012).

En el intestino delgado se pueden identificar tres segmentos con diferencias estructurales
y funcionales: el duodeno el cual se caracteriza por la presencia de las glandulas de Bruner
en la submucosa y de las criptas de Lieberkiihn en la lamina propia, ademés se observan
algunos nodulos linfaticos aislados que se asocian al GALT (Tejido linfoide asociado al
intestino). Por otra parte, en el yeyuno, las vellosidades son més largas y finas, no se

encuentran estructuras glandulares, pero aumenta el nimero de células linfoides y de
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células caliciformes mientras que en el ileon las vellosidades son mas cortas y es
caracteristica la presencia de las placas de Peyer, que son agregados de noddulos linfaticos

que incluso protruyen en la superficie de la mucosa intestinal (Leerke & Hedemann, 2012).

La pared intestinal se encuentra conformada por 4 capas: la serosa que es la capa mas
externa constituida por tejido conectivo el cual se encarga de producir un lubricante que
favorece los movimientos peristalticos y reduce la fricciéon con los otros érganos. La capa
muscular, formada por dos capas de células musculares lisas, una longitudinal y la otra
circular, que permiten la motilidad y la digestion mecéanica (Eurell, 2004; Modina et al.,
2021; Yoo & Mazmanian, 2017). La submucosa esta compuesta por tejido conectivo y
contiene el plexo nervioso submucoso, los nédulos linfaticos y los vasos sanguineos. Las
glandulas de Brunner del duodeno se ubican en esta capa y se encargan de producir y
secretar bicarbonato para amortiguar el pH acido proveniente del estbmago (Eurell, 2004,
Modina et al., 2021).

La capa mas interna es la mucosa en la que se pueden diferenciar tres subcapas: la mas
externa es la muscular de la mucosa formada por musculo liso, con una capa longitudinal
y otra que rodea el intestino, esta capa muscular forma los pliegues intestinales transitorios
gue permiten una mayor exposicion de las células de absorcion (Leerke & Hedemann,
2012; Yoo & Mazmanian, 2017). La segunda capa es la lamina propia constituida por tejido
conectivo e incluye los vasos sanguineos, linfocitos y neuronas (Modina et al., 2021;
Pluske et al., 2018). La tercera capa es el epitelio la cual presenta unas elongaciones que
se proyectan hacia el lumen conocidas como vellosidades y unas invaginaciones llamadas
criptas en donde se encuentran las células madre encargadas de originar otros tipos de
células. Estas vellosidades disminuyen de tamafio a lo largo del intestino, de tal forma que
en el ileon son muy cortas y en segmentos como ciego, recto y colon no se observan
(Leerke & Hedemann, 2012).

Los enterocitos son las células mas abundantes en el epitelio intestinal, cubren toda la
superficie de la mucosa y son responsables de la absorcion de nutrientes y agua. Sin
embargo, en el epitelio se han identificado otros tipos de células con multiples funciones

(Figura 1-2); las células caliciformes que secretan mucina, las células enteroendocrinas,
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encargadas de producir hormonas, las células de Paneth que liberan factores
antimicrobianos como lisozimas, las células M, cuya funcion se relaciona con la
presentacién de antigenos al sistemas inmune y células Tuft, las cuales tienen quimio-
sensores que se relacionan con proteccion contra la infestacion de helmintos (Allaire et al.,
2018).

Los enterocitos migran desde el fondo de la cripta hasta al apice en un proceso de
maduracién, cuentan con microvellosidades que permiten aumentar la superficie de
absorcion, se caracterizan por contener enzimas intestinales encargadas de realizar
procesos de hidrdlisis sobre los nutrientes del alimento y participar en el transporte de los

nutrientes a los diferentes érganos (Welcome, 2018; Yoo & Mazmanian, 2017)

La funcion de absorcion de nutrientes de los enterocitos esta mediada por tres mecanismos
de transporte: paracelular donde pequefias moléculas como el agua atraviesan el epitelio
intestinal a través de las proteinas de unidn estrecha; transcelular activo, donde algunas
moléculas como glucosa logran sobrepasar los enterocitos por medio de moléculas
transportadoras que usan energia en contra de un gradiente; y transcelular pasivo donde
las moléculas pequefias como iones traspasan los enterocitos a través de canales por

diferencia de concentraciones y sin uso de energia (Wijtten et al., 2011a).

La integridad del epitelio intestinal es un factor critico para el mantenimiento de las
funciones de absorcion y defensa. Esta integridad depende de la presencia de complejos
proteicos asociados a membrana conocidos como uniones estrechas. Estas proteinas de
membranas tienen como principal funcién unir células adyacentes entre si, formando
verdaderos sellos, los cuales sirven como canales para permitir el ingreso de ciertos iones
o restringir la entrada de agentes y moléculas nocivos. Entre los grupos de proteinas
descritos se encuentran: zénula occludens (ZO-1, ZO-2 y Z0O-3), claudinas y ocludinas,
(Kim et al., 2012).

El epitelio intestinal se interrelaciona con el microbiota, las células del sistemainmune y el
sistema neuroendocrino para cumplir con otra importante funcién, la defensa contra

potenciales agresores presentes en el lumen intestinal, conformando lo que se conoce
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como la “barrera intestinal” (Moeser et al., 2017). En la barrera intestinal se evidencia la
presencia de mucina, un gel viscoso de proteinas glicosiladas producido y secretado por
las células caliciformes, que se unen a receptores presentes en las células epiteliales, para
bloquear la adhesion de microorganismos patégenos (Modina et al., 2021).

Otro componente importante de la barrera intestinal son los microorganismos, entre los
cuales se reportan principalmente Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Bacteroides, Provotella y Escherichia coli, los cuales desarrollan interacciones con los
enterocitos para desencadenar la activacion del sistema inmune (Duarte & Kim, 2022; Yoo
& Mazmanian, 2017). El nimero de familias y especies bacterianas (diversidad) asi como
la cantidad de bacterias presentes de cada una de ellas (abundancia) depende de factores
tales como la edad del animal, la dieta, el ambiente, las condiciones de estrés y el estado

de salud de los animales (Huting et al., 2021; Kim et al., 2012).

El sistema nervioso entérico es otro componente de la barrera intestinal y esta formado
por una extensa red neuronas y glias en el TGI, en la que se encuentran
mecanorreceptores y quimiorreceptores que responden a estimulos como abrasion,
tension, pH, osmolaridad o nutrientes, etc. Los plexos mesentérico y submucoso participan
principalmente en la motilidad intestinal, la secrecién y la absorcion, asi como en la

modulacion de la permeabilidad intestinal (Yoo & Mazmanian, 2017).

La funcion de defensa de la barrera intestinal, asociada a la respuesta inmune de la
mucosa intestinal y depende de la presencia de diferentes tipos de células que interactuan
para mantener el equilibro y generar una proteccion efectiva. En general, en la respuesta
inmune a nivel intestinal se reconocen dos sitios, los inductores y los efectores. Los sitios
inductores se asocian con el tejido linfoide presente en el intestino, GALT, el cual incluye
las placas de Peyer, los nodulos linfaticos mesentéricos y los foliculos linfoides aislados.
En estas estructuras se atrapan y reconocen los antigenos para ser presentados a las
células efectoras, las cuales son linfocitos ubicados en la lamina propiay en el epitelio, los
cuales una vez activados producen anticuerpos y otros factores asociados a la respuesta

inmune especifica (Peng et al., 2021).
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La induccién de la respuesta inmune estd mediada por una serie de moléculas de
sefializacién conocidas como receptores de patrones de reconocimiento (PRRs), los
cuales reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs). Los "Toll Like Receptors” (TLRs), son PRRs
presentes en las células presentadoras de antigeno a nivel de membrana o citoplasma
celular. En la especie porcina se han descrito 10 tipos de (TLR) que reconocen bacterias,
virus RNA y hongos y desencadenan la respuesta inflamatoria con la activacion de

citoquinas proinflamatorias (Broom & Kogut, 2018; Mair et al., 2014; Peng et al., 2021).

La activacion de la respuesta inmune se desencadena con el reconocimiento y extraccion
del antigeno por las células M, que lo fagocitan y transportan a través de mucosa epitelial
hasta liberarlo en la lamina propia, donde las células dendriticas lo capturan y lo presentan
a las células T cooperadoras en las placas de Peyer. Una vez los antigenos son
presentados y reconocidos por los linfocitos T, por medio de las moléculas receptoras de
antigeno, estos secretan linfoquinas que inducen la proliferacion y diferenciacion de

linfocitos B, los cuales liberan inmunoglobulina A al lumen intestinal (Peng et al., 2021).

Existe una estrecha relacion entre las células del epitelio intestinal, la microbiota y sistema
nervioso entérico, que resulta en la activaciéon de moléculas neuro activas que pueden dar
lugar a la estimulacion o supresion del sistema inmune, asi como a la modificacion del
microbiota y del ambiente intestinal, sin embargo, estas interacciones no estan
completamente entendidas (Yoo & Mazmanian, 2017).
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Figura 0-2. Morfologia de la pared intestinal.
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Efecto del destete en la salud intestinal y su evaluacion

La integridad estructural y funcional de la barrera intestinal son condiciones que varios
autores han considerado a la hora de abordar el concepto de “salud intestinal”, sin
embargo, existen otros aspectos asociados a la expresion productiva que se incluyen en

la definicidn de este término.

El concepto de salud intestinal ha sido utilizado en medicina humana y fue definido como
como un “estado fisico y mental ausente de molestias gastrointestinales que requieran la
consulta médica y donde hay ausencia de enfermedad” (Bischoff, 2011). En ciencia animal,
(Lallés et al., 2007) realizaron un primer acercamiento al concepto y resaltaron la
importancia de la diversidad y la estabilidad del microbiota, asi como la interaccion de ésta

con la estructura del epitelio intestinal y su inmunidad.
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Posteriormente, la salud intestinal fue definida como la “Ausencia/prevencién/control de
enfermedad de tal forma que el animal es capaz de realizar sus funciones fisiolégicas y de
resistir estresores exdgenos e internos” (Kogut & Arsenault, 2016). Otros conceptos
incluyen elementos importantes en la produccion animal, como son la dieta, el bienestar
animal y el rendimiento productivo, de tal forma que definen salud intestinal como “un
estado estable donde el microbioma y el tracto gastrointestinal existen en equilibrio
simbidtico y donde el bienestar y el rendimiento del animal no estan limitados por la

disfuncion intestinal”. (Pluske et al., 2018)

El destete de lechones es un evento que conlleva a alteracion de la salud intestinal. El
destete consiste en la separacién abrupta del lechén de la madre y marca el inicio de una
fase critica y estresante para el lechdén ya que se enfrenta a cambios de orden social,
alimenticio y ambiental. Inicialmente el reagrupamiento y la mezcla de camadas para la
conformacion de lotes de produccion implica la jerarquizacion del grupo, lo que se da a
través de peleas y agresiones. Por otra parte, el estrés alimenticio esta relacionado con el
cambio de una dieta liquida basada en la leche de la cerda, que contiene carbohidratos
(lactosa), lipidos (acidos grasos como el acido linoleico y el palmitico) y proteinas (caseina)
altamente digestibles, a una dieta solida, basada en almidones y proteinas de origen
vegetal. Adicionalmente, el lech6n se expone a cambios ambientales, ya que precisa el
alojamiento en corrales donde deben aprender a conocer el entorno como comederos y
bebederos y en donde pueden estar expuestos a cambios severos de temperatura. Al
mismo tiempo ocurre una disminucion de anticuerpos maternos y una insuficiente

capacidad para su termorregulacion.

Estas condiciones deben ser tenidas en cuenta para tomar las medidas de manejo
adecuadas para minimizar el efecto deletéreo del destete (Campbell et al., 2013). Una de
las consecuencias de las condiciones estresantes a las que se somete el lechén en el
destete es el retraso en el crecimiento, el cual estd mediado por la reduccién el en consumo
de alimento que resulta en baja ganancia o pérdida de peso y predisposicion o presencia
de diarrea. Este efecto puede estar mediado por el aumento de la concentracion de
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, y TNF alfa) las cuales pueden afectar el

metabolismo de nutrientes y activar las proteinas de fase aguda (Pluske et al., 2003)



29  Capitulo 1: Alternativas al uso de antibidticos promotores de

crecimiento en lechones destetos: Revision sistematica de literatura

Con el objetivo de entender la fisiologia del lechdn al destete se han propuesto 6 dominios
que permiten enfocar la evaluacién de la funcion intestinal: la barrera intestinal, el
microbiota, la respuesta inmune, la digestion y absorcion de nutrientes y su relacion con la
dieta y la funcionalidad neuroendocrina (Celi et al., 2019). A continuacién, se describen
algunos de estos dominios y las metodologias asociadas a la valoracion de la salud
intestinal, con especial énfasis en la morfologia intestinal, la respuesta inmune y la

microbiota.

Algunos métodos de evaluacién de la salud intestinal utilizan sustancias o estructuras
asociadas a la barrera intestinal como una forma de describir estados normales de los
procesos biolégicos y compararlos con estados de enfermedad, o también para describir

el efecto de algun tipo de intervencioén nutricional, terapéutica (Strimbu & Tavel, 2010).

Los criterios para evaluar la salud intestinal son especialmente Gtiles en situaciones criticas
como el destete, en el cual se describen cambios en la morfologia intestinal, tales como la
reduccion en el espesor de la mucosa y la atrofia de las vellosidades intestinales. Estos
cambios se asocian al bajo consumo de alimento, el cual provoca una reduccién en la
proliferacion de células, asi como una baja sintesis de proteina, en respuesta a una
disminucién en la secrecion de factores de crecimiento, como el péptido similar a glucagén-
2 o el IGF-1. Adicionalmente, se observa hiperplasia de la criptay aumento de la densidad

en la lamina propia como resultado de una proliferacion de células de defensa.

Estos cambios, se presentan en los primeros 5 dias pos-destete y se consideran una fase
aguda de respuesta a los factores estresantes (Pluske et al., 2003). El aumento de cortisol
a los 2 dias pos-destete se relaciona con una disminucion de la resistencia epitelial y en
consecuencia un aumento en la permeabilidad de la mucosa intestinal lo que da lugar a un
aumento de la entrada de agentes agresores y de la respuesta inflamatoria en la ldmina
propia (Spreeuwenberg et al., 2001). Después del dia 5 se puede observar un aumento del
apetito y del consumo de alimento, lo que se refleja en una recuperacion de la estructura
del epitelio y de la actividad enziméatica, lo que se puede considerar una fase adaptativa
(Pluske, 2016).
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De esta manera, la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta en el yeyuno e ileon,
y la relacion entre las dos, son criterios que se tiene en cuenta con frecuencia en la
evaluacion de la salud intestinal y de la integridad de la barrera intestinal (Ducatelle et al.,
2018). En latabla 1-1 se presentan algunas referencias en las que se reportan variaciones

en la estructura del epitelio.

Tabla 1-1. Cambios morfolégicos en el intestino delgado después del destete

Edad al
destete, Segmento intestinal Resultado Referencia
dias
14 Intestino delgado Dia 7 pos-destete: Disminuye la relacién altura de la (Pasick et al.,
vellosidad: profundidad de la cripta 2014)
21 Intestino delgado Dia 11 dias pos-destete: Disminuye la altura de la (Hampson, 1986)
vellosidad e incrementa la profundidad de la cripta
21 Yeyuno Dia 2 pos-destete: Disminuye altura de la vellosidad; (Murugesan et al.,
desde el dia 5 pos-destete incrementa la profundidad de 2015)
la cripta
21035 Yeyuno Dia 3 pos-destete: Disminuye la altura de la vellosidad (Cera et al., 1988)
26 Intestino delgado Del dia 2 al 4 pos-destete: Disminuye la altura de la (Spreeuwenberg et
vellosidad y la relacion altura de la vellosidad: al., 2001)
profundidad de la cripta
28 75% del intestino delgado  Dia 5 pos-destete: Incrementa la profundidad de la cripta  (Aubry et al., 2017)
29 Yeyuno Dia 2 pos-destete: Disminuye la altura de la vellosidad (Hedemann et al.,
con una altura minima al dia 3 pos-destete, al dia 5 pos- 2003)

destete incrementa la profundidad de la cripta

Fuente: Adaptado de (Zheng et al., 2021)

Al destete de los lechones se puede presentar una amplia variabilidad en la altura de la
vellosidad en yeyuno: en las descripciones de la literatura se reportan valores entre 351y
898 um con una media de 546 pm. En las referencias revisadas se evidencié que no hay
una relacion clara entre la edad de destete y la altura, sin embargo, los valores reportados
para longitud de la vellosidad presentan una tendencia a disminuir con la edad del destete
y pueden estar influenciados por las condiciones en las que se lleva a cabo la lactancia.
Algunos estudios reportan que 2 dias pos-destete se presenta una disminucion de un 55%
en la atura de la vellosidad con una media de 304 um. Mientras que al finalizar la primera

semana se observd una recuperacion del 23% con valores de 361 um vy al final de la
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segunda semana se encontré el 87% de recuperacion de la altura de la vellosidad

alcanzando 476 pm.

En cuanto a la profundidad de la cripta en el yeyuno al momento del destete los valores
varian de 59.74 um hasta 274 um, con una media de 176 um. Unicamente después del dia
4 pos-destete se encontrd un aumento en la profundidad de la cripta variando entre 183 a
233 um, al finalizar la primera semana pos-destete esta se ve incrementada en un 27% y
para la segunda semana el aumento es de 44%, con valores entre 126 um a 308 pm, y
una media de 253 um, lo que podria estar causado por una inflamacion de la mucosa

intestinal.

Por otro lado, larelacion de la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta en yeyuno
(tabla 1-4) en los lechones también presentd una variabilidad durante las dos primeras
semanas pos-destete. El primer dia pos-destete se han reportado valores de 2.25 en
promedio, mientras que para el dia 2, se ha observado una reduccién de un 29%, con una
media de 1.6. Al dia 4 también se observé una recuperacion de la relacion de la altura de
la vellosidad, y al finalizar la primera semana post destete se reporté una media de 1,95.
Para el dia 14 pos-destete la mucosa auin esta en proceso de recuperacion y la relacion
V:C se encuentra en un 84% del valor inicial (Boudry et al., 2004; de Groot et al., 2021; Hu
et al., 2013; Ming et al., 2021; Spreeuwenberg et al., 2001; Verdile et al., 2019; Verdonk,
2006). En las tablas 1-2, 1-3 y 1-4 se resumen los valores de altura de la vellosidad,

profundidad de la cripta y relacién vellosidad: cripta, en yeyuno reportados en la literatura.

Tabla 1-2. Altura de la vellosidad en yeyuno, pm

Dias pos-destete

Autor Destete

0 2 4 7 14
Hu et al., 2013 20 765 - - 468 731
Boudry et al., 2004 21 597 356 - 377 457
Verdile et al., 2019 21 898 - - 202 -
Ming et al., 2021 21 - - - 323 241
Groot et al., 2020 22 430 - - - 475
Spreeuwenberg et al., 2001 25 351 253 318 - -
Verdonk et al., 2006 26 491 - 397 438 -

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 1-3. Profundidad de la cripta en yeyuno, pm

Dias pos-destete

Autor Destete

0 2 4 7 14
Hu et al., 2013 20 274 - - 320 285
Boudry et al., 2004 21 216 211 - 304 308
Verdile et al., 2019 21 59.76 - - 100 -
Ming et al., 2021 21 - - - 124 126
Groot et al., 2020 22 223 - - - 296
Spreeuwenberg et al., 2001 25 176 162 183 - -
Verdonk et al., 2006 26 181 - 233 272 -

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 1-4. Relaciéon altura de la vellosidad: profundidad de la cripta en yeyuno (V:C)

Dias pos-destete

Autor Destete

0 2 4 7 14
Hu et al., 2013 20 2.8 - - 1.4 2.5
Boudry et al., 2004 21 2.76* 1.6*% - 1.24* 1.48*
Verdile et al., 2019 21 15.23 - - 2.1 -
Ming et al., 2021 21 - - - 2.71 1.96
Groot et al., 2020 22 1.95 - - - 1.64
Spreeuwenberg et al., 2001 25 2 1.6 0.58 0.58 -
Verdonk et al., 2006 26 2.71* - 1.7* 1.61 -

Fuente: Elaboracion propia

En relacion con la altura de la vellosidad en el ileon en lechones destetados entre los 20 y
26 dias de edad, se han encontrado valores en un rango entre 255 pm y 357 ym, con una
media 310 um (tabla 1-5). Al dia 1 pos-destete se ha observado una disminucion del 19%
en la altura de la vellosidad, con una media de 254 um, sin embargo, desde el dia 4 pos-
destete ocurre una rapida proliferacién celular alcanzando una recuperacién del 98% de la

altura de la vellosidad (Garcia et al., 2016).

En cuanto la profundidad de la cripta en el ileon, al finalizar la lactancia de los lechones se
presentan valores que varia entre 104 y 172 um, con una media de 147 pm, mientras que

hacia el dia 4 post destete se reportan un aumento en la profundidad de la cripta, que se
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mantiene hasta finalizar la segunda semana post destete, alcanzando valores entre 317
pm y 451 pm.

La relacion de la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta en el ileon presenta
valores iniciales entre 1.7 y 2.78, con una media 1.9, los cuales tras el destete disminuyen
y se mantienen bajos hasta finalizar la segunda semana pos-destete donde algunos
autores han reportado valores de 1.3y 1.7 (Boudry et al., 2004; de Groot et al., 2021). En
las tablas 1-5, 1-6 y 1-7 se presentan los valores reportados para la altura de la vellosidad
y la profundidad de la cripta en el ileon.

Tabla 1-5. Altura de la vellosidad en ileon, pum

Dias pos-destete

Autor Destete
2 4 7 14
Garcia et al., 2016 20 290.5 - 341.8 - -
Boudry et al., 2004 21 340 295 - 329 317
Ming et al., 2021 21 - - - 288 290
Groot et al., 2020 22 357 - - - 451
Spreeuwenberg et al., 2001 25 255 214 244 - -

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 1-6. Profundidad de la vellosidad en ileon, pm

Dias pos-destete

Autor Destete

0 2 4 7 14
Garcia et al., 2016 20 104.4 - 158.1 - -
Boudry et al., 2004 21 156 146 - 204 240
Ming et al., 2021 21 - - - 161 120
Groot et al., 2020 22 172 - - - 274
Spreeuwenberg et al., 2001 25 158 145 153 - -

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 1-7. Relacién altura de la vellosidad: profundidad de la cripta en ileon, um

Dias pos-destete

Autor Destete 0 > 4 7 14
Garcia et al., 2016 20 2.78* - 2.17* - -
Boudry et al., 2004 21 2.18* 1.38* - 1.61* 1.32*
Ming et al., 2021 21 - - - 1.83 2.7
Groot et al., 2020 22 2.17 - - - 1.7
Spreeuwenberg et al., 2001 25 1.7 1.5 1.7 - -

*Calculados a partir de los valores de la altura de la vellosidad y profundidad de la cripta
Fuente: Elaboracion propia

Las concentraciones de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 e
IL-1B, también han sido estudiadas como criterio de evaluacioén de salud intestinal, por lo
gue se reportan: incrementos de 3.38, 2.04 y 2.85 “fold change” (cambio de intensidad) de
TNF-alfa, INF-gama e Interleukina-6, respectivamente, a los 3 dias de destete. (Hu et al.,
2013). Tabla 1-8

Otro criterio de estabilidad de la barrera intestinal es la evaluaciéon de la permeabilidad
intestinal, la cual se determina, midiendo la concentracion de moléculas como lactulosa, L-
ramnosa, y manitol en orina, después del suministro de concentraciones conocidas.
Cuando estos compuestos son suministrados en agua a animales sanos el total de la
concentracion de lactulosa no es absorbido en el intestino delgado y sigue hasta el intestino
grueso para luego ser excretado. La L-ramnosa y el manitol son facilmente absorbidos por
las microvellosidades y luego medidos en la orina. Sin embargo, cuando la permeabilidad
es alterada la proporcion de lactulosa medida en la orina aumentan y la cantidad de L-
ramnosa o manitol disminuyen como consecuencia de la ruptura de la barrera intestinal
(Celi et al., 2019; Gilani et al., 2017; Wijtten et al., 2011b).

Otra técnica utilizada para evaluacion de integridad intestinal es la resistencia eléctrica
tras-epitelial (TEER) la cual disminuye como resultado del bajo consumo en la primera
semana pos-destete. La TEER se mide en in vitro utilizando un segmento del tejido
intestinal fresco, el cual es llevado a una camara para evaluar el transito de iones y

moléculas por el transporte paracelular. (Celi et al., 2019; Wijtten et al., 2011a).
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La expresion de proteinas de union una herramienta util para la evaluacion de la estabilidad
de la barrera intestinal. Asi, se reporta el uso de técnicas de biologia molecular como g-
PCR para estimar la expresion de genes de occludin, claudin-1 y zonula ocludens en
muestras de tejido intestinal o plasma, observando una disminucion del 47% 36% y 38%
de la expresion de cada una de las proteinas en los primeros dias pos-destete (Celi et al.,
2019; Hu et al., 2013), en la Tabla 1-8.

Tabla 1-8. Expresion génica de citoquinas pre y antinflamatorias, y proteinas de union en

yeyuno de lechones al destete

Dias pos-destete

Item 0 3 7 14
TNF-a 1 4.48 2.97 1.38
INF-y 1 3.04 1.94 1.06
IL-10 1 1.48 1.51 1.36
IL-6 1 3.85 3.08 1.31
Occludin 1 0.53 0.41 0.57
Claudin-1 1 0.64 0.53 0.61
Z6nula Ocludens 1 0.62 0.72 0.79

Fuente: Construido a partir de datos reportados por (Hu et al., 2013). N=6

Otros Indicadores

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC), aminas, fenoles, indoles, sulfuros y tioles son
productos de la fermentacion bacteriana de excesos de proteina que no logran ser
digeridas en su totalidad debido a cambios enzimaticos en los primeros dias post destete.
La concentracion de estos compuestos puede ser medida en las heces usando técnicas
de cromatografia de gases y pueden ser un buen marcador de la funcion intestinal (Celi et
al., 2019; Fan et al., 2002).

La deteccién de niveles de lactato y succinato, producidos por bacterias intestinales,
causantes de diarreas y que pertenecen principalmente a las familias Enterobacteriaceae
y Streptococcaceae, las cuales aumentan en poblacion tras los cambios de pH del
intestino, se reportan como indicadores de alteracion de la permeabilidad intestinal (Celi et

al., 2019; Tsukahara & Ushida, 2001). Asi mismo, las concentraciones de fenol y p-cresol,
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en sangre, heces u orina se asocian con una reducida funcionalidad de la barrera intestinal
(Celi et al., 2019; Saito et al., 2018).

Otros compuestos relacionados con la respuesta inmune, como la neopterina, un marcador
de la activacion de los macrofagos y las células dendriticas, eosinofilos, linfocitos que
participan en la inflamacién o la calprotectina y mieloperoxidasa, marcador de la actividad
de los neutrdfilos también han sido estudiados como indicadores de inflamacion del tejido
intestinal (Celi et al., 2019).

Disbiosis y diarrea pos-destete

El microbiota juega un papel importante en la maduracion del intestino del lechon, asi como
en la modulacién y funcionamiento de la barrera intestinal. EI cambio de dieta al momento
del destete es el elemento que mas afecta la composicion del microbiota, dado el cambio
de sustratos y la ausencia de inmunoglobulinas y otros factores de la leche. Al mismo
tiempo, el microbiota puede afectar la digestion de nutrientes y generar algunos
metabolitos (ej. acetato, butirato), que pueden modular la respuesta inmune y la
proliferacion de células propias de la mucosa intestinal, adicionalmente puede
considerarse una linea de defensa que previene la colonizacion de bacterias patégenas
(Duarte & Kim, 2022). En la tabla 1.9 se listan los principales familias y géneros de

bacterias que se encuentran en el intestino de lechones sanos al pos-destete.



37 Capitulo 1: Alternativas al uso de antibidticos promotores de

crecimiento en lechones destetos: Revision sistematica de literatura

Tabla 1-9. Familias y géneros de bacterias que se encuentran en diferentes segmentos

intestinales de lechones sanos al destete.

Segmento intestinal Familia Genero
Lactobacillaceae Lactobacillus
Enterobacteriaceae Actinobacillus
Yeyuno Streptococcaceae Streptococcus
Ruminonoccaceae Staphylococcus
Pasteurellaceae
Lactobacillaceae Lactobacillus
Christensenellaceae Actinobacillus
fleon Enterobacteriaceae Streptococcus
Pasteurellaceae Romboutsia
Escherichia-Shigella
Ruminococcaceae Lactobacillus
Provotellaceae Ruminococcus
Ciego Lachnospiraceae Bacteroides

Bacteroidaceae

Prevotellaceae

Lactobacillaceae
Fuente: Construido con informacién de (Gresse et al., 2019).

Actualmente la metagendmica y las tecnologias asociadas a la bioinformatica permiten
caracterizar la composicién y la dindmica de las poblaciones microbianas del intestino. Es
asi como se han desarrollado diferentes indices como el indice de Shannon-Weaver o el
indice de diversidad de Simpson los cuales se basan en los OTUs (unidades taxonomicas
operacionales) y expresan tanto el nimero de especies como abundancia de estas. Otros
indices como ACE (Estimador de coberturay abundancia) y el indice de Chao 1 se utilizan

para estimar principalmente la riqueza relativa en una muestra (Kim et al., 2017).

El estrés ocasionado al momento del destete da lugar a alteracion en el microbiota
intestinal o disbiosis, lo cual es la principal causa de infecciones intestinales y por tanto de
diarreas pos-destete. Escherichia coli, es el agente etiolégico que se asocia con mayor
frecuencia a brotes de diarrea en lechones al momento del destete; esta bacteria se
encuentra normalmente en el microbiota intestinal, pero su sobreexpresion, la inmadurez
intestinal, los cambios dietarios y los factores estresantes en el destete, se combinan

dando como resultado cuadros clinicos de diarrea (Liu et al., 2022).
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La patogenicidad de Escherichia coli inicia con la adhesién a las microvellosidades de los
enterocitos, la cual esta mediada por la presencia de las fimbrias F4 (variantes antigénicas
ab, ac, y ad) y F18 (ab y ac) que se expresan en los patotipos enterotoxigénicos de
Escherichia Coli (ETEC). Una vez adheridas al enterocito estas bacterias liberan
enterotoxinas termoestables como STa y STb que alteran la permeabilidad intestinal
causando la diarrea en los lechones (Fairbrother & Nadeau, 2019). En la tabla 1-10 se
presenta la clasificacion de los patotipos de Escherichia coli y sus potenciales efectos en

los lechones.

Tabla 1-10. Patotipos, adhesinas y toxinas asociadas a algunos patotipos de Escherichia coli

Patotipos Adhesina Toxina Enfermedad
F5(K99), F6, F41 STa Diarrea neonatal
F4(K88) STa, STb, LT, a-hemolisina
ETEC _
F4(K88) AIDA STa, STh, LT, EAST-1, a-hemolisina )
o Diarrea post destete
F18 AIDA STa, STh, LT, EAST-1, a -hemolisina, Stx2e
EPEC Eae - Diarrea pot destete
STEC saa Stx1, Stx2 Colitis hemorragica -

disenteria bacilar
EIEC IpaH-pINV - Disenteria

saa: Adhesina auto aglutinante

Eae: Gen
Fuente: Adaptado de (Fairbrother & Nadeau, 2019; Luppi, 2017)

La enterotoxina termo labil (LT) consta de una subunidad enzimatica llamada A (dos
fragmentos) y una subunidad B (pentamera), que se unen al gangliosido GM1
(monosialotetrahexosylganglioside) presente en el receptor de los enterocitos, ingresa por
los receptores del epitelio y es transportada través del reticulo endoplasmaético y se libera
en el citosol de la célula epitelial donde estimula la activacion de adenilato ciclasa que
aumenta el adenosin monofosfato ciclico (CAMP), el cual regula la activacion de los
canales de cloro, lo que resulta en un aumento de la secrecion de cloro, reduccion de la
absorcion de sodio y una filtracién de agua hacia el lumen intestinal (Fairbrother et al.,
2005; Kim et al., 2022; Sun & Kim, 2017).
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Por otro lado, enterotoxina estable (STa) es un péptido de bajo peso molecular de 18
aminoacidos y 3 puentes de disulfuro que se une al receptor transmembranal de los
enterocitos, con lo que se induce la acumulacion monofosfato de guanosina ciclico (cGMP)
en el interior de la célula, el cual inhibe el transporte del Na/Cl en los enterocitos e impide
la absorcion de agua y electrolitos en las puntas de las vellosidades y genera la secrecion
de agua y cloro de las células de las criptas (Cox et al., 2012; Fairbrother et al., 2005; Sun
& Kim, 2017).

De otro lado, tras la infeccién con el patégeno la evaluacion de la consistencia de heces
en los primeros dias del post destete se convierte en un criterio de respuesta que mide la
severidad de la diarrea causada por Escherichia coli ETEC o EPEC y su relacién con
diferentes estrategias nutricionales que permiten reducir la proliferacion de bacterias
patégenas en el intestino (Adewole et al., 2016; Kim et al., 2012). El score de diarreas es
un método no invasivo que permite evaluar la salud intestinal en la granjay es ampliamente

usado por los investigadores debido a la baja complejidad de uso.

La evaluacion se realiza a través de una clasificacién descriptiva de 0 a 3, usado con mas
frecuencia, donde 0= heces normales, l1=heces suaves, 2= diarrea media, 3 diarrea
severa, usado con mas frecuencia (Adewole et al., 2016) o de 1 a 5, donde 1= heces
normales, 2=heces suaves 3= diarrea media, 4= diarrea severa 5= diarrea acuosa (Lei &
Kim, 2018).

1.3 Aditivos mejoradores de la salud intestinal en el
post destete

Los aditivos son compuestos, moléculas, organismos 0 combinaciones de estos, que son
incluidos en las dietas para animales para suplir los requerimientos nutricionales, para
mejorar las ganancias de peso, la eficiencia alimenticia, la salud intestinal o para controlar
las enfermedades en las granjas (Tariq et al., 2020; Van Saun, 2013). En el afio 2021 el
mercado de los aditivos fue estimado en 39.6 billones de délares, con una proyeccion de
crecimiento anual del 3.5% desde el 2022 al 2030. La industria porcina es considerada el

segundo consumidor de aditivos después de la industria avicola, con un estimado de
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13.737 millones de ddlares, siendo los antimicrobianos, antioxidantes, mezclas,
emulsificantes, enzimas y agentes controladores del pH los aditivos més utilizados (Grand
View Research, 2022).

1.3.1 Antibiéticos como promotores de crecimiento y su influenza en
parametros productivos y de salud intestinal de lechones

Los antibidticos son utilizados como terapéuticos es decir para tratar individuos
clinicamente enfermos, como metafilacticos para prevenir el aumento de sintomas en un
lote o corrales donde se han presentado sintomas previamente, o como profilacticos
cuando se suministran a animales sanos para prevenir la aparicion de sintomas clinicos
(Aarestrup, 2012; Landers et al., 2012). La profilaxis es la principal forma de uso de
antibiéticos en la industria porcina y el destete y las primeras semanas de la fase de
precebo es donde se reportan los efectos mas significativos en cuanto a ganancia de peso
(16.4%) y eficiencia alimenticia. (Cromwell, 2002; Lekagul et al., 2019; Tiseo et al., 2020).
Los antibidticos también pueden ser suministrados de forma continua en el alimento en
dosis sub-terapéuticas con el objeto de mejorar el crecimiento, caso en el cual son
considerados promotores de crecimiento (Lekagul et al., 2019). EI mecanismo de accién
de los antibidticos promotores de crecimiento (APC) no estd completamente dilucidado,
sin embargo, los efectos positivos de la adiciéon APC a las dietas de cerdos se han asociado
al control de infecciones subclinicas, a mayor disposicion y utilizacion de nutrientes por
parte del cerdo debido a la reduccion en la poblacion bacteriana, a una reduccion de
metabolitos bacterianos que disminuyen el crecimiento, asi como a un incremento en la
digestibilidad de proteinas posiblemente debido a una mejor estructura de la pared
intestinal (Gaskins et al., 2002; Maron et al., 2013).

Desde los primeros reportes del uso de clortetraciclina junto con vitamina B12 en dietas de
cerdos como mejorador de los parametros productivos, los antibiéticos fueron catapultados
para ser usados a nivel mundial como promotores de crecimiento (Jukes, 1950). Los
antibiéticos que se han utilizado con mayor frecuencia en la industria porcina son:
avilamicina, bacitracina, enramicina, flavomicina, halquinol, lincomicina narasina,

salinomicina, tiamulina, tylosina y virginamicina (Cardinal et al., 2020). En la tabla 1-11 se
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presentan algunos resultados de reportes recientes de efectos de la inclusion de

antibidticos en dietas de lechones al destete.

Tabla 1-11. Efectos de inclusién de antibi6ticos en dietas de lechones al destete

Antibioticos N Destete Dosis Diferencias significativas Referencia
o Incremento de GDP y G: F (Zhang & Kim,
Apramicina 144 18 165mg/Kg Incremento de DTT en MS y EB 2014)
Carbadox 40 21 50mg/Kg Incremento de G: F (2I_002u1r)enco etal.,
Fase 1: .
Clortetraciclina 1300 21 - Inecsrgrgsglto de GDP, G: F CDAy (2%|S8en etal,
Fase 2: Tiamulina P 18)
Incremento PF
Disminucién de la frecuencia de
diarrea, recuento de coliformes
totales en nédulos linfaticos, .
Carbadox 34 28 50mg/Kg concentracion de citoquinas (Kim et al., 2021)
proinflamatorias mesentéricos y
bazo
Incremento proteinas de unién
Fase 1:
Clortetraciclina 662mg/Kg
Fase 2: Carbadox 1230 15-18  28mglkg Incremento GDP, CDA (ZFéLZJ%kman etal.,
Fase 3: 441 mgl/kg )
Clortetraciclina
Mezcla: Incremento G: F
o Disminucién de la incidencia de
Clortetraciclina, 75mg/kg, : . .
oxitetraciclina de 192 28 50mg/kg y Slrizaefg%glttc())r?;smas (Han et al., 2021)
calcioy bgcitracina 40mg/kg Mejora de la altura de la
de zinc vellosidad en duodeno e ileon
. Incremento de la abundancia
Clortetraciclina 48 28 75maglkg relativa de microbiota patogénica (Mo et al., 2022)
Aumento de GDP y G: F
Clortetraciclina 126 29 75mglkg g;zﬁb?#glsogrgiif?;?nrzzr){as (Ma et al., 2019)
Incremento de proteinas de unién
Incremento de GDP, CDA, G: Fy
PF
Incremento V:C
Carbadox 192 21 55mg/kg Incremento de citoguinas ggggg etal.,
proinflamatorias )
Disminucidn de citoquinas
proinflamatorias
Tilosina de fosfato 18 28 100 mg/kg Incremento de GDP, pero (Yan et al., 2020)

disminuyo G: F

GDP: Ganancia de peso, G: F: Eficiencia alimenticia, DTT: Digestibilidad Total, EB: Energia Bruta, MS: Materia Seca, CDA:
Consumo de alimento, PF: Peso Final, V:C: Relacion vellosidad: profundidad de la cripta

Fuente: Elaboracién propia
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A pesar de los efectos positivos en los resultados productivos con el uso de antibidticos
promotores de crecimiento surge la amenaza de la aparicion de bacterias resistentes o
multirresistente a antibidticos que se usan con fines terapéuticos en medicina humana y
veterinaria. El aumento de microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas a
nivel mundial es muy evidente y probablemente es el resultado del uso excesivo e

indiscriminado de antibiéticos en animales (Aslam et al., 2018).

La Resistencia Antimicrobiana (RAM) se define “como el fendmeno por el cual un
microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era
sensible” (OMS, 2019). Aunque no es claro el origen de los genes de resistencia en
bacterias patdgenas, se conocen tres posibles rutas a través de la transferencia horizontal
de genes que involucran integrones, trasposones y plasmidos. La primera es la
trasferencia directa de genes de resistencia desde bacterias del suelo productoras de
antibiéticos, la segunda una transferencia intermedia a las bacterias del suelo no
productoras de antibidticos y la dltima ruta desde las bacterias que se encuentran

circulando en el ambiente (Peterson & Kaur, 2018).

Se estima que para el afio 2050, aproximadamente 10 millones de muertes humanas
podrian estar relacionadas con algun tipo de microorganismos resistentes a
antimicrobianos, y los costos de tratamientos en pacientes con infecciones ocasionadas
por microrganismos resistentes a antibioticos podrian ascender a US$29.000 por paciente,
en paises como Estados Unidos y Canada (Ventola, 2015).

Por lo anterior, la resistencia antimicrobiana es considerada un problema de salud publica,
en consecuencia, el 70% de paises a nivel mundial han prohibido el uso algunos
antibiéticos en alimentacion animal. El eiemplo méas conocido es de la Unién Europea en
donde desde enero del afio 2006 se prohibi6 totalmente el uso de antibiéticos promotores
de crecimiento en la alimentacion animal, permitiendo su utilizacion Unicamente bajo

estricta prescripcion veterinaria (Li, 2017; OIE, 2021).
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1.3.2 Alternativas al uso de antibiéticos promotores de crecimiento

La prohibicion del uso de antibidticos promotores de crecimiento, tras el aumento de la
aparicion de bacterias resistentes, ha creado la necesidad de probar diferentes alternativas
para reemplazar de manera efectiva a los antibioticos y de esta manera mantener y/o
mejorar la salud y la productividad en las granjas. Entre las alternativas que mas se utilizan
y estan disponibles en el mercado se cuentan: los acidos organicos, los prebidticos, los
probidticos, los fitobidticos (extractos, aceites esenciales, taninos, etc.) los péptidos
microbianos y bacteri6fagos. A continuacion, se describiran brevemente, los mecanismos
de accibdn, asi como los principios activos y efectos en la salud intestinal y la productividad

reportados en la literatura, para cada uno de ellos.
Acidificantes

Los acidificantes son unos de los aditivos mas empleados en la industria porcina, por su
efecto positivo en el crecimiento de los lechones y en el control de diarreas en fases de
destete, razon por cual su participacion en el mercado de aditivos se ha incrementado de
manera notoria en los Ultimos afios (Gran View Research, 2022). Los acidificantes pueden
ser acidos organicos, inorganicos o sales de acidos y pueden encontrarse solos o en
mezclas buscando efectos complementarios entre los principios activos. A su vez los
acidos organicos se clasifican en acidos grasos de cadena cortas (AGCC), con maximo 5
carbonos, tales como el acido férmico, acético, propidnico y butirico. Los acidos de cadena
media (AGCM) que tienen entre 6 a 12 carbonos: como por ejemplo el caproico, caprilico,
caprico y laurico; y los acidos tricarboxilicos entre los que se cuentan el &cido citrico, alfa
ketoglutarico, fumarico y malico, este ultimo grupo en general se caracteriza porque son
compuestos intermediarios del ciclo de Krebs. Otros acidos como como el benzoico,
sorbico y lactico también son reportados con efectos positivo en variables tanto productivas
como de salud intestinal (Tugnoli et al., 2020a). Entre los &cidos inorganicos se reportan
efectos benéficos para productos que contienen acido sulfarico, &cido hidroclérico y acido

fosforico, entre otros (Suiryanrayna & Ramana, 2015).
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Entre los efectos positivos de la adicion de acidos organicos a los alimentos para lechones
se ha mencionado que tienen la capacidad de disminuir el pH del estdmago, favoreciendo
las condiciones de crecimiento de bacterias benéficas como lo son Lactobacillus y
Bifidobacterium, las cuales se caracterizan por mantener el balance del microbiota y
ayudan a crear ambientes adversos para la adhesion y colonizacion de bacterias
patégenas como Escherichia coli, Salmonella spp. y otras enterobacterias, disminuyendo
asi las poblaciones de las mismas en el intestino (Kim et al., 2005; Pearlin et al., 2020;

Suiryanrayna & Ramana, 2015).

También se ha descrito que los &cidos organicos mejoran la digestibilidad de los nutrientes
debido a su capacidad de disminuir el pH, aumentando la actividad de la pepsina y la
hidrélisis de proteinas. Por otro lado, la actividad antimicrobiana, depende del pKa (valor
de pH al cual 50% del &cido se encuentra en forma disociada), el cual se encuentra entre
3 y 5 para la mayoria de principios activos utilizados. De esta manera, el mecanismo de
accion se basa en la capacidad del acido de atravesar la capa lipidica de la membrana
celular de los microorganismos en su forma no disociada, para disociarse dentro de la
célula, lo que provoca una disminucion del pH intracelular, con aumento de la
concentracion de iones H*; lo que induce a la activacion de la bomba de protones para la
eliminacién de iones, la cual consume la energia y causa la muerte de la bacteria.
Adicionalmente, los radicales RCOO-, inhiben varias funciones de la célula y por tanto el
crecimiento bacteriano (Dibner & Buittin, 2002; Freitag, 2009; Nguyen et al., 2020; Pearlin
et al., 2020).

Los efectos de la suplementacion de dietas con acidos grasos de cadena corta, como
acético y propionico no han sido consistentes, sin embargo, efectos benéficos de la adicion
de acido butirico se relacionan con mejoras en el metabolismo y la salud intestinal, estos

seran analizados en detalle mas adelante dado que es el tema principal de este trabajo.

La microencapsulacién de los acidos organicos permite reducir posibles problemas de
palatabilidad, olor o inestabilidad de los principios activos durante el procesamiento de los
alimentos o en el producto final, asi como posibles interacciones negativas con otros
ingredientes. Al mismo tiempo pueden favorecer la liberacién y actividad del principio activo
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en secciones posteriores del tracto gastrointestinal, en donde mejorar el microambiente, la

estructura de los enterocitos o la estabilidad del microbiota (Tugnoli et al., 2020b).
Probidticos

Los probidticos también conocidos como de DFM (microorganismos de alimentacién
directa) son “microorganismos vivos que cuando son suministrados en las cantidades
adecuadas confieren beneficios para la salud del hospedero (FAO/OMS, 2001, 2002). Los
productos probiéticos pueden contener uno o mas grupos de microorganismos, dentro de
los géneros de bacterias méas utilizados como probiéticos se reportan: Lactobacillus,
Enterococcus, Bifidobacterium, Bacillus y Streptococcus; mientras que en el grupo de
levaduras se mencionan Sacharomyces cerevisiae y Kluiveromyce, y para hongos el

género Aspergillus es el mas utilizado (Markowiak & Slizewska, 2018).

Entre las caracteristicas mas relevantes de productos probiéticos, se cuentan la seguridad,
la funcionalidad y la estabilidad tecnolégica. En cuanto a la seguridad, se requiere
evidencia de no tener efectos adversos en los animales, no estar asociado a enfermedades
y no ser portador de genes de resistencia. En referencia a la funcionalidad, es importante
gue los microrganismos probiéticos puedan vivir en las condiciones del tracto
gastrointestinal (pH y sales biliares), que puedan adherirse y colonizar el epitelio y que
tengan actividad antagonica con patdégenos. Desde el punto de vista tecnologico se
requieren microrganismos que se puedan producir en grandes cantidades, que sean
estables durante el almacenamiento y que no alteren la palatabilidad de los productos

terminados (Markowiak & Slizewska, 2018).

Los mecanismos de accion de los prebitticos se relacionan con su capacidad de inhibir la
adhesion de bacterias patdgenas al intestino, la produccién de proteinas con actividad
bactericida o de productos como AGCC o el acido lactico que crean ambientes intestinales
adversos para la sobrevivencia de los agentes patdégenos debido al bajo pH. También se
ha reportado que los probioticos pueden estimular el sistema inmune debido a su efecto
benéfico sobre el microbioma del hospedador ya que regula la respuesta inmune de PRRs

por medio de moléculas microbianas asociados a patdgenos conocido como MAPS,
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adicionalmente se estimula la diferenciacion celular y la inactivacion de procesos
inflamatorios (Anee et al., 2021; Liao & Nyachoti, 2017; Su et al., 2022).

Prebidticos

Los prebidticos se han descrito como sustratos, generalmente carbohidratos, que no
pueden ser digeridos por los lechones y que pueden ser utilizados por los microrganismos
del tracto gastrointestinal y que favorecen la proliferacién de bacterias benéficas, de esta
forma permiten mejorar la salud del hospedador y modular el microbiota intestinal (Liu et
al., 2018; San Andres et al., 2019). Al igual que los probioticos, los prebibticos deben ser
estables al ambiente del tracto gastrointestinal y deben resistir las condiciones de

procesamiento de los alimentos (Markowiak & Slizewska, 2018).

Los compuestos mas utilizados como prebidticos para cerdos son: fructanos, galacto-
oligosacaridos, fructooligosacaridos, manano-oligosacaridos, almidones resistentes,
xilooligosacaridos, lactulosa, inulina y lactulosa (Azad et al., 2020; Guarino et al., 2020).
Los prebidticos como los xiloogosacaridos puede ser fermentados por bacterias y
transformados en AGCC, productos que actian como fuente de energia para los
enterocitos y que disminuyen el pH favoreciendo asi la proliferacion de microbiota benéfica
como Lactobacillus o Bifidobacterium en lechones destetos (Yin et al., 2019). Otros,
compuestos como los oligosacaridos compiten con bacterias patégenas por sitios
receptores de reconocimiento de carbohidratos en la barrera intestinal, y estimulan
diferentes componentes del sistema inmune, modificando la expresion de citoquinas proy
preinflamatorias y de proteinas de union estrecha (Xiong et al., 2015). Asimismo, se reporta
gue sustratos como la inulina y galacto-oligosacaridos mejoran el metabolismo de
minerales como calcio, hierro, zinc y magnesio en modelos animales de cerdos (Azad et
al., 2020; Scholz-Ahrens et al., 2001).

Fitobioticos

Los fitobidticos, también llamados aditivos fitogénicos para alimentos, son sustancias

bioactivas derivadas de plantas o partes de plantas, las cuales tienen efectos positivos
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sobre el crecimiento y salud de los animales (Grashorn, 2010; Mohammadi Gheisar &
Kim, 2018). Los fitobidticos en general son metabolitos secundarios de las plantas, los
cuales tienen funciones de defensa para ellas a diferentes agresores, como microbios,
insectos, radiacion, etc. Los principios activos pueden ser extraidos por procesos como
destilacion, maceracion, presion y extraccion con solventes (Kerrola, 1995). Existe una
gran diversidad de extractos de plantas, que difieren en cuanto al origen (hojas, tallos,
granos, especias, frutas, etc.), estructura quimica (terpenos, saponinas, flavonoides,
fitoestrogenos, etc.), métodos de procesamiento (extractos, aceites esenciales,
aislados) y actividad biol6gica (antimicrobial, antioxidante, moduladores del apetito y
de la digestion; etc.) lo que hace que su clasificacién sea extremadamente dificil

(Valenzuela-Grijalva et al., 2017).

En lechones los principios activos utilizados se caracterizan por que tienen la capacidad
de mejorar la digestibilidad de nutrientes del animal, disminuir los procesos oxidativos y el
crecimiento de bacterias patégenas. Los extractos como los aceites esenciales se utilizan
con frecuencia en el destete, debido a que han demostrado efectos benéficos como
agentes antimicrobianos, por su capacidad de alterar la membrana bacteriana,
aumentando la permeabilidad y generando muerte celular (Nazzaro et al., 2013).
Adicionalmente, se ha demostrado que diferentes extractos de plantas tienen efecto
modulador de la respuesta inmune, mediado por vias de sefializacion celular que mejoran
la integridad de la membrana y disminuyen el estrés oxidativo generado durante el destete
(Y. Liu et al., 2014; Omonijo et al., 2018).

Minerales

Son elementos inorganicos requeridos de forma normal por los animales para el desarrollo
de ciertas funciones metabdlicas. El Zinc y el cobre son cofactores de varias enzimas
claves de metabolismo y son requeridos en pequefias concentraciones (menos de 100
mg/kg) por lo que son considerados micro-minerales. Sin embrago, se ha reportado que
compuestos de zinc y cobre, tales como el 6xido de zinc o el sulfato de cobre, tienen
propiedades antimicrobianas, cuando son suministrados en cantidades superiores a las

requeridas nutricionalmente (Liu et al., 2018).
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El zinc es un elemento esencial en la eficiencia reproductiva, el apetito y el sistema inmune
de los animales, hace parte de las enzimas que participan en la sintesis de proteinas y en
las enzimas digestivas. La adicion de 150mg/kg zinc en dietas para lechones, cubre el
requerimiento nutricional; sin embargo, se ha demostrado que inclusiones de 1000 a
3000mg/kg tienen efectos positivos en el consumo de alimento, posiblemente mediado por
la regulacion de hormonas de la saciedad y el hambre, al mismo tiempo se han reportado
mejoras en el crecimiento, la morfologia intestinal, la respuesta antinflamatoria y reduccién
en el deterioro de la barrera intestinal (Bonetti et al., 2021).

Debido a su relacion con la resistencia antimicrobiana y la evidente contaminacion
ambiental causada por trazas del mineral encontradas en heces de diferentes especies;
surgen tecnologias como las nanoparticulas, el cloruro de zinc tetrabasico y el zinc poroso
que mejoran la biodisponibilidad del zinc como aditivo en las dietas de los cerdos y reducen

la excreciéon (Lei et al., 2022).

Péptidos antimicrobianos

Son oligopéptidos (6 - 100 aminoacidos) producidos por diferentes organismos animales o
vegetales, que juegan un papel importante en la linea de defensa del sistema inmune del
hospedador contra bacterias, virus y hongos (Silveira et al., 2021). La accién bactericida
se basa en la capacidad de atacar la membrana plasmatica, alterando la estructura y
funcionalidad de la misma con mecanismos como la electroporacion, despolarizacion,
engrosamiento o adelgazamiento de la membrana, etc. Adicionalmente, se sabe que los
péptidos pueden alterar la sintesis de ADN, ARN y de proteinas, generando muerte de las
bacterias (Xiao et al., 2015).

En cerdos, dosis de 0.01% de péptidos mejoran el crecimiento de los lechones, modulan
el sistema inmune, especialmente la produccion de IgA secretora y del sistema inmune
adaptativo, y mejoran la morfologia intestinal aumentando la altura de la vellosidad debido

a su actividad antimicrobiana frente a bacterias como Escherichia coli (Xu et al., 2020).
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Bacteri6fagos

Los bacteriéfagos son virus que se encuentran de forma normal en el ambiente (103!
particulas de fagos) con genoma de tipo ADN o ARN encapsulado que tiene la capacidad
de infectar las bacterias especificas y replicarse dentro de ellas para causar la muerte de
estas. Se clasifican segun su ciclo de vida en ciclo liticos o ciclo lisogénico. En los ciclos
liticos, tras la infeccidn lisan la bacteria y expulsan fagos para continuar el proceso de
infeccion; mientras que en el ciclo lisogénico tras la infeccion inician un mecanismo de
dormancia dentro del ADN o ARN de la bacteria hasta que un cambio en el medio celular

reactive el fago (Zbikowska et al., 2020).

Los cocteles de bacteriéfagos, son la principal forma en la que se incluyen en las dietas
para alimentacion animal, sin embargo, existe un evidente riesgo que puedan ser
portadores de genes de resistencia antimicrobiana (Kahn et al., 2019). Su uso como
alternativa a los antibidticos promotores de crecimiento ha mostrado resultados
prometedores debido a su capacidad de disminuir bacterias patégenas objetivo en las
primeras 48h post consumo de tratamiento (Desiree et al., 2021).

1.4 Conclusiones

El destete es el evento mas estresante en la vida productiva del cerdo, el cual esta
acompafiado por una alta susceptibilidad de lech6n a diferentes agresores y agentes
patdgenos que comprometen su expresion productiva, razén por la cual es comun el uso
de antibidticos como agentes terapéuticos o como promotores de crecimiento para mejorar
los parametros productivos y mantener la salud intestinal de los lechones. El uso frecuente
de estas sustancias ha generado un aumento de poblaciones de bacterias resistentes a
los antibioticos mas utilizados, razon por la cual se hace necesario encontrar alternativas
para reducir el uso de antibiéticos sin afectar la productividad. Aditivos como los acidos
organicos e inorganicos, probiéticos, prebidticos, fitobidticos, minerales, péptidos
antimicrobianos o bacteriéfagos han sido utilizados y constante evaluados utilizando

diferentes criterios entre los que se cuentan aspectos como la digestibilidad, la integridad
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intestinal, el indicadores de inmunidad, evaluacién del microbiota y microbioma intestinal,
sin embargo, los resultados son variables y altamente dependientes de las condiciones
experimentales, por lo que es necesario seguir trabajando para obtener evidencias

objetivas del posible reemplazo efectivo para los antibiéticos promotores de crecimiento.
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Capitulo 2: Efecto de la inclusidon de una
butirina esterificada en reemplazo de un
antibiodtico promotor de crecimiento (APC)
en el rendimiento productivo y en algunos
parametros de salud intestinal en lechones
destetados a los 21 dias

Introduccioén

El acido butirico es uno de los principios activos con alto potencial para ser utilizado como
sustituto de los APC, debido a los efectos positivos en la salud intestinal en los animales.
El &cido butirico se considera como una fuente de energia para los enterocitos del intestino
delgado y grueso, es absorbido por células epiteliales del intestino mediante
transportadores de membrana que una vez ingresa a la circulacién portal, el acido butirico
alcanza el higado donde es degradado via B-oxidacién y ciclo de Krebs para produccion
de ATP (adenosin trifosfato) (Hamer et al., 2008; Salvi & Cowles, 2021).

Entre los acidos grasos de cadena corta, el butirico es conocido como un modificador de
la estructura intestinal puesto que incrementa la proliferacion, la diferenciacion y la
maduracién y reduce la apoptosis celular (Guilloteau et al., 2010; Le Gall et al., 2009).
Ademas, se ha sugerido que el acido butirico tiene un efecto inmunomodulador, asociado
a su capacidad de activar la respuesta antinflamatoria, al unirse a receptores de la
membrana intestinal como la familia GPRC (Receptores acoplados a proteina G); inducir
la diferenciacién de las células T reguladoras e inhibir la enzima histona deacetilasa
(Melaku et al., 2021; Salvi & Cowles, 2021).

Asi mismo, el &cido butirico puede tener actividad antimicrobiana frente a enterobacterias
como Salmonella spp. o Escherichia coli lo cual esta relacionado con su pKa (4,3), el cual
le permite atravesar la membrana celular lipidica de estas bacterias y disociarse en el

interior de ellas en aniones y protones, provocando un cambio del pH interno de la bacteria.
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En respuesta al aumento de aniones se incrementa la actividad de las ATPasas con el
objeto de transportar el exceso de protones al exterior de la célula, generando un gasto
exagerado de energia, lo cual lleva a la muerte celular (Barba-Vidal et al., 2017; Namkung
et al., 2011).

A pesar de las bondades del acido butirico, su uso en dietas para lechones es todavia
restringido debido a condiciones propias de los productos disponibles como son su
volatilidad y fuerte olor, asi como la baja liberacibn en la parte distal del tracto
gastrointestinal, debido a su rapida absorcion en el intestino delgado, lo que resulta en
inconsistencia de los resultados de campo (Tugnoli et al., 2020a). Una reciente tecnologia
de encapsulacion del butirato que consiste en una reaccién de esterificacion de hasta tres
moléculas de &cido butirico y un glicerol permiten que el butirato sea liberado en el intestino
delgado por accion de una lipasa incrementando asi la disposicion de monobutirato o
dibutirato en la parte media y posterior del intestino (Bedford & Gong, 2018). Esta
encapsulacion favorece la estabilidad y la seguridad en el manejo del producto y permiten
una entrega dirigida del principio activo en el lugar objetivo a nivel intestinal (Oztirk &
Temiz, 2018; Tugnoli et al., 2020b).

Estas nuevas estrategias para potencializar los efectos ya documentados del acido butirico
en lechones requieren ser evaluadas en condiciones naturales de granja. Por tanto, el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de adicionar butirinas esterificadas a una
dieta de preiniciacion, en los parametros productivos y de salud intestinal (scores de
consistencia fecal, morfologia intestinal y colonizacién de Escherichia coli) en lechones
destetados a 21 dias edad.

2.1. Materiales y Métodos

2.1.1 Animales, alojamiento y alimentacion
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Los procedimientos utilizados en el presente experimento fueron aprobados por el Comité
de Bioética (CB-FMVZ-UN-022-2022) de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogota.

Se utilizaron 96 lechones destetos (48 hembras y 48 machos) de un cruce terminal
(PIC410® xHyporc®), con una edad promedio 21+ 0.5 dias y peso promedio de 5.8 + 0.5
kg. Los lechones provenian de camadas de madres de 2 a 8 partos y durante la lactancia
fueron manejados con los procedimientos rutinarios establecidos en la granja. Los
lechones fueron divididos en 3 periodos consecutivos con 48 lechones en el primer periodo,

24 lechones en el segundo y 24 lechones en el tercero

Los lechones fueron alojados en las instalaciones de la Unidad de Porcinos del Centro
Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia ubicada en Mosquera
(Cundinamarca), en una sala dotada con 12 jaulones de 1.2 m x 1.5 m cada uno. En cada
jaulén se alojaron 4 lechones de tal forma que cada lech6n conté con un area de 0.45 m?2,
La temperatura de la sala varié entre 25 y 30°C y fue garantizada durante el periodo

experimental, mediante el uso de calefactoras de gas.

Los lechones fueron asignados aleatoriamente (Kim & Lindemann, 2007) a cada jaulon y
a uno de los tres tratamientos, de tal forma que en el primer grupo se tuvieron 4
repeticiones de cada tratamiento mientras que en los grupos 2 y 3, se tuvieron 2
repeticiones de cada tratamiento, para un total de 8 repeticiones por tratamiento. El jaulon

fue la unidad experimental.

Los tratamientos experimentales consistieron en tres dietas diferentes: un control negativo
(CN) el cual no contenia antibiéticos promotores de crecimiento o butirina esterificada, un
control positivo (CP), el cual fue igual al control negativo en cuanto a la inclusion de
ingredientes pero incluyd un antibiético promotor de crecimiento (Avilamicina 0,3kg/Ton) y
no incluyé butirinas esterificada, el tercer tratamiento fue igual al control negativo, pero
incluyd butirinas esterificadas a la dosis de 2 kg por tonelada en la fase 1 (CN+B). La
butirina esterificada era de origen comercial con una concentracion de acido butirico del

44%, para un total agregado en la dieta de 0.88 Kg/Ton. La dieta fue formulada para cubrir
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los requerimientos nutricionales para lechones de la edad y peso reportados en el (NRC,
2012). La composicion de la dieta se muestra en la tabla 2-1. Para garantizar la
homogenizacion de los aditivos en las dietas, estos se adicionaron a expensas del maiz,
en una premezcla que luego se adicion6 a la mezcla final, las tres dietas fueron mezcladas
durante 7 minutos. Los lechones tuvieron agua potable constantemente y fueron

alimentados a voluntad por un periodo de 14 dias.

Tabla 2-1. Composiciéon nutricional de la dieta la dieta fase 1 (1-14 dias, pos-destete)!

Ingredientes, % CONTROL CONTROL CN + BUTIRINA
POSITIVO NEGATIVO ESTERIFICADA
Maiz extruido 44.87 44.90 44.70
Salvado de Trigo 2.00 2.00 2.00
Lactosa 20.73 20.73 20.73
Torta de Soya 8.00 8.00 8.00
Plasma 6.00 6.00 6.00
Harina de trigo 4.00 4.00 4.00
Gluten 60% 1.52 1.52 1.52
Concentrado soya 5.00 5.00 5.00
Hemoglobina 2.50 2.50 2.50
Aceite de Soya 1.61 1.61 1.61
Fosfato bicélcico 1.34 1.34 1.34
Carbonato de Calcio 0.90 0.90 0.90
Sal 0.10 0.10 0.10
L-Lisina HCI 0.48 0.48 0.48
DI-Metionina 0.23 0.23 0.23
L-Treonina 0.12 0.12 0.12
L-Triptofano 0.02 0.02 0.02
L-Valina 0.00 0.00 0.00
Vitaminas+minerales 0.12 0.12 0.12
Butirina Esterificada - - 0.20
Betaina 0.10 0.10 0.10
Atrapante de toxinas 0.15 0.15 0.15

Saborizante 0.10 0.10 0.10



71 Capitulo 2: Efecto de la inclusion de una butirina esterificada en reemplazo de
un antibiotico promotor de crecimiento (APC) en el rendimiento productivo y en

algunos parametros de salud intestinal en lechones destetados a los 21 dias

Cloruro de Colina 0.08 0.08 0.08
Avilamicina 0.03 - -
Total 100.00 100.00 100.00

Composicion

EM, kcal/kg 3400 3400 3400
Proteina cruda. %* 20.8 21.9 212
Extracto etéreo, %* 3.2 3.0 2.8

Cenizas, %* 5.8 5.9 4.9

Ca, %* 1.25 1.21 1.06
P, %* 0.83 0.88 0.89
Na, % 0.49 0.49 0.49
Cl, % 0.66 0.66 0.66
Potasio 0.98 0.98 0.99
Lys digestible, % 1.50 1.50 1.50
Balance electrolitico, mEq 279 279 279

Lactosa, % 17.00 17.00 17.00

*Valores analizados. Los demas valores fueron estimados.

1 Contiene por kg de dieta: Vitamina A, 8000000 Ul; Vitamina D3, 2000000; Niacina, 25000 mg; Vitamina B12, 10000 pg;
Acido pantoténico, 10000 mg; Vitamina E, 4000 Ul; Riboflavina, 4000mg; Vitamina K, 3000mg; Piridoxina, 1500 mg; Tiamina,
500 mg; Zinc, 100 g; Hierro 90 g; Manganeso, 50 g; BHT, 20 mg; Cobre, 8 g; Yodo 0.6 g; Selenio 0.2 g; Excipientes c.s.p.,
1000 g.

El peso de los lechones fue registrado individualmente al inicio y al final del experimento.
La cantidad de alimento ofrecida fue registrada diariamente y la cantidad encontrada en el
comedero el ultimo dia de la prueba (d14) fue pesada. El consumo de alimento por corral
fue calculado como la suma de alimento suministrado menos el residuo. La ganancia diaria
de peso fue igual al peso final menos el peso inicial de cada animal dividido el nimero de
dias durante el cual fueron alimentados los lechones. La conversion alimenticia fue
calculada dividiendo la cantidad de alimento consumida entre la ganancia de peso, para
cada jaulon (Zhai et al., 2017).

2.1.2. Andlisis quimico de las dietas
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En cada una de las dietas se determiné el contenido de materia seca (método 930.15),
proteina cruda (método 968.06), cenizas (método 942.05), extracto etéreo (método
920.39), calcio (método 968.08) y fosforo (método 965.17); conforme a las metodologias
descritas por (AOAC, 2006).

2.1.3.Score fecal

Diariamente se evalué visualmente la consistencia de la materia fecal en cada corral con
una observacion de 10 minutos por corral, un observador se encargé de utilizar una escala
descriptiva de cinco categorias, donde 1 eran heces normales; 2, heces himedas; 3 habia
una diarrea leve, 4 si habia diarrea severa y 5 si habia una diarrea acuosa. La frecuencia
de diarrea en cada corral fue calculada contado los lechones que evidenciaron un score
mayor o igual a 3 (Lei & Kim, 2018; Limbach, 2020; Liu et al., 2010; O’Shea et al., 2014).

2.1.4.Morfologia intestinal

Al final del experimento (dia 14), se seleccion6 un lechén de cada jaul6n con el peso
corporal méas cercano al peso promedio y se les aplico eutanasia utilizando el método de
electrocucion cabeza-corazon, seguido de exanguinacion (American Association Swine
Veterinarian, 2016). La cavidad abdominal fue abierta para la toma de muestras. Se
colectaron muestras del intestino delgado: yeyuno e ileon, las cuales fueron extendidas en
laminas de corcho, fijadas con pines y sumergidas en una solucion de formalina al 10%
para su conservacion y fijacion (Casas et al., 2020; Itza-Ortiz et al., 2018; Nabuurs et al.,
1993). Las muestras de yeyuno e ileon fueron incluidas en bloques de parafinay cortadas
con un microtomo para la elaboracion de laminas histologicas, las cuales fueron
coloreadas con hematoxilinina y eosina segun el protocolo rutinario del laboratorio de

histotecnia de la Universidad Nacional de Colombia.

Para la evaluacion de la morfologia intestinal las laminas fueron fotografiadas con un
aumento de 4x en el microscopio Olimpus CX21, utilizando una camara digital para
microscopio OMAX A3550s. Para la medicion de la altura de la vellosidad, profundidad de

la cripta, ancho apical y ancho de la base se us6 el software Toup view 3.7
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(RRID:SCR_017998). En cada lamina se evaluaron 8 campos y se eligieron aleatoriamente
10 vellosidades y 10 criptas que estuvieran completas y en lo posible rectas (Casas et al.,
2020; Maneewan et al., 2012). Se registr6 la altura de la vellosidad, la profundidad de la
cripta, el ancho basal y el ancho apical de la vellosidad y con estos datos se calculd el area

aparente de las vellosidades (lji et al., 2001).

2.1.5.pH intestinal

El pH intestinal fue medido en los lechones recién sacrificados realizando una incision en
el yeyuno 30 cm distal al asa sigmoidea del duodeno y en el ileon a 20cm craneal de la

véalvula ileocecal, utilizando un pH-metro marca OAKTON

2.1.6.Citoquinas pro y antinflamatorias proe

Se tomaron segmentos adicionales de yeyuno y de ileon de cada lechén, los cuales fueron
abiertos y lavados con solucion salina al 0.9% para remover el contenido intestinal.
Posteriormente, se colectaron muestras de mucosa mediante raspado con una lamina
portaobjetos de 76 x 25 mm, en tubos criogénicos los cuales fueron almacenados

inmediatamente a -80°C, hasta su andlisis (Gresse et al., 2019; Wick, 2008).

Posteriormente se realizo la extraccion del ARN de todas las muestras mediante el empleo
de Trizol (Reagent Ambion®). Las muestras de mucosa fueron descongeladas a
temperatura ambiente, se pes6 0.5 g de muestra y se diluy6 en 1000 ul de PBS (Phosphate
Buffered Saline), se homogenizo6 la suspensién mediante el empleo del homogeneizador
Fisherbrand™ 150. Luego, en un tubo Eppendorf de 1.5ml, se mezclaron 200ul del
homogenizado con 750 pl de Trizol y se dejo esta mezcla a temperatura ambiente por 5
minutos, en seguida, se adicionaron 200ul de cloroformo se mezcl6 e incub6 por 3 minutos,
para su posterior centrifugacion a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Al centrifugar la muestra
se logré la separacién de la mezcla en 3 fases: una fase inferior roja de fenol-cloroformo,
una interfase y una fase superior acuosa incolora; esta Ultima fase se transfirié a un nuevo
tubo para el aislamiento de ARN. Para la precipitacion del ARN, se adicionaron 500ul de

isopropanol al 100% y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, luego se
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centrifugd a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. El ARN total se precipité formando un pellet
blanco en el fondo del tubo. Luego, se adiciondé 1ml de etanol al 75%, posteriormente la
mezcla se homogenizé en un vortex y se centrifugd a 7500 g por 15 minutos a 4°C, se
descart6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN por 7 minutos a temperatura
ambiente. Para la solubilizacion de ARN, el pellet fue re-suspendido en 100 pl de agua
molecular libre de ARNasas, y se incub6 en bafio de maria a 50-60°C por 15 minutos.
Finalmente, el ARN se cuantificd6 en un NanoDrop® ND-1000 (Thermo sientific), y se
dejaron todas las muestras a concentraciones inferiores de 800 ng/pl. EI ARN fue

congelado a -70°C para su posterior uso (Rio et al., 2010; Thermo Fisher Scientific, 2016).

Sintesis de DNAc con RT-PCR y cuantificacion de DNA con g-PCR

La sintesis de DNA complementario, cDNA, se realiz6 con el kit “High capacity cDNA
reverse transcription” (Applied Biosystem®). Los voliumenes y las concentraciones de los
reactivos son los recomendados por la casa comercial (Tabla 2-2). Las sintesis de cDNA
se realiz6 en el termociclador (BIORAD) y las condiciones fueron un ciclo a 25°C por 10
minutos, un ciclo a 37°C por 120 minutos, 1 ciclo a 85°C por 5 minutos. Finalmente, el

cDNA fue cuantificado y almacenado a -20° C para usos posteriores.

Tabla 2-2. Reactivos empleados en la RT-PCR para la obtencién de DNAc de muestras

de mucosa
Reactivos Concentracién por muestra  Volumen por muestra, pl

Random Primers 1x 2

MVL-RT polimerasa? 2U 1
dNTPsP 4Mm 0,8

Buffer 1x 2

RNAse inhibitor 1U 1
Agua No aplica 3,2

RNA 500-800ng 10

@ MVL-TR: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
® dNTPs: Deoxynucleoside triphosphate
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Para la amplificacion y cuantificacion de DNAc (qPCR) se usé el kit SsoAdvanced ™
Universal SYBR® Green Supermix (BIORAD). Los genes porcinos cuantificados fueron
TNF- q, IL-6, IL-1B, IL-10, ZO y CLA. El gen de B-actina se uso para la normalizacion de la
prueba. Los primers y las concentraciones de los reactivos utilizados para la gPCR se
presentan en la tabla 2-3 y 2-4, respectivamente. El control negativo de la prueba fue agua
molecular y los controles positivos para cada gen fueron sintetizados artificialmente por
GeneArt Gen Synthesis®, (Thermo scientifc). La amplificacion se realizé en el equipo
LightCycler®480 de Roche con las siguientes condiciones: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos,
35 ciclos a 95°C por 1 minuto, 57°C por 15 segundos y 72°C por 2 segundos donde se
adquiere la fluorescencia. Finalmente, para eliminar la inespecificidad se corrié un ciclo de
temperatura melting entre 70 a 90°C. Todas las muestras, los controles positivos y los

controles negativos se amplificaron por duplicado.

Tabla 2-3. Secuencias de los primers utilizados en muestras de mucosa.

Genes Secuencia Tamarnio, pb Referencia
TNF-a F: CCAATGGCAGAGTGGGTATG 116 (Droessler et al., 2021)
R: TGAAGAGGACCTGGGAGTAG
IL-6 F: ATCAGGAGACCTGCTTGATG 177 (Wang et al., 2018)
R: TGGAGATGGCTTTGTCTGGATTC
IL-1B F: AGAAGAGCCCATCGTCCTTG 139 (Shifflett et al., 2004)
R: GAGAGCCTTCAGCTCATGTG
IL-10 F: GGTTGCCAAGCCTTGTCAG 202 (Kruse et al., 2008)
R: AGGCACTCTTCACCTCCTC
Claudin-3 F: GCCAAAGCCAAGATCCTCTA 87 (Feng et al., 2018)
R: GTAGTCCTTGCGGTCGTAGG
Zonula (Feng et al., 2018)
occlud F: GCCATCCACTCCTGCCTAT 133
ccludens R: CGGGACCTGCTCATAACTTC
B -actina F: CAGGTCATCACCATCGGCAACG 164 XM_021086047

R: GACAGCACCGTGTTGGCGTAGAGGT
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Tabla 2-4. Reactivos empleados en la gPCR para la cuantificacién de genes porcinos

Reactivos concentracion por muestra Volumen por muestra, pl
Buffer 1x 10
Primer forward 0.5um 0.2
Primer reverse 0.5um 0.2
Agua No aplica 7.6

2.1.7. Recuento de Escherichia coli y coliformes

Se colect6 un pool de materia fecal de cada jauldn, los dias 0, 7 y 14. Las muestras fueron
tomadas en bolsas Whirl pack de 4 Oz estériles, directamente del recto de los lechones
mediante estimulacion directa. Una vez colectada la muestra, la bolsa fue sellada,
refrigerada a -4°C y transportada inmediatamente al laboratorio para el procesamiento.

Al llegar al laboratorio se tom6 1g del pool de heces al cual se le adicionaron 9ml de agua
peptonada, se mezclé y se realizaron 6 diluciones seriadas de 1ml hasta 1x10° para
permitir el recuento de colonias. En seguida se transfiri6 1ml de cada dilucién decimal en
una caja de Petri con agar para coliformes cromogénicos (Neogen®), el cual, permitid
detectar simultaneamente colonias de Escherichia coli y de bacterias coliformes; su
diferenciacion se realizé basados en una reaccion cromatica, donde Escherichia coli
aparecera de color azul a violeta y las bacterias coliformes de rosado a rojo. Después se

invirtieron las cajas preparadas y se incubaron a 37°C por 24h (ICONTEC, 2005).

Para el recuento de colonias se seleccionaron cajas que contuvieran entre 15 a 150
colonias, se contaron solo colonias que fueran circulares, sin partes blanquecinas y que
correspondan al color azul a violeta para Escherichia coli y rosado a rojo para coliformes
(ICONTEC, 2018). El nimero de colonias se establecid segun lo indicado en el NTC 4458-
2018.

Para el aislamiento de Escherichia coli , se seleccioné una colonia que cumpliera aspectos
de forma (circular) y color (azul); para lo cual, esta fue revitalizada en agua peptonada por

18h, seguido por sembrado en agar Mackonkey® a 37°C por 24h, para su posterior
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confirmacién por pruebas bioguimicas tales como: oxidasa, prueba de indol, glucosa, H2S
(TSI), citrato de Simmons, produccién de gas, lisina descarboxilasa, movilidad a 36°C
fermentacion de lactosa y fermentacion de sacarosa caracteristicas para Escherichia coli.
Se seleccionaron un total de 18 (6 por tratamiento) cepas de Escherichia coli
presuntivamente enterotoxigénicas escogidas aleatoriamente y se conservaron a 6°C en

culturetes Transystem™ (W. Liu et al., 2014).

2.1.8.Deteccion de factores de virulencia para Escherichia coli
enterotoxigénica ETEC con PCR Multiplex

La tipificacion de las cepas Escherichia coli ETEC se realiz6 utilizando el kit AccuPower®
ETEC-Pili 5-Plex PCR de Bioneer, para la identificacion del ADN de 5 genes relacionados
con fimbrias de adherencia: F4, F5, F6, F18 y F41. Las cepas fueron revitalizadas para su
posterior extraccion de ADN, segun el protocolo de Quick-DNA™ Miniprep Plus de Zymo
Research. Para el procedimiento se usé un control de ADN positivo y un control negativo
al cual no se le adicion6 ADN, la mezcla fue preparada adicionando 3 pl de la muestra 'y
17 pl de agua desionizaday destilada en cada tubo. La mezcla fue homogenizada y llevada
al termociclador Roche® donde se programo la pre-desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto
en 1 ciclo, desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos junto con el alineamiento y la
extension a 65°C por 1 minuto y 30 segundos, durante 30 ciclos y la extension final a 72°C

por 5 minutos durante 1 ciclo.

El DNA amplificado se evalu6 mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al
2%, donde 5 pl del DNA amplificado fue agregado al gel junto con el marcador, después,
el gel de agarosa fue corrido a 150V por 30-40 minutos, por ultimo, el resultado fue
comprobado con un trasiluminador de luz azul y el tamafio del amplicon de la muestra fue

comparado con los reportados por el kit (Tabla 2-5).
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Tabla 2-5. Tamafio del amplicon de 5 genes que codifican para fimbrias

Gen Tamafio del amplicén, pb
F4 767
F5 439
F6 324
F18 562
F41 182

2.1.9.Analisis estadistico

El estudio se realiz6 bajo un disefio en bloques completos al azar generalizado, donde la
unidad experimental fue el corral (correspondiente a un grupo de 4 cerdos). Las variables
zootécnicas respuesta consideradas fueron el peso por animal, el consumo de alimento
por animal y la ganancia de peso por animal, la ganancia diaria de peso, el consumo de
alimento diario por animal y la conversion alimenticia, el score fecal y el pH intestinal.
Adicionalmente, para las variables de morfologia intestinal incluyeron la altura de la
vellosidad, la profundidad de la cripta, la relacién altura de la vellosidad: profundidad de la
cripta (AV: PC) y el area aparente de las vellosidades, segun lo establecido por (lji et al.,
2001). El modelo utilizado fue:
Yijg =+ T+ B+ (TB)jx + Eyj
iid
Eijx ~ N(0,0%)
En donde,
u es la media general,
T; es el efecto del j-€simo tratamiento,
B, es el efecto del K-ésimo bloque,
(TB) . es el efecto de interaccion en tre el j-€simo tratamiento y el k-ésimo bloque
E;j, es el error experimental
iid quiere decir idéntica e independientemente distribuido

N(0,5?) representa la distribuciéon normal o Gaussiana con media 0 y varianza ¢2.
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El supuesto de normalidad se comprob6 mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y
Anderson-Darling, la homogeneidad de varianzas y la independencia de errores mediante
graficos de residuales. Las medias de los tratamientos se compararon por pares utilizando
el método de Tukey para corregir por multiplicidad, la probabilidad de error tipo 1 utilizada
fue 0.05.

La variable score de fecal se empleo para indicar la consistencia de las heces, para lo cual
se genero una variable dicotomica que indicara si se presentd o no diarrea y se totaliz6 el
nimero de eventos de diarrea, donde lechones con diarrea contaban con un score fecal
de 3-4y 5, y lechones sin diarrea con score fecal de 1 0 2. Asi se construyé una variable
gue indic6 el niumero de casos de diarrea observados en el total de 14 evaluaciones en
cada corral. Esta variable fue analizada mediante un modelo de regresion logistica, el cual
corresponde a un modelo lineal generalizado con una funcién logit como funcion de enlace
gue asume distribucién Bernoulli (un caso especial de la Binomial) para la observacién de
cada corral. El predictor lineal del modelo incluy6 los efectos fijos de periodo, tratamiento
y la interaccién tratamiento-periodo. Siendo p la probabilidad de observar un evento de
diarrea, esta se model6 como funcion de los efectos de periodo, tratamiento y su

interaccion. Asi, el componente sistematico del modelo se escribe como:

logit(p) =In (

1_p>:,u+Tj+Bk+(TB)jk

Donde In corresponde a la funcion logaritmo natural y los demas elementos son tal y como
se definieron antes. Este modelo puede expresarse de manera equivalente al aplicar la
funcion inversa de logit, conocida como expit, lo que resulta en:
1
p =
1+ exp (—(,u + Tj + By + (TB)jk))

Como se indic6 antes, el componente estocastico del modelo corresponde a distribucion

binomial.

La bondad de ajuste del modelo se evalu6 mediante el estadistico chi-cuadrado de
Pearson y la desviacién encontrando un ajuste satisfactorio. Se encontré6 un efecto

significativo de los tratamientos (p<0.05) y se llevaron a cabo pruebas de comparacién de
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todos los posibles pares de medias empleando el método de Tukey para corregir por

multiplicidad.

Las variables de recuento de Escherichia coli y coliformes se midieron tres veces durante
el experimento en cada corral; por lo tanto, fueron analizadas mediante un modelo de
medidas repetidas en el tiempo con las estructuras de covarianza: autorregresiva de orden
1 (AR1), simetria compuesta o intercambiable (SC), no estructurada (NE). En el caso de
la estructura AR1, también se consider6 un modelo lineal mixto que incluia el efecto
aleatorio del corral, para las demas estructuras no se considero este modelo debido a que
esto induce problemas de identificabilidad de la verosimilitud, es decir, no se pueden
estimar los componentes de varianza de individuo y del error y, por ello, no es adecuado
incluir efecto de corral cuando el error tiene estas estructuras de covarianza. Ademas, en
cada caso se contemplo una version mas general de estas estructuras que contemplo
matrices de covarianza heterogéneas a través de tratamientos. La estimacion de

componentes de varianza se realizO mediante maxima verosimilitud restringida (MVR).

Como los componentes de varianza se estimaron via MVR vy los efectos fijos de los
modelos fueron siempre los mismos, la eleccion de la estructura de covarianza se hizo
empleando los criterios de informacion de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC), escogiendo los

modelos con menores valores de estos indices.

Los datos de recuento se transformaron usando la funcién Logi, debido a que la variable
original no mostré una distribucion normal segun las pruebas de Shapiro-Wilk y Anderson-

Darling. El modelo utilizado fue:

donde:
Yijo = 1+ T + By + (TB)jc + Tic + Eijic
iid
Eijx ~ N(0,0?)
En donde,

u es la media general,
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T; es el efecto del j-€simo tratamiento,

B, es el efecto del K-ésimo bloque,

(TB) jx es el efecto de interaccion entre el j-ésimo tratamiento y el k-ésimo blogue,

T, es el efecto fijo del I-ésimo tiempo de medicion (0, 7, 14 dias),

E;jx es el error experimental

iid quiere decir idéntica e independientemente distribuido

N(0,0?) representa la distribucién normal o Gaussiana con media 0 y varianza o2.

Las medias de cada tratamiento se compararon por pares utilizando el método de Tukey
para corregir por multiplicidad, la probabilidad de error tipo 1 que se manejo fue 0.05. Todos

los analisis se realizaron empleando el programa SAS.

La expresion de genes de citoquinas pro y antinflamatorias se analizé por el método de la
cuantificacion relativa, donde los datos fueron normalizados utilizando el gen de B-actina
como referencia; la expresion relativa de cada muestra se calculd con el método ACt (Livak
& Schmittgen, 2001). La validacion del gen de la B-actina se hizo utilizando la prueba de
Kruskal Wallis aplicada a los valores de Ct obtenido entre los grupos. Adicionalmente, se
realiz6 una correlacién de Spearman entre los valores de expresion de citoquinas y la
morfologia intestinal.

2.2. Resultados

Parametros Zootécnicos y score fecal

No se registr6 mortalidad de lechones en ninguno de los grupos experimentales. Los
pardmetros zootécnicos obtenidos se presentan en la tabla 2-6. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) en los parametros de rendimiento
productivo evaluados. Sin embargo, el peso final fue numéricamente menor en el control
negativo, al igual que la ganancia de peso total por animal y la ganancia diaria promedio.
Por su parte, el consumo total de alimento por animal, el consumo de alimento diario por
animal y el indice de conversion alimenticia fueron numéricamente menores en los

lechones alimentados con el control positivo. La ganancia total fue de 1.85 kg en el control
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negativo y de 2kg para los lechones alimentados con la dieta control positivo y con butirina
esterifica. De esta manera la ganancia diaria promedio fue de 143 y 144 g en lechones
alimentados con el tratamiento control positivo y el tratamiento de butirina esterificada,

respetivamente y solamente fue 12 g menor en el control negativo.

La evaluacion del score fecal y la frecuencia de diarrea durante los 14 dias se presenta en
la tabla 2-6 Los lechones alimentados con la dieta que contenia butirina esterificada
tuvieron valores de score fecal menores (P<0,05), que los lechones alimentados con la
dieta control negativo o el tratamiento control positivo. Asi mismo, los lechones
alimentados con la dieta control positivo y con butirinas esterificadas presentaron una
frecuencia de diarrea menor que los lechones alimentados con la dieta control negativo
(P<0,05).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en los

valores pH en yeyuno o en el en ileon.

Tabla 2-6. Rendimiento productivo, score fecal y frecuencia de diarrea de lechones
destetos a 21 d, alimentados con dietas con APC o butirinas esterificadas

Dietas
item Control Control Control Error P-Vvalor
Positivo Negativo Negativo + Estandar
Butirina

Dia 0 al dia 14 (Fase )
Peso Inicial, kg 5,91 5,83 5,92 0,249 0,963
Peso final, kg 7,91 7,68 7,94 0,355 0,859
Ganancia de pesor total 2.00 1.85 2.01 0,215 0,839
Ganancia de peso diaria, Kg 0,143 0,132 0,144 0,015 0,574
Consumo total de alimento por 3,37 3,77 3,66 0,215 0.412
animal, kg
Consumo de Alimento diario, Kg 0,241 0,269 0,261 0,015 0,412
Conversion Alimenticia 1,69 1,96 1,84 0,113 0.120
Score fecal?

0- 14 dias 2.022 2.532 1.84° 0.171 0.032
Frecuencia de diarrea'?

0-14 dias, % 26 49 24 0,233 0.0004
pH intestinal
pH Yeyuno 5,71 5,92 6,21 0,140 0,111

pH ileon 6,83 7,09 6,59 0,348 0,645
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lvalores de cada columna representan los estimados de medias de minimos cuadrados calculados a partir de 8
observaciones.

2Observaciones realizadas todos los dias durante la fase.

| etras diferentes indican un p<0.05

Morfologia Intestinal

En la tabla 2-7 se muestran los valores obtenidos para las variables de morfologia
intestinal. Los resultados indicaron que en el yeyuno la altura de las vellosidades de
lechones alimentados con dietas que contenian antibioticos tendié a ser mayor (P = 0.057),
que la altura de la vellosidad de los lechones alimentados con el control negativo o con la
dieta que contenia butirina esterficada. Asi mismo, la relacion altura de la vellosidad:
profundidad de la cripta, fue mayor (P < 0.05) en los lechones del grupo control positivo en
comparacion con el control negativo o la dieta que contenia butirina esterificada. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos para las

variables profundidad de la cripta y area aparente de las vellosidades en el yeyuno.

Tabla 2-7. Variables morfométricas en yeyuno e ileon en lechones destetados a 21 dias,
alimentados con dietas con APC o butirinas esterificadas?

Dietas
item Control Control Control Error
Positivo Negativo Negativo + . P-Vvalor
. Estandar
Butirina
Yeyuno
Altura de la Vellosidad, pm 335. 062 296.56° 303.56° 12.03 0.057
Profundidad de la Cripta, um 218.52 226.66 235.87 0.019 0.473
Vellosidad/profundidad de Cripta 1.732 1.43° 1.47° 0.025 0.049
Area aparente de la vellosidad, pm? 43,411 36,697 35,283 4272 0.385
fleon
Altura de la Vellosidad, um 298.952 247.09° 275.712 0.017 0.001
Profundidad de la Cripta, um 228.02 238.03 225.17 0.021 0.676
Vellosidad/profundidad de Cripta 1.522 1.12° 1.462 0.026 0.003
Area aparente de la vellosidad, pm 39,546 32,271 33,833 3753 0.382

ILos valores con de 6 lechones por tratamiento.
| etras diferentes indican un p<0.05
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La altura de las vellosidades del ileon y la relacion altura de la vellosidad: profundidad de
la cripta fueron mayores (P < 0.05) en lechones alimentados con el control positivo y el
tratamiento que contenia butirina esterificada en comparacion con el control negativo. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en la

variable profundidad de la cripta y el area aparente de la vellosidad del ileon (P > 0.05).

Recuento de coliformes y Escherichia coli

El recuento de coliformes y Escherichia coli en heces colectadas al destetey alos 7y 14
dias pos-destete se presenta en la Figura 2-1 y 2-2, respectivamente. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para los recuentos de
coliformes o Escherichia coli (P > 0.05). De igual forma no se observo efecto significativo

del dia de muestreo en los recuentos bacterianos (P>0.05).

Se observé que en los lechones alimentados con la dieta que contenia butirina esterificada,
el recuento de coliformes disminuy6 de 7,5 logio UFC/g el dia del destete a 6,94 log.c UFC/g
para el dia 7 y a 6,83 log.io UFC/g para el dia 14. Asi mismo los recuentos de Escherichia
coli se redujeron progresivamente de 7,15 logio UFC/g, el dia del destete a 5.95 logio
UFC/q, el dia 14.

En contraste en el grupo control negativo el recuento de coliformes increment6 para el dia
7 y disminuyd levemente en el dia 14 y los recuentos de Escherichia coli en el grupo control
negativo se mantuvieron estables en los 3 dias de muestreo. Por su parte, los recuentos

de grupo control positivo, solo se redujeron al dia 7.
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Figura 2-1. Deteccion de factores de virulencia en Escherichia coli enterotoxigénica ETEC
Recuento de UFC de coliformes a los 0, 7 0 14d pos-destete en lechones alimentados con
dietas con APC (CP), dieta control negativo (CN) o dieta con butirinas esterificadas
(CN+TB)

Recuento de coliformes

9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

Log,q UFC/g

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2-2. Recuento de UFC de Escherichia coli a los 0, 7 o 14 dias pos-destete en
lechones alimentados con dietas que contiene APC (CP), dieta control negativo (CN) y

dieta con butirinas esterificadas (CN+TB)

Recuento de Escherichia coli

CN CN+P
dia
ml M7 ®l4

Fuente: Elaboracion propia
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Deteccion de factores de virulencia en Escherichia coli enterotoxigénica
ETEC

No se detectd ADN de ninguno de los cinco genes asociados a factores de virulencia (F4,
F5, F6, F18 y F41) en ninguna de 18 cepas de Escherichia coli evaluadas provenientes de
las heces de los lechones destetados a los 21 dias (Figura 2-3).

Figura 2-3. Deteccion de factores de virulencia en Escherichia coli enterotoxigénica ETEC

Datos
Experimentales

M: Marcador peso
molecular (50-1000 bp)

«—— 767bp (F4)
+—— 562bp (F18)

+——— 439bp (F5)
«——— 324bp (F6)

«——182bp (F41)

Fuente: Elaboracion propia

Expresion de citoquinas pre y antinflamatorias

Los niveles de expresion génica (indicado como valores del delta Ct) de TNF-a, IL-1[3, IL6
e IL-10, CLA y ZO en yeyuno e ileon se presentan en las figuras 2-4 y 2-5.
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Figura 2-4. Niveles de expresion génica de TNF-a, IL-13, IL6 e IL-10, CLA 'y ZO en el
yeyuno de lechones destetados a 21 dias, alimentados con dietas con APC (CP), dietas
control negativo (CN) o butirinas esterificadas (CN+B).

Yeyuno
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| etras diferentes indican un p<0.05
Fuente: Elaboracion propia

Figura 2-5. Niveles de expresion génica de TNF-a, IL-13, IL6 e IL-10, CLA'y ZO en el
yeyuno de lechones destetados a 21 dias, alimentados con dietas con APC (CP), dietas
control negativo (CN) o butirinas esterificadas (CN+B).
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| etras diferentes indican un p<0.05
Fuente: Elaboracion propia
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En general, en el yeyuno se observO una mayor expresion de las citoquinas
proinflamatorias IL-6, TNF-a e IL-18. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos en los valores de delta-Ct, para la expresion de IL-10,
IL- 1B e IL6. Sin embargo, la expresion de TNF- a fue mayor (P < 0.05) en la mucosa de
yeyuno de lechones que consumieron la dieta que contenia butirina esterificada. A pesar
de que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del
TNF- a en lechones alimentados con dietas del control positivo y el control negativo, la
expresion de esta citoquina fue 12% mas baja en lechones alimentados con el control

positivo comparado con la dieta que contenia la butirina esterificada.

Para el caso de las proteinas de union estrecha como claudina (CLA) y Z6nula Occludens
(Z2O) en yeyuno, la expresion de CLA fue mayor (P < 0.05) para lechones alimentados con
la dieta control positivo, mientras que la expresion ZO fue menor (P < 0.05) en los lechones

alimentados con la dieta que contenia butirina esterificada.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, en los
valores de delta del Ct de IL-10 e IL- 1B en el ileon. Se obtuvieron valores negativos en la
expresion de IL-10, lo que indica que los valores del delta del Ct de las muestras evaluadas
fueron menores al delta del Ct del gen de referencia beta actina. En contraste, la expresion
de TNF-a, en ileon fue menor (P < 0.05), en lechones alimentados con la dieta que
contenia butirina, en comparacion con la dieta control negativo o la dieta control positivo
(con antibidtico). Por su parte, la expresion de IL-6, fue menor en lechones alimentados
con la dieta que contenia butirina que en aquellos alimentados con la dieta control positivo,
sin embargo, esta no fue diferente del control negativo. Para el caso de la expresion de
proteinas de unién estrecha en ileon, CLA y ZO, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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2.3. Discusion

Parametros productivos y score de diarrea

En general, los valores obtenidos en este estudio para las variables zootécnicas se
encuentran por debajo de los valores de referencia para la genética (consumo promedio
dia de 284g, ganancias diarias de 254g, PIC, 2022), lo que podria explicarse en parte por
la edad de destete, la falta de adaptacion previa al consumo de alimento sélido, asi como
por la presentacion del alimento en harina, factores que son frecuentemente reportados en

la literatura como criticos en la etapa de transicion del lechon.

El &cido butirico y sus derivados como la tributirina han demostrado tener un efecto positivo
en el crecimiento de los lechones en la etapa de precebo al mejorar la ganancia diaria de
peso, el consumo de alimento, la eficiencia alimenticia y el peso final (Piva et al., 2002;
Sotira et al., 2020; Wang et al., 2019b). Estos efectos se han asociado con una mejora en
la digestibilidad de nutrientes (Guilloteau et al., 2010), a un incremento de la hipertrofia
muscular como consecuencia de la inhibicion de la histona deacetilasa (Murray et al., 2018)

y a un aumento de la abundancia de microbiota (McCormack et al., 2017).

Sin embargo, en el presente experimento no se observaron mayores diferencias en los
parametros zootécnicos tras la inclusion de butirina esterificada en las dietas de lechones,
lo cual coincide con lo reportado por otros investigadores (Fang et al., 2014; Grilli et al.,
2016; Tugnoli et al., 2020b). Es posible que factores como el tiempo de suministro y el
porcentaje de inclusion de la butirina puedan explicar diferencias en los parametros
productivos obtenidos en otros estudios (Gu et al., 2017; Sotira et al., 2020; Tugnoli et al.,
2020b; Wang et al., 2019b).

Los factores estresantes del destete, como el cambio dieta y el bajo consumo de alimento,
conllevan a una atrofia en la vellosidad intestinales y a un desbalance del microbiota que
generan un ambiente que propicia la proliferacion de bacterias patdgenas como
Escherichia coli, las cuales se adhieren a la mucosa, liberan enterotoxinas y causan

alteracion en la permeabilidad, incremento de la secrecion de agua y electrolitos,
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inflamacion, reducciéon en la absorcion de nutrientes, diarrea y deshidratacion en los

animales (Rhouma et al., 2017)

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la inclusion de una butirina
esterificada tiene un efecto positivo en el score de fecal durante las primeras semanas
después del destete, lo que concuerda con lo reportado por (Lin et al., 2020; Wang et al.,
2019b). Este efecto positivo se puede asociar al efecto del acido butirico en la integridad
de la barrera intestinal, ya que es una fuente de energia para los enterocitos que propicia
una rapida recuperacion de la mucosa intestinal. Adicionalmente, se ha reportado que la
butirina esterficada ayuda a mejorar la expresion de proteinas de union en la barrera lo
gue lleva a la disminucion de la permeabilidad (Dell’'anno et al., 2021; Huang et al., 2015;
Ma et al., 2012).

pH Intestinal

El pH intestinal es un importante indicador en la evaluacion de la salud intestinal debido a
que un bajo pH en el contenido digestivo puede favorecer de la digestibilidad de nutrientes
como las proteinas; o impedir la proliferacion de bacterias patdgenas (Suiryanrayna &
Ramana, 2015). En el presente estudio no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el pH intestinal entre los tratamientos, lo que concuerda con reportes
previos, en los que lechones alimentados dietas que contenian butirato de sodio, tampoco

evidenciaron cambios en el pH intestinal (Manzanilla et al., 2006)

Morfologia intestinal

La medicion de la altura de la vellosidad, de la profundidad de la cripta y su relacion, se ha
considerado como un método para evaluar la integridad de membrana y asi de la salud
intestinal (Ducatelle et al., 2018; Montagne et al., 2007). Los valores de altura de vellosidad
en yeyuno reportados previamente estan en el rango de 457 um (Boudry et al., 2004) y
475 um (de Groot et al., 2021), mientras que en ileon se reportan valores entre 317 y

451um (Boudry et al., 2004; de Groot et al., 20219). Los valores observados en el presente
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estudio fueron menores a los reportados, lo que podria asociarse a un retraso en la
recuperacion de la morfologia intestinal ocasionado por la baja ingesta de alimento que
conlleva a una baja absorcion de nutrientes y a disminucién la renovacion de la mucosa
(Ming et al., 2021).

Pese a que no se observaron diferencias significativas en los valores de profundidad de la
cripta en ninguno de los segmentos, los valores reportados en este estudio fueron mas
altos que los descritos por (Boudry et al., 2004; de Groot et al., 2021; Ming et al., 2021).
Se podria sugerir que los lechones presentaron un aumento de la profundidad de la cripta

asociado a un posible aumento de la mitosis celular.

En el presente estudio, se evidencié una mejor respuesta de los lechones alimentados con
la dieta que contenia butirina esterificada en el ileon, lo que podria indicar que la liberacion
lenta de moléculas de acido butirico podria beneficiar la recuperacién de la mucosa de
esta seccion en mayor proporcion que en el yeyuno. Estudios previos han mostrado que
las butirinas esterificadas liberan el 5% de acido butirico en la digestion gastrica y el 75%

en el intestino delgado (Donovan et al., 2017).

Recientes investigaciones relacionan el efecto positivo de las butirinas esterificadas con la
disminucion de los niveles de ROS (especies radioactivas de oxigeno) y del estrés
oxidativo causado durante el destete (Cao et al., 2018), lo que se relaciona con una mejora
en la funcionalidad de las mitocondrias y en consecuencia un posible aumento de la
produccion de energia celular que puede ser utilizada para la renovacion de los enterocitos
(Wang et al., 2019a). Ademas, se ha encontrado un aumento de la expresién del
transportador del &cido butirico MCT1 en lechones alimentados con butirato de sodio, lo
gue podria mejorar la disponibilidad de energia para la reparacion del dafio celular tras el
destete (Cuff et al., 2002; Yang et al., 2019).

Recuento de coliformes y Escherichia coli

La diarrea posdestete causada por Escherichia coli, es la principal causa de mortalidad en

el precebo. Se ha reportado que el estrés causado durante el destete aumenta las
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cantidades de microbiota en el intestino y que se requieren entre 10° a 10° UFC/

Escherichia coli ETEC para causar diarrea en esta fase (Sun & Kim, 2017).

En este trabajo no se observaron diferencias significativas en la excrecion de coliformes o
de Escherichia coli entre los tratamientos, este hecho aunado a la estabilidad del pH en el
yeyuno, mencionada anteriormente, indica que la butirina esterificada no tuvo un efecto
importante como bactericida, o que coincide con estudios previos, los cuales reportan
resultados no concluyentes del efecto del acido butirico en el control de Escherichia coli,
(Lu et al., 2008).

Asi mismo, en este estudio no se realizd ningun desafio bacteriano y se consideré6 el
destete y el cambio de dieta como desafios naturales, dado los antecedentes historicos de
episodios de diarrea pos-destete en la granja, Sin embargo, se evidencid que este tipo
desafio no fue suficiente para causar un aumento de las poblaciones de coliformes y

especificamente de Escherichia coli, ETEC.

Deteccion de factores de virulencia en Escherichia coli enterotoxigénica
ETEC

Las cepas de Escherichia coli evaluadas en el presente estudio no expresaron ninguno de
los factores de virulencia analizados, lo que indica que los casos de diarrea pueden estar
asociados a diferentes patotipos de Escherichia coli. En este sentido

demuestra la importancia de ampliar el analisis de las cepas con otros factores de
virulencia de, debido a que, aunque se observaron diarreas después del destete, estas no
se pueden asociar solamente con la presencia de Escherichia coli enterotoxigénica, sino
gue se debe considerar la presencia de otros agentes entero-patégenos causantes de
diarrea. Se hareportado la prevalencia de diferentes genes de Escherichia coli en lechones
jovenes en Estados Unidos con expresion de factores de los siguientes factores de
virulencia: F4, STh, paa, LT, EAST1, F18, STa, AIDA-I, STx2e, EAE, F5 y F41 (Zhang et
al., 2007)
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Citoquinas pre y proinflamatorias y proteinas de union

Durante el destete, diversos factores estresantes generan una alteracion del sistema
inmune en el intestino del lechdn, que lleva al incremento de citoquinas como TNF- a, IL-
18 e IL-6 que promueven la inflamacion, la permeabilidad intestinal y por tanto generan
ambientes propicios para infeccion de patégenos (Pié et al., 2004). El Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-a) es una citoquina con multiples efectos, que es secretada principalmente
por macrofagos, neutrdfilos y linfocitos T. Actua como mediador de la respuesta
inflamatoria aguda a través de la atraccion de células inmunitarias, de la modulacion de
proteinas de union, la necroptosis y la apoptosis celular, mediante vias de sefializacion
como NF- kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas, (Leppkes et al., 2014).

Estudios previos han desmostaron que el acido butirico tiene la capacidad de inhibir la
produccion de TNF-a, mediante la inhibicion de la activacion del NF- kB y de la degradacion
de IkBa (un inhibidor del NF- kB), de las células inmunes (Segain et al., 2000),
Adicionalmente, se ha propuesto que puede existir un efecto indirecto del &cido butirico en
el gje intestino- higado, donde el butirato mejora el ciclo del &cido tricarboxilico donde se
liberan ciertos metabolitos que inhiben HIF1a (Factor inducible de hipoxia- 1a) y asi se
desactiva la via de sefializacion de NF- kB (Han et al., 2020).

En el presente estudio se evalud la expresion de genes que codifican para citoguinas
proinflamatorias y antinflamatorias en los segmentos de yeyuno e ileon de lechones de 35
dias de edad, que fueron destetados a 21 dias. Los lechones alimentados con dietas que
contenian butirina esterificada presentaron un incremento de la expresion de TNF-a en la
mucosa del yeyuno y una disminucion de la expresion en el ileon. Estos resultados
coinciden con reportes en los cuales se encontrdé una menor expresion de TNF-a en ileon
y coldn tras la inclusion de butirato de sodio en la primera semana pos-destete de lechones
destetados a los 21 dias (Grilli et al., 2016). Para el caso de yeyuno, los resultados

concuerdan con datos previos que relacionan un incremento de la absorcién de butirato en
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yeyuno con un efecto de maduracion celular durante el periodo de transicién de los
lechones. Este efecto también se ha relacionado con un posible desafio de bacterias
patégenas cercano al momento de la toma de muestra de lamucosa (Tugnoli et al., 2020b;
Zhong et al., 2019).

La IL1-B tiene un rol en la inflamacion y en el dafio intestinal, es secretada por macrofagos
y células T de tipo Thl (Al-Sadi & Ma, 2007). En este estudio no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de IL1-B, sin embargo, al igual que en estudios
previos, los valores de expresion obtenidos fueron menores en yeyuno en comparacion
con el ileon. (Liu et al., 2019; Tugnoli et al., 2020b).

La IL-6 se encuentra presente en procesos inflamatorios y es importante para el desarrollo
de células Th 17. Los resultados del presente ensayo mostraron diferencias significativas
a nivel de ileon, donde los animales alimentados con dietas que contenian butirina
esterificada disminuyeron la expresion de IL-6 en los dos segmentos estudiados. Estudios
previos han sefialado que el butirato de sodio tiene la capacidad de disminuir IL-6 en
yeyuno, debido a que suprime la via de sefializacién MAPK (proteinas quinasas activadas
por mitbgenos), y el inicio de la transcripcion de IL-6, asociado con el efecto inhibitorio de
histonas deacetilasa (Wang et al., 2018).

Por otro lado, la IL-10 es una citoguina antinflamatoria ya que inhibe otras citoquinas como
el TNF a y es producida por linfocitos T reguladores, monocitos y macrofagos (Andrews et
al., 2018). El mecanismo por el cual el acido butirico podria mejorar la expresion de IL-10,
no es muy claro, pero se ha evidenciado que altas cantidades de acido butirico
incrementan los receptores de IL-10, en células T84 y Caco-2 y mejoran la integridad de

la barrera intestinal ( Zheng et al., 2017).

A pesar de que los resultados de este estudio en relacion con la expresion de citoquinas
no son concluyentes, se podria sugerir que la adicion de las butirinas tiene un mayor
alcance y efecto en el ileon, donde se presenté una disminucién de los efectos
proinflamatorios del TNF-a y de IL-6. Asi mismo, el incremento de la expresiéon TNF- a en

yeyuno podria estar asociado a procesos de maduracion celular del intestino de los



95 Capitulo 2: Efecto de la inclusion de una butirina esterificada en reemplazo de
un antibiotico promotor de crecimiento (APC) en el rendimiento productivo y en

algunos parametros de salud intestinal en lechones destetados a los 21 dias

lechones, los cuales durante las primeras dos semanas pos-destete aln se encuentran en

proceso de adaptacion del sistema inmune (de Groot et al., 2021; Pié et al., 2004).

Se debe reconocer que las citoquinas pueden tener un efecto en la proliferacion del epitelio
intestinal, este seria el caso de la IL-6, la cual se puede unir a los receptores presentes en
la parte basal de la cripta y estimular la proliferacion celular en procesos de dafio severo
del intestino, lo que induce a una recuperacion rapida de la estructura (Andrews et al.,
2018; Kuhn et al., 2014). Adicionalmente, recientes investigaciones en ratones han
mostrado que el microbiota ayuda a regular la produccion de IL-6 en los linfocitos
intraepiteliales y de esta manera pueden incrementar la permeabilidad paracelular (Kuhn
et al., 2018).

Las proteinas de unién estrecha son las principales estructuras que permiten la unién entre
los enterocitos, participan en la formacion de la barreraintestinal y regulan la permeabilidad
paracelular y transcelular (Ghosh et al., 2021). Se encuentran ubicadas en la zona apical-
lateral de la membrana, donde se identifican proteinas transmembranales como las
Claudinas, Occludinas y Tricelulina, y proteinas citoplasméaticas de la periferia como
Zonula Occludens que unen las proteinas del citoesqueleto al complejo de proteinas de

union estrecha (Suzuki, 2020).

En los ultimos afios diferentes estudios han reportado un efecto del butirato en la
permeabilidad de la barrera intestinal en lechones al destete, debido a que participa en la
activacion de la proteina quinasa activada por AMP (Monofosfato de Adenina) que regulan

la expresion de proteinas de unién estrecha (Peng et al., 2009; Xiong et al., 2019).

En el presente estudio se observé que los lechones alimentados con la dieta control
positivo presentaron una mayor expresion CLA y ZO, sin embargo, los lechones
alimentados con dieta que contenia butirina esterificada la expresion relativa de estos
mismos genes fueron menores, lo que concuerda con los hallazgos de Girilli et al., 2016 y
Tugnoli et al., 2020b. Este efecto se ha relacionado con el aumento de la expresion de
genes de TNF-a, que induce la apoptosis de los enterocitos y la degradacion de las

proteinas de unién estrecha (Gitter et al., 2000).
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2.4. Conclusiones

En el presente estudio, la inclusién de 2 kg/tonelada (0,2%) de butirina esterificada en
dietas de preiniciacion mejoro la consistencia fecal, redujo la frecuencia de diarrea y tuvo
un efecto positivo en la morfologia intestinal y en la expresion de citoquinas especialmente
en el ileon. Sin embargo, con la adicion de butirina esterificada no se observaron cambios
significativos en los parametros productivos o en la excrecion de Eschericia coli durante
los 14 dias evaluados.

Los resultados muestran que la inclusion de butirina esterificadas en dietas de
preiniciacion, bajo las condiciones de este estudio, en el cual solamente se tuvo un desafio
natural, asociado a las condiciones de una granja comercial, pueden ser una alternativa
gue puede llegar a sustituir parcialmente los antibi6ticos promotores de crecimiento, debido
a su efecto benéfico sobre la morfologia intestinal y en ciertos aspectos antinflamatorios.
Se recomienda realizar nuevas investigaciones que involucren desafios controlados de
bacterias enteropatdégenos que permitan generar resultados mas consistentes sobre

pardmetros productivos y otros indicadores de salud intestinal.

2.5. Conclusiones generales

En laindustria porcina el pos-destete es una etapa critica para el desarrollo final del lechén.
Un buen manejo de esta etapa es esencial para el desempefio productivo del cerdo en
etapas posteriores, por tanto, la investigacion de nuevas alternativas que mejoren los
parametros zootécnicos y la salud intestinal son de gran importancia para la industria. La
butirina esterificada se presenta como una alternativa prometedora para ser usada en la
industria porcina con miras a disminuir la inclusibn de antibidticos promotores de
crecimiento en las dietas de transicion y de preiniciacion, ya que favorece la expresion de

algunos elementos de la barrera intestinal, especialmente a nivel del ileon.
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