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RESUMEN

El estrés por calor (EC) durante el verano representa un desafio para la
industria animal que compromete la eficiencia y el rendimiento de los animales.
Dos consecuencias importantes del EC son el estrés oxidativo y el incremento
en la permeabilidad del intestino. Se realizé un experimento con la finalidad de
analizar los efectos que resultan de adicionar un extracto de plantas basado
en Capsicum spp, Piper nigrum y Zingiber officinale sobre la integridad del
epitelio intestinal y la actividad antioxidante de cerdos expuestos al estrés por
calor. Se utilizaron 42 cerdos cruzados de 25 (x2) kg PV, distribuidos en 3
tratamientos: 1. Condiciones termoneutrales alimentados con una dieta testigo
(TN+T), 2. Condiciones de estrés por calor alimentados con una dieta testigo
(EC+T) y 3. Condiciones de estrés por calor alimentados con la dieta testigo
adicionada del 0.2% del extracto herbal (EC+EH). Anterior a la fase
experimental se brindd a los cerdos un periodo de adaptacion al manejo de
siete dias, seguido de ocho dias de experimentacion. Los animales tuvieron
libre acceso al agua y alimento, y al finalizar se realizo el sacrificio, colecta de
muestras de los tres segmentos de intestino delgado, y muestras de sangre.
Los cerdos del tratamiento EC+EH demostraron un incremento en la actividad
enzimatica de catalasa comparados con los que se encontraban en el
tratamiento EC+T (p<0.05). La actividad enzimatica de superdxido dismutasa
disminuy6 en los cerdos bajo el tratamiento EC+T (p<0.05) comparados con
los que se encontraban en el tratamiento TN+T, pero la inclusion del extracto
herbal (EC+EH) permitié una recuperacion en la actividad de dicha enzima
(p<0.05). La actividad de la enzima glutatién peroxidasa fue similar entre
tratamientos (p>0.05). La altura de vellosidades fue similar en el segmento de
duodeno (p>0.05). En el yeyuno de los cerdos en EC+T se redujo la altura de
vellosidades en comparacion con los cerdos del tratamiento TN+T (p<0.05);
no obstante, la inclusion del extracto herbal en la dieta permiti6 una
recuperacion en la altura de vellosidades de los animales EC+EH (p<0.05). En

ileon se redujo la altura de vellosidades de los cerdos EC+EH comparados con
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el grupo TN+T (p<0.05). La profundidad de las criptas se redujo en los 3
segmentos intestinales: duodeno, yeyuno e ileon en el grupo EC+EH
comparado con los cerdos en TN+T (p<0.05). Por el contrario, la relacion
altura de vellosidad y profundidad de la cripta aumento significativamente en
los tres segmentos en el grupo EC+EH comparados con TN+T (p<0.05). La
adicion del extracto herbal incremento la expresion de las proteinas ocludina
y claudina-2 en el yeyuno de los cerdos en EC (p<0.05); la proteina zénula
occludens-1 no presentdé cambios en su expresion (p>0.05). En el ileon, el
extracto herbal provocd una reduccién en expresion de ocludina (p<0.05). En
resumen, la inclusién de un extracto a base de plantas en dietas de cerdos en
crecimiento mejora la integridad del epitelio intestinal y la actividad

antioxidante, contribuyendo a reducir los efectos nocivos del estrés por calor.

Palabras clave. Actividad antioxidante, estrés oxidativo, estrés por calor,

extracto herbal, integridad intestinal, proteinas de unién estrecha.
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ABSTRACT

Heat stress (HS) during summer represents a challenge for the animal industry,
compromising animal efficiency and performance. Two important
consequences of HS are oxidative stress and increased intestinal permeability.
An experiment was conducted to analyze the effects of adding a plant extract
based on Capsicum spp, Piper nigrum and Zingiber officinale on the integrity
of the intestinal epithelium and the antioxidant activity of pigs exposed to heat
stress. Forty-two crossbred pigs weighing 25 (+ 2) kg LW were used, distributed
in 3 treatments: 1. Thermoneutral conditions fed with a control diet (TN+T), 2.
Heat stress conditions fed with a control diet (HS+T) and 3. Heat stress
conditions fed with the control diet added with 0.2% of the herbal extract
(HS+EH). Prior to the experimental phase, pigs were given a seven-day
adaptation period to management, followed by an eight-day experimental
period. The animals had free access to water and feed, and at the end of the
experimental phase, they were sacrificed, and blood samples were collected
from the three small intestine segments. Pigs receiving the EC+EH treatment
showed an increase in catalase enzyme activity compared to those receiving
the EC+T treatment (p<0.05). Superoxide dismutase enzyme activity
decreased in pigs receiving the EC+T treatment (p<0.05) compared to those
receiving the TN+T treatment, but the inclusion of the herbal extract (EC+EH)
allowed a recovery in the activity of said enzyme (p<0.05). Glutathione
peroxidase enzyme activity was similar between treatments (p>0.05). Villus
height was similar in the duodenal segment (p>0.05). In the jejunum of pigs
receiving EC+T, villus height was reduced compared to pigs receiving TN+T
treatment (p<0.05); however, the inclusion of the herbal extract in the diet al
lowed villus height to recover in EC+EH pigs (p<0.05). In the ileum, villus height
was reduced in EC+EH pigs compared to the TN+T group (p<0.05). Crypt
depth was reduced in all three intestinal segments: duodenum, jejunum, and
ileum in the EC+EH group compared to pigs receiving TN+T (p<0.05). In
contrast, the villus height: crypt depth ratio was significantly increased in all
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three segments in the EC+EH group compared to TN+T (p<0.05). Jejunal
expression of occludin and claudin-2 proteins from EC+EH pigs were higher
compared to EC+T pigs (p<0.05); the expression of zonula occludens-1 protein
remained unchanged (p>0.05). In the ileum, the herbal extract reduced
occludin expression (p<0.05). In summary, the inclusion of a herbal extract in
the diets of growing pigs improves intestinal epithelial integrity and antioxidant

activity, contributing to a reduction in the harmful effects of heat stress.

Keywords. Antioxidant activity, heat stress, herbal extract, intestinal integrity,

oxidative stress, tight junction proteins.
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INTRODUCCION

Las altas temperaturas durante el verano, junto al aumento de la poblacion que
exige mas productos de origen animal, representan un desafio para el sector
ganadero (Escarcha et al., 2018). La region de Baja California esta conformada
€en su mayoria por zonas aridas que experimentan temperaturas extremas que
provocan estrés por calor (EC) en los animales (Theusme et al.,, 2021),
afectando su fisiologia, metabolismo y comportamiento (Huynh et al., 2005).
La zona termoneutral de los cerdos se encuentra entre los 18 a 25 °C
(Renaudeau et al., 2007). Cuando se supera este rango se reduce el consumo
de alimento, y los animales activan mecanismos para disipar el calor, uno de
ellos es el redireccionamiento del flujo sanguineo desde el interior hacia las
zonas periféricas del cuerpo (Collin et al., 2001). Sin embargo, este
mecanismo reduce la aportacion de nutrientes que van al epitelio intestinal,
que se considera uno de los tejidos mas vulnerables al EC (Baumgard et al.,
2013), y, en consecuencia, puede observarse desbalance en la microbiota,
incremento de la permeabilidad del intestino, estrés oxidativo y dafios en las
microestructuras del epitelio de la mucosa (Mayorga et al., 2020; Patra et al.,
2021).

Actualmente el EC puede combatirse, al menos parcialmente, con la
manipulacion de la nutricion de los animales (Bejaoui et al., 2023). Para el caso
de la industria porcina es necesario implementar estrategias comercialmente
viables para mitigar el estrés (Liu et al., 2020). De esta manera, el uso de
aditivos en dietas de animales se ha convertido en una alternativa para mejorar
la productividad de los cerdos que padecen EC (Cottrell et al., 2015). La
comprension de los impactos del estrés causado por el calor sobre fisiologia,
la nutricion y el metabolismo de los cerdos ha facilitado el desarrollo de aditivos
en la industria porcina (Cottrell et al., 2015); por ejemplo, los aditivos de origen

vegetal, que ademas de ser estimulantes de consumo, también han



demostrado tener impactos positivos sobre la fisiologia de los animales, lo que

favorece su salud y rendimiento (Sampath et al., 2020).

Es por ello que se decidi6 probar un aditivo alimenticio formulado
principalmente con Capsicum spp., complementado con Piper nigrum y
Zingiber officinale los cuales han demostrado tener propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes entre algunos otros
(Adaszek et al., 2019; Ogbuewu et al., 2023; Siregar et al., 2024; Zhang et al.,
2024).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Porcicultura en México

El aumento de la poblacién reclama una cantidad mayor de productos de
origen animal. Esto, aunado al impacto climatico, representa un desafio para
la sostenibilidad de la produccion ganadera (Escarcha et al., 2018). Durante el
2023 el consumo mundial de carne aumenté en comparacion con el afo
anterior sumando 272 millones 249 mil toneladas, con la carne de cerdo como
la de mayor consumo. Asimismo, la produccion de carne también aumentoé con
276 millones 978 mil toneladas (COMECARNE, 2024).

En México el consumo de carne esta ligado al precio de cada tipo de carne y
a la solvencia econdmica de la poblacion para adquirirla. Otro aspecto de
importancia es la cultura gastrondmica, la cual influye en el aumento del
consumo de carne segun la region (Estévez-Moreno et al., 2022). Este pais
consume 9 millones 566 mil toneladas de carne anualmente (considerando
carne de res, pollo y cerdo), equivalente al 3.5% del consumo mundial de carne
y se posiciona como el 6to consumidor a nivel global. En 2023 México produjo
7 millones 645 mil toneladas de carne, de los cuales 1 millén 570 mil toneladas
fueron de carne proveniente del cerdo situando a México como el 6to productor
de este tipo de carne a nivel mundial. La carne de cerdo ocupa el 2do lugar en
consumo a nivel nacional, con un consumo per capita de 1.969 kilos al mes.
Para satisfacer las necesidades de esta demanda, México tuvo que aumentar
sus importaciones de carne, ocupando el 3er lugar mundialmente en volumen
de carne de cerdo importada. A pesar de la alta demanda por la carne de
cerdo, las exportaciones por parte de México disminuyeron un 11.5 % por
tercer afo consecutivo lo que se atribuye a la reduccién en las compras de
Japoén y Estados Unidos (COMECARNE, 2024).



| Produccion
toneladas
411,680.58
314,095.51 |
Puebla 187,935.78
166,132.01 |
161,911.06
| Guanajuato | 140,169.16
| Michoacan | 53,139.91

Chiapas 32.546.04
29,567.14
27,676.50

Figura 1. Principales estados productores de carne de cerdo en México,
elaboracién propia con datos obtenidos de (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2023).

2.2 Calentamiento global

Los gases de efecto invernadero que se presentan de forma excesiva en la
atmosfera como metano, didéxido de carbono, Oxido nitroso,
clorofluorocarbonos y vapor de agua causan el calentamiento global
dificultando la pérdida de calor irradiado desde la tierra hasta el espacio (Al-
Ghussain, 2019). Se ha demostrado que las actividades de la humanidad son
las responsables del aumento de Ila temperatura atmosférica,
desencadenando una reaccién donde la atmdsfera retiene mas humedad al
intentar lograr un estado de equilibrio; elevando aun mas la temperatura
(Dobruskin, 2023).

El ano 2023 llego a un récord, convirtiéendose en el mas caluroso registrado
hasta hoy debido al aumento en la temperatura promedio mundial. Segun la

NASA los registros térmicos se incrementaron hasta 1.2 °C por encima del



promedio, tomando como referencia analisis previos que se enfocaron en las
temperaturas desde el afio 1951 hasta 1980. Este incremento confirma la
tendencia al aumento del calentamiento global y con ello a todas sus

consecuencias (Bardan, 2024).

La produccion ganadera es afectada por el calentamiento global,
enfrentandose a desafios como enfermedades y la poca disponibilidad de
agua especialmente en zonas aridas y semiaridas. Estos problemas
comprometen la seguridad alimentaria disminuyendo la calidad y produccién
de alimentos (Rojas-Downing et al., 2017; Godde et al., 2021).

El cambio climatico afecta a México (Rodriguez et al., 2021). En el estado de
Baja California se realizé un estudio donde se evaluaron y predijeron variables
climaticas y su impacto en los animales de produccién en una zona arida
(especificamente en el Valle de Mexicali) en comparacion con una zona
costera. Esta zona (arida) manifestd temperaturas extremas, causando EC en
animales como los cerdos (Theusme et al., 2021). Este tipo de estrés, causado
por el aumento de la temperatura, afecta negativamente la productividad de
los animales. Por esta razén existe una necesidad inmediata de investigar y
comprender las respuestas de los animales hacia esta condicién con la
finalidad de contrarrestar las consecuencias nocivas del estrés causado por el

calor en la industria animal (Sejian et al., 2018).
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Figura 2. Cambio climatico global 2023 (NASA, 2025).

2.3 Estrés por calor sobre el ganado porcino

El estrés causado por el calor se puede definir como una serie de cambios en
los mecanismos fisioldgicos y conductuales de animales que son expuestos a
altas temperaturas (Huynh et al., 2005). Estas condiciones extremas superan
la zona termoneutral de los animales, y es agravada por factores como el aire,
la precipitacion y la humedad, asi como la radiacion (Mayorga et al., 2019). En
condiciones normales, el calor producido por las funciones productivas y de
mantenimiento se equilibran con la disipacién de calor hacia el ambiente sin
incrementar el calor metabdlico de los animales lo que permite un crecimiento
optimo y eficiente (Mayorga et al., 2019) La zona termoneutral en la etapa de
crecimiento y finalizacién de los cerdos se establecio entre los 18 a 25 °C
(Renaudeau et al., 2007). Sin embargo, cuando las temperaturas superan este
rango, los animales comienzan a experimentar EC, lo que resulta en un
balance energético negativo (Cui et al., 2019), causado por el intento de
compensar las variaciones en la temperatura ambiente ideal, modificando el

consumo de alimento, el metabolismo y la liberacion térmica mediante



conduccion, conveccion y radiacion, también disminucion de temperatura por

evaporacion de las vias respiratorias y la piel (Mayorga et al., 2019).
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Figura 3. Mecanismos de liberaciéon térmica en cerdos, editado de (Mayorga et
al., 2019).

Los cerdos son animales con alta susceptibilidad al estrés causado por el
calor, ya que cuentan con un numero limitado de glandulas sudoriparas
funcionales para ayudarles a disiparlo (Renaudeau et al., 2006). Esto
representa un gran desafio para la produccién animal que afecta su
sostenibilidad y la rentabilidad, comprometiendo la salud y el desempefio
productivo de los animales (Mayorga et al., 2020). De ello surge la necesidad
de comprender las estrategias de adaptacion al EC para mitigar sus impactos
nocivos (Cui et al., 2019).

>25°C

18-25°C

Figura 4. lzquierda. Cerdo en estrés. Derecha. Cerdo sin estrés por calor
(Sanchez et al., 2023).



2.3.1 Efectos del estrés causado por calor en la ingesta de alimentos y en el
desarrollo

Como se ha mencionado, la produccion animal enfrenta el desafio del estrés
por calor, que se ve reflejado en pérdidas econdmicas en la ganaderia debido
a sus efectos perjudiciales en el crecimiento y bienestar de los animales (Ross
etal., 2017; Mayorga et al., 2020). Los cerdos intentan regular el calor corporal
dentro del rango 6ptimo de temperatura termoneutral mediante adaptaciones
conductuales, fisiologicas y metabdlicas (Quiniou et al., 2001; Renaudeau et
al., 2011). En situaciones de calor excesivo los cerdos redireccionan el flujo
sanguineo desde el interior hacia la periferia del cuerpo, como la piel y las
orejas (Collin et al., 2001). Aumentando su temperatura rectal y cutanea, asi
como la frecuencia respiratoria y el consumo de agua para mejorar la
disipacién de calor y disminuir el calor producido por el metabolismo (Oliveira
et al., 2024). El bajo consumo de alimento también se asocia con estos
mecanismos (Campos et al., 2017; de Oliveira et al., 2024). Sin embargo, esto
reduce la disponibilidad de nutrientes en el organismo, lo que perjudica el
rendimiento en el crecimiento y la ganancia de peso de los cerdos (Pearce, et
al., 2013; Ross et al., 2015; Roach et al., 2024).

Otros efectos perjudiciales en los animales son la alteracién de la fisiologia
intestinal y el metabolismo postabsortivo de los nutrientes (Pearce et al.,
2013a; Mayorga et al., 2020). El intestino es uno de los 6rganos que
experimenta mayor impacto debido al EC sufriendo alteraciones fisiolégicas
que posteriormente desencadenan una cascada de efectos adversos, como
cambios en la composicidn de la microbiota intestinal, mayor permeabilidad
intestinal, acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), y deterioro
de la integridad del epitelio mucoso (Mayorga et al., 2020; Patra et al., 2021).
El malfuncionamiento de la defensa intestinal puede ocurrir debido a diversas
situaciones donde se experimente estrés. Una es la activacion del sistema
nervioso parasimpatico que libera hormonas y metabolitos mediante el estrés

psicoldgico. El estrés fisico y el EC también contribuyen a esta disfuncion



debido a las reducciones del flujo sanguineo que provocan hipoxia tisular,
agotamiento de ATP, estrés oxidativo, muerte de los enterocitos, cambio en el
rendimiento enzimatico de la digesta y la sintesis de proteinas (Lambert et al.,
2002; Lambert, 2009; Patra et al., 2021).

Estos efectos perjudican la estabilidad de las proteinas que participan en las
uniones estrechas facilitando la entrada de patégenos y macromoléculas no
deseadas que provocan inflamaciones sistémicas y respuesta inmune en el
animal (Lambert, 2009; Patra et al., 2021).

2.3.2 Efectos del estrés por calor a nivel celular

El EC causa estrés oxidativo (Liu et al., 2016). Este se puede definir como una
alteracion en la sefalizacidon redox que genera ROS como los radicales anion,
superoéxido, hidroxilo, alcoxilo, peroxilo lipidico, 6xido nitrico y peroxinitrito de
manera excesiva (Pisoschi et al., 2015). Al ocurrir esto la capacidad de
neutralizacion antioxidante del organismo se ve afectada al no poder mantener
un equilibrio entre los ROS y los antioxidantes. Como consecuencia se
generan dafos en tejidos y 6rganos del sistema gastrointestinal lo que puede
llevar a inflamaciones y afectar la permeabilidad intestinal (Kim et al., 2012).
Estos dafios naturalmente resultan en mas precursores que aumentan el
estrés oxidativo, afectando las membranas y la estructura proteica (Pisoschi et
al., 2015).

2.4 Fisiologia intestinal del cerdo

El tracto gastrointestinal es fundamental para la nutricion (Xiong et al., 2019).
Este proceso inicia en la cavidad bucal, sitio donde se ingiere la comida, y
sigue a través del estbmago hacia el intestino delgado, donde se llevan a cabo
mecanismos enzimaticos y mecanicos que facilitan la digestidon y absorcién de
los nutrientes (Chiba, 2023).



2.4.1 Intestino delgado

La absorcion de nutrientes se concentra principalmente en el intestino delgado.
En cerdos de edad adulta, este 6rgano tubular tiene longitud de 20 metros
aproximadamente (Adeola et al., 2006; Chiba, 2023). Se ubica en el lado
derecho del abdomen y se extiende desde el estbmago hasta el intestino
grueso (Adeola et al., 2006).

La pared del intestino delgado esta conformada por cuatro capas que van
desde el exterior hacia el lumen intestinal: la capa serosa, la muscular, la

submucosa y la mucosa respectivamente (Bartsch et al., 2006).

La capa externa se denomina serosa, esta conformada por un epitelio
escamoso y forma el mesenterio donde se encuentran elementos vasculares,
fibras de tejido y nervios. La siguiente capa de fibras musculares esta formada
por dos subcapas, una externa conformada por fibras musculares
posicionadas de manera longitudinal, y la capa interna donde se encuentran
musculos de forma circular (Everaert et al., 2017). La contraccion coordinada
de estas subcapas determina la motilidad intestinal, misma que se refiere a la
velocidad en la que los alimentos pasan por el intestino delgado. En la
submucosa, se encuentran nervios, vasos sanguineos y linfaticos, todas estas
estructuras organizadas por tejido conectivo (Bartsch et al., 2006). La capa
mas interna se denomina mucosa, esta dividida en 3 capas pequefias:
muscular de la mucosa; la cual tiene fibras musculos longitudinales internas y
externas; lamina propia, que contiene vasos sanguineos, tejido linfatico y
neuronas; y epitelio, formado por pliegues, células epiteliales, criptas
secretoras y vellosidades intestinales que aumentan la capacidad de contacto
con el alimento (Mowat et al., 2014; Chiba, 2023).

Las vellosidades intestinales estan formadas por enterocitos los cuales son
células columnares que en su membrana apical cuentan con
microvellosidades que intensifican aun mas la capacidad de absorcién de

nutrientes desde el lumen (Mowat et al., 2014). El tamafio de las vellosidades
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es constante tanto en duodeno como en yeyuno, no obstante, al llegar al ileon
esta disminuye ligeramente (Chiba, 2023). Ademas, el intestino delgado
cuenta con cuatro tipos mas de células en el epitelio las cuales estan
especializadas para realizar una funcién especifica: células de Goblet, células

de Tuft, células de Paneth y células enteroendécrinas (Bartsch et al., 2006).

Vellosidades intestinales Lamina epitelial de la

Glandulas mucosa

intestinales
(criptas)

Capa muscular
de la mucosa

:

\ L

\ \ Tunica serosa
Capa de fibras

musculares circulares

Capa subserosa

Capa submucosa

Capa de fibras
musculares longitudinales

Figura 5. Esquema de las capas intestinales. Elaboracion propia (modificado
de (Gelberg, 2014).

El intestino delgado se encuentra dividido en tres segmentos: duodeno,
yeyuno Yy, por ultimo, el ileon. ElI duodeno e ileon representan
aproximadamente el 5% cada uno de la longitud total del intestino delgado,

mientras que el yeyuno es la parte mas extensa, representando el 90% de su
longitud total (Adeola et al., 2006).

2.4.1.1 Duodeno

El duodeno corresponde al primer segmento del intestino delgado, participa en

pequena medida en la absorcidn de nutrientes libres, en cerdos tiene una
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longitud de 70 a 95 cm, va desde el piloro del estbmago hasta la union

duodeno-ileon (Mohammadpour, 2011).

Este 6rgano participa en la tercera etapa del proceso digestivo, después de la
digestion quimica y enzimatica que ocurre en la boca y el estomago. En él, se
incorporan los jugos digestivos esenciales para la actividad digestiva, como
los acidos biliares y las enzimas del pancreas que acceden mediante un
conducto denominado hepatopancreatico comun, que al unirse con los jugos
digestivos se forma la papila duodenal mayor a pocos centimetros del piloro
del estomago (Chiba, 2023). El pH es importante para la digestion enzimatica,
por ello, el duodeno cuenta con un tipo de glandulas denominadas Brunner
que se encuentran en la submucosa del duodeno y ayudan a regular el pH,
manteniéndolo entre 6.1 a 6.4. También cuenta con células secretoras de CCK
para facilitar la digestion (Chiba, 2023).

2.4.1.2 Yeyuno

El yeyuno comienza en la unién duodeno-yeyunal y termina en el inicio del
ileon. Se caracteriza por ser el segmento mas largo del intestino delgado y el
primer sitio de absorcion de nutrientes. En cerdos maduros tiene una longitud
de entre 14 y 19 metros, posee alta vascularizacion, lo que le asegura una
buena irrigacion sanguinea para la entrega de oxigeno y nutrientes (Chiba,
2023). Se caracteriza por tener un pH de 6.4 durante la parte inicial que va
aumentando hasta 6.6 y desciende a 6.4 antes de inicial el ileon, ademas, en
su mucosa cuenta con vellosidades intestinales y criptas profundas de
Lieberkuhn, las cuales contienen gran cantidad de células Paneth encargadas
de funciones antimicrobianas (Celi et al., 2017). Las valvulas de Kerckring,
pliegues de forma circular paralelos en la mucosa aumentan la capacidad de
absorcién de nutrientes (Chiba, 2023). Este segmento intestinal también
cuenta con las llamadas glandulas Brunner que estan distribuidas hasta la
parte proximal del yeyuno, estas se aseguran de que las secreciones alcalinas

neutralicen la acidez antes de la absorcion completa (Chen et al., 2015).
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En la submucosa yeyunal de los cerdos se situa tejido linfoide vinculado al
intestino, que contiene placas de Peyer y foliculos linfoides compuestos por
células By T (Chiba, 2023).

2.4.1.3 lleon

El ultimo segmento del intestino delgado es el ileon, mide entre 0.7 y 1 metros
en cerdos adultos, su vascularizacién es menor a la del yeyuno (Chiba, 2023).
Su pH es de 6.4 al inicio, después aumenta hasta 6.7 en los segmentos medios
y posteriormente desciende a 6.4 nuevamente cerca de la union ileocecal. En
el punto de unién del intestino delgado con el intestino grueso se encuentra la
valvula ileocecal. Su funcién es regular el paso del contenido digerido en el
intestino delgado hacia el intestino grueso y evitar el regreso de fluido intestinal

que contiene microbios hacia el intestino delgado (Chiba, 2023).

A diferencia con el duodeno y el yeyuno, el ileon realiza una digestion minima
y se enfoca principalmente en la asimilacion de nutrientes, ya que cuenta con
una pared intestinal delgada, lo que disminuye la distancia recorrida por los
nutrientes para ser absorbidos (Chiba, 2023). El freno ileal es un mecanismo
activado por los lipidos en la porcidn inicial del intestino delgado, que ayuda a
regular el ritmo de la digestion y absorcion al reducir la velocidad del paso de
los alimentos que no estan digeridos por completo hacia el intestino grueso
(Moran et al., 2021).

La submucosa del ileon en los cerdos también contiene placas Peyer, no
obstante, la composicidon de estas en este segmento es diferente, el 90% de

las células inmunes que las conforman son linfocitos B (Chiba, 2023).

2.4.2 Células epiteliales
Como se mencionod antes, el epitelio intestinal esta conformado principalmente
por enterocitos y cuatro formas celulares especializadas: células de Goblet,

células Tuft, células de Paneth y células enteroenddcrinas (Chiba, 2023).
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Los enterocitos forman las vellosidades intestinales que aumentan la superficie
intestinal. Estos se desarrollan a partir de las células progenitoras que se
encuentran en el inferior de las criptas (Liu et al.,, 2020). A medida que
maduran, los enterocitos se desplazan por encima del tercio basal de las
vellosidades, donde activan sus funciones digestivas. La capacidad maxima
de absorcidon se alcanza en el punto medio o superior de las vellosidades

donde su ciclo de vida termina al desprenderse hacia el lumen (Chiba, 2023).

Las células caliciformes o células de Goblet secretan moco que lubrica y
protege el epitelio intestinal. Estas células estan ubicadas en la capa epitelial
rodeadas por enterocitos. La mayor presencia de células caliciformes se
encuentra en el ileon mientras en duodeno y yeyuno existe una menor
densidad de ellas (Chiba, 2023).

Las células de Tuft se caracterizan por ser células quimiosensoriales que se
encuentran en el revestimiento tanto en la porcidn delgada como en la porcion
gruesa del intestino. Su funcion principal es alertar al sistema inmunoldgico
cuando detecta alteraciones fisioldgicas en el lumen intestinal como
infecciones parasitarias (Chiba, 2023). En respuesta a estas infecciones, las
células de Tuft pueden aumentar su numero hasta 10 veces si es necesario.
Estas células liberan IL-25 que desencadena un mecanismo donde se activan
las células linfoides innatas del grupo 2 (ILC2) provocando una respuesta
inflamatoria mediante la generacion de IL-5, IL-9 e IL-13 (Chiba, 2023).

En el fondo de las criptas de Lieberkuhn se encuentran las células de Paneth,
cuya funcién principal es regular la relacién entre el huésped y microbiota en
el intestino mediante la produccién de defensinas, lisozimas y proteinas con

actividad antimicrobiana (Gassler, 2017).

Las CEEs o células enteroenddécrinas responden a nutrientes especificos
presentes en el lumen intestinal secretando péptidos que facilitan la relacion

entre el eje intestino-cerebro del sistema nervioso central (Chiba, 2023).
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Figura 6. Composicion del epitelio intestinal (editado de Stojanovi¢ et al.,
2022).

2.4.3 Proteinas de union estrecha

Para asegurar la barrera intestinal las células del epitelio se encuentran unidas
entre si mediante estructuras especializadas llamadas uniones estrechas (Li
et al., 2012). En estas uniones se localizan proteinas que se integran en la
membrana, proteinas estructurales de andamiaje, y proteinas asociadas a la

sefializacion celular (Otani et al., 2020).
Las funciones de las uniones estrechas son (Niessen, 2007):

e Mantener la adhesion entre células para asegurar la integridad
estructural.

e Crear una barrera selectiva para permitir el paso de agua, iones y evitar
el ingreso agentes patdgenos, toxinas o cuerpos extrafios del lumen

hacia la lamina propia.
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e Recibir y transmitir sefales celulares que actuan sobre la funcién y el

comportamiento de células y tejidos.

Desde el punto de vista estructural las uniones estrechas estan formadas por
proteinas que se agrupan segun su localizacién y funciéon en 2 categorias
principales como se muestra en el Cuadro 1 (Suzuki, 2013a). La primera clase
de proteinas, denominadas transmembrana, interaccionan con células
adyacentes funcionando como una puerta y barrera que regula el paso de
sustancias. Por otro lado, las proteinas de andamiaje intracelular conectan las
uniones estrechas al citoesqueleto de actina, y algunas participan en funciones
reguladoras (Gunzel et al., 2012). A continuacion, el Cuadro 1 muestra la
clasificacion de las proteinas de uniones estrechas.

Cuadro 1. Clasificacion de las proteinas en las uniones estrechas (Suzuki,
2013b; Lee, 2015).

Clasificacion Proteinas Ubicacion Funcién
Transmembrana Ocludina Membrana Sellan los espacios
Claudinas plasmatica intercelulares mediante

JAM contacto con proteinas
Tricelulina homologas de células
vecinas.
Andamiaje Z0-1 Citoplasma Conectan proteinas
intracelular Z0-2 transmembrana al
Z0 citoesqueleto de actina,
Cingulina dando estructura y

organizacion.

En 1993, se identifico la primera proteina de membrana integral de
aproximadamente 65 kDa, extraida a partir de higado de pollo, a la que
denominaron ocludina (Furuse et al., 1993). Afos mas tarde, se realizaron
estudios para la identificacion de ocludina en mamiferos, los cuales
demostraron hasta 90% de similitud en los aminoacidos que forman ocludina
entre especies de mamiferos como el humano, perro y raton, no obstante, esta

similitud fue muy baja cuando se comparoé con la ocludina encontrada en aves
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(Ando-Akatsuka et al., 1996). Las caracteristicas de ocludina se muestran a

continuacion en el Cuadro 2.
Cuadro 2. Caracteristicas de Ocludina (Feldman et al., 2005).
Caracteristicas  Detalles
Estructura Compuesta por cuatro dominios especificos:
- Extremo COOH
- Extremo N-terminal
- Dominios extracelulares y transmembrana
- Dominio de superenrollamiento (COOH-terminal)

Regulacién Fosforilacién y desfosforilacion, regulada por las vias de

sefalizacion de:
- PKC

- GTPasas pequefas

- Citocinas
Interacciones Se asocia con proteinas de unién estrecha como:
con otras Z0-1, Z0-2, ZO-3, JAM, VAP-33, JEAP, CLMP

proteinas

Las claudinas, son una familia de proteinas que participa en la estructura y las
funciones de las uniones estrechas detectadas en células epiteliales y
endoteliales (Furuse et al., 1998a; Heiskala et al., 2001) . Estas proteinas
estan relacionadas con la formacién de barreras paracelulares y la
selectividad ionica (Otani et al., 2020). Hasta el momento se han identificado
27 proteinas de la familia claudina, no obstante, se deben de realizar mas
estudios acerca de su localizacion en diversos tejidos (Mineta et al., 2011). En
el siguiente cuadro se muestran las caracteristicas y funciones de las
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claudinas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas y funciones de las Claudinas (Furuse et al.,
1998a; Heiskala et al., 2001; Mineta et al., 2011, Otani et al., 2020).

Caracteristicas Detalles

Estructura Estan compuestas por 4 dominios transmembrana, 2
bucles extracelulares (ECL1 y ECL2), un bucle intracelular,
extremos N y C citoplasmaticos.

Interacciones  Se unen principalmente a proteinas transmembrana como
ocludina y JAM.

Funciones - Formacioén de hebras de uniones estrechas.

- Determinacion de la selectividad idnica del canal
paracelular.

- Formacion de barreras paracelulares.

La claudina-2 es una proteina transmembrana identificada por primera vez en
1998, formada por cuatro dominios que atraviesan la membrana plasmatica
(Furuse et al., 1998a). Su masa molecular es de 24.5 kDa, y esta compuesta
por 230 aminoacidos. Al igual que las demas claudinas, se forma por dos
bucles extracelulares, un bucle intracelular y extremos N y C terminales
(Furuse et al., 1998a; Furuse et al., 1998b). Claudina-2 trabaja en conjunto con
las demas proteinas de la familia de claudinas participando en la estructura de
las cadenas de unién estrecha y permitiendo el paso de cationes mediante
canales especializados (Luettig et al., 2015).

Las ZO son una familia de proteinas de andamiaje encargadas de unir al
citoesqueleto de actina las proteinas de membrana que forman parte de las
uniones estrechas (Otani et al., 2020). Pertenecen a la familia MAGUK. Su
estructura les permite interactuar con otras proteinas mediante los dominios

PDZ N- terminal, SH3, GUK y una regién de actina que se encuentra en el C-
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terminal (Otani et al., 2020). A continuacién, se muestra un cuadro con las
caracteristicas de las proteinas ZO (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas de las ZO (Anderson et al., 1995; Otani et al.,
2020).

Caracteristicas Detalles

Regulacién Fosforilacidn de tirosina.
Isoformas Z0-1,Z20-2, Z0O-3.
Funciones - Senalizacion celular.

- Organizacion de proteinas en el citoesqueleto de

actina.

- Anclaje de actina asociada a la membrana.

Z0-1 es una proteina de andamiaje que esta en contacto con el citosol. Su
estructura consta de dominios especializados que facilitan su interaccion con
otras proteinas como las de andamiaje, transmembrana, entre ellas claudinas
y ocludina, asi como las de adhesién celular y citoesqueleto. Entre estos
dominios destacan PDZ, SH3, una regién que se une a actinay ZU5 (Anderson
etal., 1995; Yu et al., 2023).
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Figura 7. Estructura de las uniones estrechas (tomado de Wu et al., 2023).

Las alteraciones en la funcion o expresion de las proteinas de union estrecha
pueden llegar a comprometer la integridad de la defensa intestinal, mediante
un incremento en la permeabilidad, dejando pasar sustancias no deseadas a
la circulacion sistémica que pueden desencadenar inflamaciones (Garcia et
al., 2017). Estd demostrado que el EC debilita la funcion protectora contra
patdogenos o cuerpos extrafos, ya que reduce la produccion de proteinas de
union estrecha vy la resistencia transepitelial dando lugar a una disfuncién en
la barrera intestinal, permitiendo el paso de endotoxinas al sistema sanguineo

y provocando una respuesta del sistema inmune (Ortega et al., 2021).
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Figura 8. Alteracidn de las uniones estrechas (Knudsen et al., 2021).

2.4.4 Enzimas Antioxidantes

Los radicales libres son moléculas inestables y altamente reactivas que tienen
electrones desapareados. Cuando estos radicales provienen del oxigeno, se
les conoce como especies reactivas de oxigeno (ROS) (Halliwell, 1992; Burton
et al., 2011). Las principales ROS en células eucariotas son el anion
superéxido (O,7) y el peréxido de hidrogeno (H,O,) generados en la
membrana mitocondrial interna durante el proceso de la cadena de transporte
de electrones (Juan et al., 2021). Las enzimas antioxidantes tienen como
objetivo la reduccion de la molécula de oxigeno para la produccién de agua
(Juan et al., 2021).

La acumulacion excesiva de ROS puede causar dafios en lipidos, proteinas y
acidos nucleicos al inducir estrés oxidativo; no obstante, también funcionan
como moléculas de sefializacion esenciales para mantener la homeostasis
redox (Hong et al., 2024).

El mecanismo redox es el primero en actuar en defensa contra la acumulacién
de ROS en las células (Aguilar et al., 2016). Regula el equilibrio entre la
produccion de ROS y la defensa antioxidante para mantener la salud celular,
apoyado del sistema antioxidante de las células presente en el citoplasma y

los organulos celulares dividido en 2 tipos (Kozlov et al., 2024):
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Antioxidantes enzimaticos (Kozlov et al., 2024)

e Superodxido dismutasa
e Catalasa

e Glutation peroxidasa
e Glutation reductasa.

Antioxidantes no enzimaticos (Kozlov et al., 2024)

e Glutation

e Ubiquinona

e Vitamina C

e Vitamina E

e Acido alfa-lipoico

e Tiorredoxinas
Aunque es verdad que un desequilibrio en la homeostasis redox celular puede
causar dafo oxidativo en las células alterando procesos fisiolégicos vy
patolégicos que involucran el sistema de defensa, también es importante
considerar el estado de salud del organismo, el lugar de formacion, la cantidad
producida y el tipo de ROS, pues de acuerdo con estas consideraciones sera
el efecto que tendran los antioxidantes (Kozlov et al., 2024).
Las enzimas superoxido dismutasa (SOD) convierten el radical superéxido en
oxigeno y peroxido de hidrogeno, contribuyendo a la homeostasis redox
(Borgstahl et al., 2018). Se forman principalmente por proteinas y cofactores
metalicos (Zhao et al., 2021). Se consideran necesarias para las células
aeérobicas y generalmente, se encuentran en células procariotas y algunas
células eucariotas distribuidas en diversos organelos (Zhao et al., 2021).
Existen 3 tipos de SOD, que se diferencian principalmente por su ubicacion,

estructura y cofactor como se muestra en el Cuadro 5 (Borgstahl et al., 2018).
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Cuadro 5. Caracteristicas de las SOD (Borgstahl et al., 2018).

Isoforma  Cofactor Ubicacién Nuamero de
principal celular subunidades

Cu/ZnSOD Cobre y Zinc Citosol 2

MnSOD Manganeso Mitocondria 4

FeSOD Hierro Espacio 2

extracelular

Se descubrié una cuarta SOD determinada como NiSOD, no obstante, su
capacidad redox no es la adecuada para poder degradar el anion superdxido
en agua por si sola (Uudsemaa et al., 2003; Ryan et al., 2010). En el caso de
las Cu/ZnSOD cada subunidad cuenta con un centro activo donde Cu actua
cofactor como catalizador y Zn como estabilizador (Beem et al., 1974). Por
otro lado, las MnSOD en células eucariotas contienen en cada unidad un
centro activo con Mn como cofactor, coordinado por 3 ligandos de histidina y
uno de acido aspartico, junto con una molécula que contiene agua. En la capa
externa del centro activo se encuentran los residuos de aminoacidos His30,
Tyr34, Phe77, Trp78, Trp123, GIn143, Trp161 y Glu162, que son esenciales
para confirmar su actividad enzimatica (Azadmanesh et al., 2017). De manera
similar FeSOD tiene un centro activo con Fe como cofactor en cada unidad,
coordinados también por 3 residuos de histidina, uno de acido aspartico y una

molécula que contiene agua (Lah et al., 1995).

La catalasa (CAT), es una enzima antioxidante encargada de degradar el
peréxido de hidrégeno mediante un proceso electroquimico (Heck et al., 2010).
Se localiza principalmente en los peroxisomas, aunque tiene la capacidad de
ser transportada al citoplasma y las mitocondrias con la finalidad de proteger
otros componentes celulares de dafios oxidativos (Glorieux et al., 2017;
Jomova et al., 2024) .
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Puede desempefiar dos funciones de acuerdo con el nivel de H.O2 presente:

1. A niveles elevados de H202 actua descomponiéndolo en oxigeno vy

agua.

2. En cambio, si las concentraciones de H20. son bajas, pero hay

compuestos disponibles que puedan donar hidrogeno, esta enzima

actua como peroxidasa descomponiendo los dos compuestos del H20>

al mismo tiempo (Scibior et al., 2006).

Cuadro 6. Caracteristicas de Catalasa (Loewen et al., 2000; Chioti &

Zervoudakis, 2017).

Isoforma

Monofuncional

Bifuncional

Origen

Animales,
plantas,
hongos,

bacterias

Bacterias y

hongos

Pseudocatalasa Bacterias

Cofactor /

Estructura

Grupo hemo
(hemo b con
Fe)

Grupo hemo;
actividad

peroxidasa

Manganeso
(Mn); sin

grupo hemo

Funcioén principal

Descompone H,O, en
H,Ovy O,.

Catalasa-peroxidasa:
descompone H,0O, y
oxida compuestos
usando donadores de

hidrégeno.

Descompone H,0O, en
H,O y O, mediante un
mecanismo redox no

hemo dependiente de

manganeso.

Las catalasas monofuncionales estan formadas por 4 subunidades

acompanadas de un grupo hemo que contiene hierro. La catalasa humana y
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la bovina contienen una molécula de NADPH por cada subunidad (Kirkman et
al., 1984). Aunque este cofactor no es esencial para la eliminacién del H2Oo,
funciona como método de proteccion para que la catalasa no sea inactivada
por el H2O2 (Kirkman et al., 1984). La catalasa se produce durante la etapa de
fase estacionaria de crecimiento celular donde el recambio proteico es
elevado, no obstante, esto no afecta su actividad, pues su estructura estable
la hace mas resistente a desnaturalizacion por calor, a variaciones de pHy a
la protedlisis, lo que le permite mantenerse funcional en condiciones adversas

comparada con las demas enzimas antioxidantes (Goyal et al., 2010).

Glutation peroxidasa, degrada tanto el perdoxido de hidrégeno como
hidroperéxidos organicos dando como resultado agua y alcoholes. En
mamiferos se han identificado ocho isoformas de la familia GPx, estos van
desde GPx1 hasta GPx8 (Pei et al., 2023), identificadas de acuerdo a su
ubicacion, secuencia de aminoacidos y el nivel de especificidad a su sustrato
(Herbette et al., 2007; Bosello-Travain et al., 2013). A continuacién, en el

Cuadro 7 se muestran las caracteristicas de la familia GPx.

Cuadro 7. Caracteristicas de GPx (Margis et al., 2008; Pei et al., 2023).

GPx | Residuo Estructura | Localizaciéon Funcion
Activo Principal
GPX1 | Selenocisteina ' Tetramérica | Citosol Defensa

antioxidante

general con GSH.

GPX2 | Selenocisteina | Tetramérica | Tracto Proteccion

gastrointestinal = epitelial intestinal.

GPX3 | Selenocisteina | Tetramérica | Plasma Defensa
(extracelular) antioxidante

plasmatica.
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GPX4

GPX5

GPX6

GPX7

GPX8

Selenocisteina | Monomérica

Cisteina

Sec/Cis
(segun

especie)

Cisteina

Cisteina

Tetramérica

Tetramérica

Monomeérica

Monomérica

Membranas

celulares

Epididimo

Epitelio olfativo

Reticulo

endoplasmico

Reticulo

endoplasmatico

Reduce
hidroperdxidos
lipidicos; clave en

ferroptosis.

Protege
espermatozoides
y ADN del estrés

oxidativo.

Funcion redox
especifica poco
estudiada.
Plegamiento

oxidativo de

proteinas.

Regula Ca?* del
RE y plegamiento

proteico.
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Figura 9. Mecanismo de accion de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx
(editado de Liu et al., 2020).

2.5 Estrategias nutricionales

El EC ha impulsado a los investigadores a desarrollar nuevas técnicas que
aumenten la produccién y garanticen el bienestar animal (Johnson, 2018). El
uso de buenas practicas sanitarias y de manejo son puntos clave para
asegurar el éxito en la produccion animal (Bejaoui et al., 2023). Actualmente
existen diversas estrategias contra el EC, no obstante, en muchas de ellas no
se da la importancia que se debe a modificar las técnicas de manejo a las
caracteristicas regionales especificas, como la variabilidad del clima, la raza
de los animales y la posibilidad de optimizar los beneficios mediante la
combinacion de diferentes medidas estratégicas (SKI, 2016). Dentro de las
estrategias de mayor importancia utilizadas para mitigar el EC se encuentran
las modificaciones de la genética de los animales, las medidas reproductivas,
las modificaciones del entorno fisico y la manipulacion de la nutricion de los
animales (Bejaoui et al., 2023). A pesar de que estas practicas han
demostrado tener efectos eficaces contrarrestando los impactos del EC, la
industria porcina necesita ampliar las estrategias comercialmente viables para

su implementacion ( Liu et al., 2022).
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El uso de aditivos en dieta animal se ha convertido en una alternativa
primordial para mejorar la productividad de los cerdos que padecen EC
(Cottrell et al., 2015). La reciente comprensién de los impactos del EC sobre
la fisiologia, la nutricion y el metabolismo de los cerdos ha facilitado el
desarrollo de aditivos en la industria porcina. Estos aditivos estan disefados
para abordar diversas problematicas, como beneficios a la capacidad
antioxidante, la susceptibilidad a la insulina, los osmolitos y la reduccion de la
energia necesaria para mantenimiento (Cottrell et al., 2015). Los aditivos de
origen vegetal, derivados de plantas, no solo funcionan como estimulantes de
consumo, sino que también tienen impactos positivos sobre la fisiologia de los

animales, lo que favorece su salud y rendimiento (Sampath et al., 2020).

2.5.1 Capsicum spp (chile)

El chile es un cultivo perteneciente a la familia botanica de las solanaceas
producido y utilizado mundialmente debido a las propiedades medicinales y
farmacoldégicas que se le atribuyen a sus componentes bioactivos y
antioxidantes (Rajhans et al., 2021). El género Capsicum spp. tiene su origen
en América siendo uno de los cultivos mas antiguos que contiene mas de
doscientas especies. Las caracteristicas morfolégicas y composicidn quimica
del fruto entre especies son diferentes en cuanto a picor, sabor y forma, no
obstante, son muy ricos en capsaicinoides, carotenoides, flavonoides,
vitaminas y minerales (Batiha et al., 2020). La capsaicina es el principal
componente del chile, esta sustancia alcaloide con valor clinico tiene diversos
efectos como antiinflamatorio, analgésico, termogénico y antioxidante
destacando sus beneficios sobre el sistema gastrointestinal (Adaszek et al.,
2019; W. Zhang et al., 2024). Ademas de la capsaicina contiene otras
sustancias como la vitamina C, acido ascérbico, betacarotenos y oleorresinas
(Herath et al., 2021). Al ser utilizada en polvo se intensifica su capacidad
antioxidante y otros compuestos que alivian la diarrea, calambres, gases
intestinales y problemas digestivos en general (Madala & Nutakki, 2020). El
mecanismo de accion es estimular los jugos gastricos y a la vez actuar contra
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la acidez del tracto digestivo (Madala & Nutakki, 2020). ARos atras se creia
que el consumo de chile causaba irritaciones en el sistema gastrointestinal, no
obstante, la capsaicina tiene un efecto antiirritante en el estbmago, dando
pauta a ser utilizada para el tratamiento de uUlceras estomacales (Zhang et al.,
2024). Los beneficios en la salud gastrointestinal asociados a la capsaicina se
deben, en gran parte, a la activacion de su receptor vaniloide 1 (TRPV1),
identificado por primera vez en neuronas del ganglio de la raiz dorsal en ratas
en 1996 (Oh et al., 1996). El contacto de este receptor con capsaicina impulsa
la actividad y expresion del mismo, activando un canal catiénico no selectivo
que aumenta el calcio en las células (Zhang et al., 2024). Ademas, este
receptor participa en la sefalizacion celular relacionada a la sensacion de calor
y dolor, regula la temperatura corporal y modula el metabolismo energético al
reducir la actividad de las vias de fosforilacién oxidativa, lo que disminuye la
cantidad de oxigeno utilizado por las mitocondrias (Zhang et al., 2024). En el
intestino, su activacion causa la emision de neuropéptidos que actuan en la
proteccion y conservacion de la mucosa intestinal, como el péptido asociado a
la calcitonina, que promueve la microcirculacion y ayuda a la regeneracion del
tejido mucoso (Zhang et al., 2024). Por otro lado, la sustancia P controla la
motricidad intestinal y contribuye a la respuesta inflamatoria local. Asimismo,
se emite oxido nitrico, el cual aumenta la circulacién de sangre en el
revestimiento del estdmago, fortaleciendo sus sistemas de protecciéon. En
conjunto, estos mediadores contribuyen a mantener la integridad y el
rendimiento del sistema digestivo frente a diversos estimulos perjudiciales
(Zhang et al., 2024).

2.5.2 Zingiber officinale (jengibre)

El Zingiber officinale, conocido comunmente como jengibre, es una especie
utilizada en la medicina tradicional. Sus propiedades le otorgan la capacidad
de ofrecer beneficios para mejorar el bienestar y el rendimiento del ganado
(Siregar et al., 2024). Contiene compuestos bioactivos nutracéuticos como

aceites esenciales, gingerol, zingibereno, fenol, flavonoide, oleorresina,
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zingiberol y shogaelina los cuales poseen propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antioxidantes, adaptégenas y antigastricas entre otras, por
lo que puede considerarse como un antibidético natural que no causa
resistencia ni residuos en el organismo a diferencia de los antibioticos

sintéticos (Siregar et al., 2024).

2.5.3 Piper nigrum (pimienta negra)

La pimienta negra o Piper nigrum es una planta de importancia comercial pues
sus frutos dan lugar a especias utilizadas a nivel mundial, ademas, se ha
utilizado en la medicina por sus efectos positivos en la salud asociados a su
composicidon quimica que incluye piperina, vitaminas, minerales, carotenoides
y flavonoides (Saleem et al., 2022). En la industria pecuaria se puede usar
para reemplazar a los antibioticos como estimulante del crecimiento, ya que
estimula la digestidon y mejora la palatabilidad de las dietas, ademas favorece
el equilibrio de la microbiota intestinal, la respuesta inmune, y la morfologia del

tracto digestivo (Ogbuewu et al., 2023).

El uso de extractos herbales derivados de Capsicum spp, Piper nigrum y
Zingiber officinale en la dieta de animales ha sido estudiado por diversos
investigadores donde documentan los beneficios hacia la salud animal
provenientes de las propiedades que comparten estas plantas. Debido a esto,
en el presente estudio se decidié analizar el impacto combinado de estos
aditivos, empleando Capsicum spp. como componente principal sobre la salud

de cerdos que experimentan estrés por calor.
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ll. JUSTIFICACION
Uno de los efectos mas notorios del EC, es la reduccién de la ingesta de
alimento, lo que repercute en la salud, el bienestar y rendimiento de los
animales, dando lugar a pérdidas econdmicas en la industria porcina en zonas
con temperaturas extremas. En este contexto, surge la necesidad de buscar
alternativas que ayuden a mitigar sus efectos, y una opcién es el uso de
extractos herbales, los cuales, segun estudios cientificos, son beneficiosos
para la salud, pues poseen algunas propiedades antinflamatorias,
antimicrobianas y antioxidantes que podrian contribuir a reducir los efectos
negativos del EC en los cerdos (Cottrell et al., 2015; Sampath et al., 2020).
Entre los extractos estudiados destacan aquellos derivados de plantas como
el chile, la pimienta y el jengibre (Ogbuewu et al., 2023; Siregar et al., 2024).
Estos contienen componentes bioactivos como capsaicina, piperina,
gingeroles y shogaoles que les otorgan propiedades medicinales, tales como
la reduccién de la inflamacién y la proteccion contra el dano celular (Saleem et
al., 2022; Siregar et al., 2024; Zhang et al., 2024). Por este motivo se decidio
probar un extracto herbal formulado principalmente a base de Capsicum spp,
complementado con Piper nigrumy Zingiber officinale en la dieta de cerdos en
crecimiento bajo condiciones de EC como alternativa para combatir los efectos
adversos causados por las altas temperaturas, buscando una mejora de la

salud y el rendimiento productivo de los animales.
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IV. HIPOTESIS
La inclusion de un extracto herbal formulado principalmente a base de
Capsicum spp., complementado con Piper nigrum y Zingiber officinale en
dietas para cerdos mejora la integridad del epitelio intestinal y aumenta el
desempenio de las enzimas antioxidantes en cerdos en crecimiento expuestos

a estrés por calor.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de un extracto herbal formulado principalmente
a base de Capsicum spp., complementado con Piper nigrum y Zingiber
officinale a la dieta de cerdos en crecimiento expuestos a estrés por calor sobre

la integridad del epitelio intestinal y la actividad de enzimas antioxidantes.

5.2. Objetivos especificos

e Evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, glutation
peroxidasa y superoxido dismutasa en el suero sanguineo de cerdos
en crecimiento expuestos a condiciones de estrés por calor.

e Analizar la morfologia de las vellosidades intestinales, considerando
parametros como la altura de vellosidades, profundidad de las criptas,
y la relacion altura de vellosidades y profundidad de las criptas
utilizando cortes histologicos del duodeno, yeyuno e ileon.

o Analizar la expresion relativa del ARN mensajero para las proteinas de

unidn estrecha ocludina, claudina-2 y zénula occludens-1 en muestras
de raspado de la mucosa intestinal del yeyuno e ileon.

32



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion

El experimento se llevo a cabo en el verano de 2022, en los meses de julio y
agosto en la Unidad de Metabolismo y Fisiologia Animal del Instituto de
Ciencias Agricolas, UABC, ubicado en el Valle de Mexicali, Baja California.
Durante esta temporada la temperatura ambiente en el sitio oscila entre 28 y
45 °C (CONAGUA, 2024).

6.2 Seleccidon de animales y manejo experimental

Se utilizaron 42 cerdos cruzados (Landrace x Duroc x Yorkshire) con un peso
promedio de 25 * 1 kg de la granja porcina del Instituto de Ciencias Agricolas,
UABC. Los animales fueron ubicados individualmente en corrales de 1.2 x 1.2
metros y asignados aleatoriamente a tres grupos de tratamiento. Antes de
iniciar el experimento, los animales permanecieron en un periodo de
adaptacion de siete dias; a continuacion, el periodo experimental fue de ocho
dias, en donde los cerdos se asignaron a los tratamientos correspondientes,
al finalizar se realizo el sacrificio para la toma de muestras. En todo momento
los cerdos tuvieron libre acceso al agua y alimento. Todos los procedimientos
se llevaron a cabo conforme a las disposiciones de la NOM-033-zo0-1995, que

regula el sacrificio humanitario de animales domésticos y silvestres.

Los cerdos se distribuyeron en tres tratamientos, con diferentes condiciones

ambientales y dieta.

- Tratamiento 1 (TN+T): Condiciones de termoneutralidad, donde los

cerdos fueron alimentados con la dieta testigo.

- Tratamiento 2 (EC+T): Condiciones de estrés por calor, donde los

cerdos fueron alimentados con la dieta testigo.
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- Tratamiento 3 (EC+EH): Condiciones de estrés por calor, donde los
cerdos fueron alimentados con la dieta testigo adicionada con el

extracto herbal (dieta experimental).

La dieta testigo consisti6 en una mezcla de trigo, pasta de soya, algunos
aminoacidos libres y vitaminas para cubrir los requisitos nutricionales de los
cerdos segun las tablas de NRC (2012). La dieta experimental fue enriquecida
con un 0.2% de extracto herbal formulado principalmente base de Capsicum

spp., complementado con Piper nigrum y Zingiber officinale (Cuadro 8).

Las condiciones de termoneutralidad se establecieron en un ambiente
controlado con un termostato a 24 °C y el grupo de los cerdos estresados por

calor fueron sometidos a las condiciones ambientales naturales (28-45 °C).
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Cuadro 8. Composicion de las dietas experimentales.

Ingrediente, % Testigo +EH
Trigo 86.40 86.20
Pasta de soya, 48 % 10.00 10.00
L-Lisina HCI 0.56 0.56
L-Treonina 0.17 0.17
DL-Metionina 0.06 0.06
Extracto Herbal - 0.20
Carbonato de calcio 1.40 1.40
Fosfato dicalcico 0.65 0.65
Sal yodada 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales 0.40 0.40

+EH extracto herbal formulado principalmente a base de Capsicum spp.,

complementado con Piper nigrum y Zingiber officinale.
6.3 Determinacién de la capacidad antioxidante del extracto herbal

El potencial antioxidante del extracto se confirmé mediante una prueba
utilizando el radical ABTS siguiendo la metodologia descrita por Shah et al.,
(2015). Esta técnica de colorimetria se fundamenta en la formacién del
cromoforo ABTS azul/verde, generado por la reaccion entre el acido 2,2°-
azino-bis-3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) y persulfato de potasio
(K2S208). Al asociarse antioxidantes al cation formado se reduce a ABTS de
acuerdo con la concentracion y la duracion de la reaccion, dejando como
resultado una decoloracion que se comparo con la reactividad de la vitamina
E (succinato de polietilenglicol de D-a-tocoferol) como control positivo, un

antioxidante bioldgico capaz de neutralizar los radicales libres (Re et al., 1999;
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Trigo et al., 2006). Este compuesto alcanzé 92.19% de inhibicion del radical
ABTS. Al aplicar la prueba al extracto herbal, este obtuvo una inhibicién del
51.82%, demostrando su capacidad antioxidante, aunque en menor medida

comparado con la vitamina E.
6.4 Recoleccion de muestras

Al finalizar el experimento se sacrificaron 6 cerdos de cada tratamiento en el
Taller de Carnes del Instituto de Ciencias Agricolas, UABC, utilizando una
descarga eléctrica para insensibilizarse. Después, se desangraron vy
evisceraron para obtener las muestras destinadas a los analisis

correspondientes de cada objetivo.

Se recolectaron muestras sanguineas durante el sacrificio, en tubos estériles
vacutainer de 10 ml sin anticoagulante (previamente identificados). Los tubos
se colocaron en una cama de hielo y se trasladaron al laboratorio de nutricion
animal del Instituto de Ciencias Agricolas, donde se centrifugaron a 1,500 g
durante 10 min a 4 °C para separar el suero de las células sanguineas y
transferirlo a tubos de rosca estériles de 2 ml rotulados. El suero fue utilizado

para realizar la determinacion de actividad de las enzimas antioxidantes.

Para el analisis de la morfologia intestinal se identificaron cada una de las
secciones intestinales de duodeno, yeyuno e ileon, y se colectaron fragmentos
de aproximadamente 5 cm de longitud de cada una. Las muestras de duodeno
se tomaron 5 cm después de la llegada del conducto pancreatico, las de
yeyuno justo en la mitad del intestino y las de ileon 90 cm antes del final del

intestino delgado.

Cada muestra fue lavada con solucion salina isotdnica de cloruro de sodio al
0.09% para preservar la integridad del epitelio intestinal y reducir los cambios
en la estructura celular que podrian ser causados por la recoleccion vy

manipulacion de los segmentos. Posteriormente se conservaron en tubos
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conicos de 50 ml con una solucién buffer de formaldehido al 10% para realizar

el analisis histologico.

Para los analisis de expresion de las proteinas de unidén estrecha ocludina,
claudina-2 y zdbnula occludens-1, se recolectaron 2 muestras de
aproximadamente 0.5 gr de raspado de mucosa de yeyuno e ileon utilizando
un portaobjetos. Las muestras se colocaron en tubos de polipropileno de 2 ml

previamente identificados y se guardaron en nitrégeno liquido.

Al finalizar, todas las muestras se trasladaron al laboratorio de biologia
molecular para ser almacenadas hasta su analisis a -80 °C, excepto las
muestras destinadas al estudio de la morfologia intestinal, las cuales fueron

almacenadas a temperatura ambiente.
6.5 Analisis enzimatico

Los sueros fueron procesados con kits de la marca Cayman Chemical

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para los analisis de catalasa y GPx, las muestras fueron preparadas de la
siguiente manera: se diluyé el plasma en una relacion 1:2 utilizando un buffer
de muestra, posteriormente se retiraron los leucocitos al remover la capa
superior. Los eritrocitos fueron lisados con 4 ml de agua fria grado HPLC.
Después se realiz6 una centrifugacién a 10,000 x g durante 15 mina 4 °Cy se

recolecto el sobrenadante para llevar a cabo el analisis.

Para SOD, se sigui¢ un procedimiento similar al mencionado anteriormente,

excepto por la dilucién del plasma, que fue en una relacién de 1:5.
6.5.1 Actividad de la enzima Catalasa

La evaluacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) se
llevé a cabo mediante el empleo del kit comercial de Cayman Chemical (No.
de catalogo 707002) (Cayman Chemical, 2025a). La lectura del resultado se

realizé a una longitud de onda de 540 nm, conforme a las indicaciones del
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fabricante. Se evalud la capacidad enzimatica de CAT a partir de su capacidad
peroxidativa, mediante un método que se basa en la interaccién de CAT con
metanol en encuentro con H20>. La produccién de formaldehido se cuantificd
con colorimetria utilizando el compuesto 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-
1,2,3-triazol como reactivo colorante, este reacciona con aldehidos que hacen

que cambie la coloracion de incoloro a violeta al ocurrir una oxidacion.

Una unidad de la actividad de CAT se define como la cantidad de enzima que

produce 1.0 nmol de formaldehido por min a una temperatura de 25 °C.

Catalasa
(Actividad Catalitica) ~ 2H,0, ———> 0,+2H,0

. o Catalasa A+
(Actividad peroxidatica) H202 + AH2 ——— > 2H20

Figura 10. Actividad de la enzima CAT (Cayman Chemical, 2025a).

6.5.2 Actividad de la enzima Superoxido Dismutasa

La actividad enzimatica del superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) se
evalué con el kit comercial de Cayman Chemical (No. de catalogo 706002)
(Cayman Chemical, 2025c). La lectura del resultado se realizé a una longitud
de onda de 440 nm, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Este analisis cuantifica las 3 diferentes variedades de SOD (Cu/Zn,
Mn y FeSOD) identificando los radicales superéxidos producidos por la xantina

oxidasa y la hipoxantina empleando sal de tetrazolio (Figura 3).

La unidad de SOD se considera como la cantidad de enzima necesaria para

causar el 50% de dismutacion del radical superoxido.
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O,+ H,0;

Figura 11. Esquema del ensayo de SOD (Cayman Chemical, 2025c).
6.5.3 Actividad de la enzima Glutation Peroxidasa

Se utilizé un kit comercial de Cayman Chemical (GPx) (No. de catalogo
703102) para evaluar la actividad enzimatica de glutation peroxidasa (EC
1.11.1.9) (Cayman Chemical, 2025b). La lectura del resultado se realiz6é a una
longitud de onda de 340 nm, como lo menciona el fabricante. Para ello se
realizé un calculo indirecto donde se considera una reaccion con el glutation
reductasa (GR).

El proceso implica la descomposiciéon de hidroperéxido por parte de la GPXx,
generando glutatién oxidado (GSSG), que luego es reconvertido a su forma
reducida por la GR y el NADPH.

R-0-O-H + 26SH — - %> R-O-H + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H¥ —CR . 5GSH + NADP*

Figura 12. Esquema del ensayo de GPx (Cayman Chemical, 2025b).

El cambio de NADPH a NADP+ se asocia con una reduccioén en la absorbancia

de 340 nm. Cuando la actividad de GPx es el factor limitante, la disminucién en
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la A340 refleja la actividad enzimatica en la muestra. Una unidad GPx equivale
a la cantidad de enzima que provoca la oxidacién de 1.0 nmol de NADPH a
NADP+ por un min a 25 °C.

6.6 Analisis histolégico

Se evalud la morfologia intestinal siguiendo la técnica propuesta por Moeser et
al. (2012). Se tomaron cortes longitudinales y transversales de 0.5 cm de
espesor aproximadamente de cada una de las muestras de yeyuno e ileon que
habian sido preservadas en una solucion PBS con un 10% de formaldehido.
Estos cortes fueron colocados en un casete histolégico y embebidos en
parafina, seccionados en cortes de 3 um de espesor, y procesados para tefirlos
con hematoxilina y eosina segun el método descrito por O’Driscoll & Ryan
(1978). Se fijaron dos cortes transversales y uno longitudinal en un portaobjetos
y se calculd el promedio de la altura de las vellosidades, la profundidad de la

cripta y la relacion entre ambas de cada uno de los tratamientos.

La observacion de los segmentos se realizo utilizando un microscopio 6ptico
(Primo Star Zeiss, México). Se obtuvieron multiples fotografias de diferentes
secciones de los segmentos intestinales utilizando una camara fotografica
adaptada de la marca VELAB (VE-LX1000, México), garantizando la vision

completa de las vellosidades intestinales.

Se midio la altura de vellosidades y la profundidad de las criptas intestinales en
pixeles y posteriormente se convirti6 a ym, utilizando el software Image J
(Arena et al., 2017). Este software posibilita obtener las medidas de las

estructuras histolégicas a partir de las imagenes capturadas.

Para la medicion de distancias en la imagen, se empled una escala calibrada
a una relacion de 606 pixeles/mm. La calibracion se llevo a cabo mediante una
fotografia de una regla fisica, seguida de un ajuste de la relacion de pixeles en
el software de analisis de imagenes. Este procedimiento garantizé la exactitud

y precision necesarias para las mediciones realizadas en el estudio.
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Figura 13. Sitios histolégicos en el intestino delgado que fueron utilizados para
llevar a cabo analisis morfométricos (AV, altura de vellosidades; PC,
profundidad de cripta), segun lo descrito en el estudio por de Conto et al.
(2010).

Las mediciones morfométricas de cada corte histologico se llevaron a cabo en
al menos 10 vellosidades de cada muestra por segmento. Estas mediciones
incluyeron la altura de las vellosidades, la profundidad de las criptas y la
relaciéon entre ambas, siguiendo el procedimiento descrito por Marion et al.
(2002). Para medir la altura de la vellosidad (AV), se dibuja una linea desde el
punto medio de la base hasta el punto mas alto. La profundidad de las criptas
(PC) se calcula midiendo desde la base de la cripta hasta la base de la
vellosidad mas cercana. Para obtener la relacion entre la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas (A:P) se necesita dividir el valor de

la altura de la vellosidad entre el valor de la profundidad de la cripta.
6.7 Extraccion de ARN total

Las muestras de mucosa intestinal fueron pulverizadas en un mortero con
nitrégeno liquido, y posteriormente se utilizé como solucion de lisis el reactivo
Trizol (Invitrogen, Corp., Carlsbad, CA, EE. UU.), y el kit comercial Direct-zol
RNA Microprep (Kit R2052, Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.).
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De cada muestra se utilizaron aproximadamente 50 mg de tejido pulverizado
que fueron colocados y homogeneizados en un microtubo de dos ml con 530
Ml de Trizol frio (Invitrogen). La muestra se centrifugd a 10,000 rpm durante dos
min y se recupero el sobrenadante que se transfirid a un microtubo nuevo de
2.0 ml. El sobrenadante se mezclé con 500 ul de etanol (90-95%) y fue
transferido a una columna del kit comercial (Direct-zol RNA Microprep). A partir
de este paso se siguid el protocolo descrito por el fabricante. La preparacion
se centrifugd a 10,000 rpm durante un min, y se descarté el tubo colector. La
columna se colocd en un tubo nuevo de coleccion y se le afadieron 400 pl de
buffer de prelavado para posteriormente centrifugarse a 10,000 rpm durante un
min y se descartd el sobrenadante; y se repiti6 este procedimiento. Se
afiadieron 700 pl de buffer de lavado a la columna para centrifugar a 10,000
rom durante dos min. Posteriormente, se transfirié la columna a un microtubo
libre de nucleasas y se anadieron 30 uyl de agua libre de nucleasas
directamente a la columna. Tras centrifugar a 10,000 rpm durante un min, el
ARN purificado se almacend6 a -80°C. Finalmente, se verificd la integridad del
ARN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de

etidio para su visualizacion.
6.8 Transcripcion Inversa

Para cada muestra de ARN se realizé una transcripcion inversa. Se tomaron
de 2 a 4 yl de ARN y se colocaron en tubos de 500 pl. A estos se les afiadié 6
Ml de buffer de transcripcién inversa 5x, 0.5 ul de enzima ADNasa | (1 U/pl
Thermo Scientific, EE. UU.) y agua libre de nucleasas para alcanzar un
volumen total de 30 pl, todo bajo condiciones de frio. La reaccion se incubd
inicialmente a temperatura ambiente durante 15 min, seguido de 5 mina 70 °C
en un bafo seco. Luego se agregd 1 pl de hexameros de oligonucledtidos al
azar concentrados a 5 uM (Thermo Scientific) y 1 ulde DNTP's a concentracion
de 10 uyM. Se anadieron 2 ul de buffer de transcripcién inversa 5x, 3 ul de agua
libre de nucleasas, y 1 ul de inhibidor de ribonucleasa (40 U/uL; RibolLock,
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Thermo Scientific). Tras homogeneizar la mezcla, se incub6 a 42 °C durante 2
min. Se procedi6 a afadir 1 ul de transcriptasa reversa (200 U/uL; RevertAid,
Thermo Scientific). La reaccion se homogeneizé nuevamente y se incub6 a 42
°C durante 50 min. Para finalizar, se incub6 la muestra a 70 °C durante 15 min.
El ADN complementario (ADNc) obtenido se almacend a -20 °C para su uso

posterior.

El ADNc se diluyé a una concentracion de 50 ng/ul mediante la cuantificacion
mediante lecturas de espectrofotdmetro a longitudes de onda de 260 y 280
nm. Los datos obtenidos se utilizaron para calcular la cantidad de ADNc que
debia ser diluida en agua libre de nucleasas, con el objetivo de obtener en 100

pl de ADNCc diluido a la concentracion deseada 50 ng/pl.

6.9 Proteinas de unién estrecha

Se analizo la expresion del ARNm de las proteinas de union estrecha ocludina,
claudina-2, zénula occludens-1, y actina en mucosa de yeyuno e ileon
mediante PCR cuantitativo utilizando oligonucledtidos especificos que se
disefiaron de acuerdo con sus secuencias publicadas en el GenBank (Cuadro
9). Para verificar los productos amplificados por PCR y estandarizar la técnica
de amplificacién de cada ARNm se llevaron a cabo pruebas de PCR en punto

final.

Cuadro 9. Oligonucleétidos especificos para proteinas de unién estrecha

y actina.
ARNmM Oligonucleétido Secuencia del oligonucledtido Fragmento
amplificado
(pb)
CLDN2. Sus scrofa claudin 2, mRNA (NM_001161638.1)
Sentido 1 ATCTAGCGCCATCTCCTCGT 170
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Sentido 2 AGCTGGCGAACGAGTTCTTA 343

Antisentido TCCCATGAAGATTCCACGCA

OCLN. Sus scrofa occludin, mRNA (NM_001163647.2)

Sentido AGGCGTCAGGGTCTCTCTAC 347

Antisentido CTCCGCATAGTCCGAAAGGG

TJP1 PREDICTED: Sus scrofa tight junction protein 1, (zonoccludin)
transcript variant X1, mRNA (XM_021098827.1)

Sentido TGGTATGGGTTTCTGAGGGGA 251

Antisentido AGGCTCAGAGGACCGTGTAA

Beta actin. Sus scrofa cytoskeletal, mRNA, partial cds (AY550069.1)

Sentido ACAGCAGTCGGTTGGATGG 311
Antisentido TGCCCACTCAAAATAAACCAA
C

Secuencias de oligonucleotidos especificos obtenidos de la base de datos
GenBank.

Los analisis de PCR cuantitativo para cada una de las proteinas ocludina,
claudina-2, y zonula occludens-1 se llevaron a cabo utilizando reacciones con
un volumen final de 25 pl. Cada reaccion contenia 1.5 pl de ADNc (50 ng/ul),
3 I (3 uM) de una mezcla de oligonucledtidos especificos, 12.5 pl de SYBR
Green/ROX gPCR (2x; Thermo Scientific), y el volumen restante se completd

con agua libre de nucleasas.

Se utilizé un termociclador CFX96 Touch, version 3.0 (Bio-Rad, Herefordshire,
England) para llevar a cabo las reacciones. Se utilizaron platos de 78 pocillos,
donde en la primera columna se colocaron los controles negativos los cuales

fueron preparados de la siguiente manera en un volumen total de 25 pl:
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e Pocillos 1 y 2: Reaccidon sin ADN, con una mezcla de agua libre de

nucleasas, oligonucledtidos y SYBR Green mix.

e Pocillos 3 y 4: Reaccion sin oligonucledtidos, con una mezcla de agua

libre de nucleasas, ADN y SYBR Green mix.

e Pocillos 5y 6: Reaccién sin SYBR Green mix, con una mezcla de agua

libre de nucleasas, ADN y oligonucleotidos.

En los 72 pocillos restantes se colocaron las 18 muestras (6 muestras de cada
tratamiento) que fueron analizadas por duplicado utilizando como gen de
referencia actina. En el Cuadro 10 se muestran las condiciones de

amplificacion de las muestras para los analisis de PCR cuantitativo.

Cuadro 10. Condiciones de amplificacion para analisis de las muestras

mediante PCR cuantitativo.

Ciclos Etapa Tiempo (min) | Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 10:00 95
Desnaturalizacion 0:15 95

45 ciclos | Alineacion 0:15 58
Elongacion 0:45 72
Curva de 0:31 65-95
desnaturalizacién
Incubacién 10:00 10

Al finalizar cada ciclo, se determiné la cantidad de ADN amplificada de cada
muestra y se midié la fluorescencia cada 0.5 °C durante la curva de
desnaturalizacion, tanto para los productos de actina, como de cada una de

las proteinas de interés. Los resultados se calcularon mediante A, la técnica
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mas utilizada para el analisis de cuantificacion relativa en qPCR, donde se
ajustaron los cambios en la expresion del gen de cada una de las proteinas de
unién estrecha con la expresiéon en el gen de actina (Livak & Schmittgen,
2001).

6.10 Analisis estadistico

El experimento se llevd a cabo bajo un disefio de bloques completos al azar,
donde se consideré el peso y sexo de los animales para asignarlos
aleatoriamente a los tratamientos. Cada tratamiento tuvo un total de 6
repeticiones. Para el analisis estadistico, se crearon tres contrastes no
ortogonales donde se evaluo el efecto de EC+T vs TN+T, EC+T vs EC+EH, y
EC+EH vs TN+T. Todos los datos fueron analizados utilizando el paquete

estadistico Statistix.

46



VIl. RESULTADOS

7.1 Actividad de enzimas antioxidantes

7.1.1 Actividad de Catalasa

La Figura 14, muestra los resultados de la actividad de la enzima catalasa en
los sueros sanguineos analizados. Los promedios fueron 137.13, 114.52 y
152.05 nmol/min/ml para los tratamientos TN+T, EC+T y EC+EH
respectivamente. No se observaron diferencias significativas en la actividad
enzimatica de la catalasa, entre los cerdos sometidos a estrés por calor y
alimentados con la dieta testigo en comparacion con los cerdos en condiciones
de termoneutralidad. El extracto herbal en la dieta de los cerdos expuestos a
estrés por calor, incremento la actividad de catalasa hasta 152.05 nmol/min/ml
(p=0.041).
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Figura 14. Actividad de Catalasa en suero de cerdos en termoneutralidad
alimentados con la dieta testigo (TN+T), estrés por calor alimentados con la
dieta testigo (EC+T), o con la dieta enriquecida con el extracto herbal (EC+EH).
**EC+T vs EC+EH: p=0.041.
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7.1.2 Actividad de Superoxido Dismutasa

La actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) fue de 1.91,2.51y 2.48
U/ml en los tratamientos de EC+T, TN+T y EC+EH, respectivamente. La
actividad de SOD disminuyé un 24% en los cerdos sometidos a EC
alimentados con la dieta testigo en comparacion con los cerdos en condiciones
de termoneutralidad (p=0.013; Figura 15). No obstante, adicionar el extracto
herbal a la dieta de los cerdos expuestos a EC, incrementd la actividad de la
enzima, indicando una recuperacion significativa en la actividad de SOD
(p=0.018).
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Figura 15. Actividad de la enzima SOD en suero de cerdos en termoneutralidad
alimentados con la dieta testigo (TN+T), estrés por calor alimentados con la
dieta testigo (EC+T), o con la dieta enriquecida con el extracto herbal (EC+EH).
*TN+T vs EC+T: p=0.013; **EC+T vs EC+EH: p=0.018.
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7.1.3 Actividad de Glutation Peroxidasa

La actividad en suero de la enzima glutation peroxidasa (GPx) fue en promedio
de 911, 1015 y 1023 nmol/min/ml en los cerdos sujetos a los tratamientos
TN+T, EC+T y EC+EC respectivamente. No se encontré diferencia en la
actividad de esta enzima entre los distintos tratamientos. Sin embargo, se pudo
observar una tendencia a aumentar la actividad de GPx, en los cerdos
sometidos a estrés por calor y alimentados con la dieta testigo enriquecida con
extracto herbal en comparacién con los cerdos en condiciones de

termoneutralidad (p=0.086; Figura 16).
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Figura 16. Actividad de la enzima GPx en suero de cerdos en termoneutralidad
alimentados con la dieta testigo (TN+T), estrés por calor alimentados con la
dieta testigo (EC+T), o con la dieta enriquecida con el extracto herbal (EC+EH).
*TN+T vs EC+EH: p=0.086.
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En el Cuadro 11 se resumen los resultados de la actividad enzimatica de CAT,
SOD y GPx en suero de cerdos en condiciones de termoneutralidad
alimentados con una dieta testigo y en condiciones de estrés por calor,

adicionados o no con el extracto herbal.

Cuadro 11. Actividad de enzimas antioxidantes en suero de cerdos en los

diferentes tratamientos.

Tratamientos Contrastes, valor de p
Unidad de

Enzima medida TN+Tvs EC+Tvs TN+T vs
TN+T EC+T EC+EH EC+T EC+EH EC+EH

CAT  nmol/min/ml 137.13 114.52 152.05 0.2186 <0.0418 0.4319

SOD  U/ml 2.51 1.91 248 <0.0130 <0.0179 0.8857

GPx nmol/min/ml 911  1014.8 1022.8 0.1289 0.9044 0.0864

TN+T, Termoneutral con dieta testigo; EC+T, Estrés por calor con dieta testigo;

EC+EH, Estrés por calor con dieta testigo adicionada con extracto herbal.

7.2. Histologia intestinal de los cerdos

La altura de las vellosidades en el duodeno de los cerdos sujetos a los tres
tratamientos analizados en este trabajo, no fue diferente. Sin embargo, en
yeyuno, se observo una reduccion en la altura de vellosidades intestinales de
los cerdos sometidos a estrés por calor que fueron alimentados con la dieta
testigo, con un promedio de 570 ym, en comparacion con los cerdos en
condiciones de termoneutralidad (p=0.001), cuya altura promedio fue de 664
pm. La adicion del extracto herbal a la dieta de los cerdos expuestos al estrés
por calor, permitié una recuperacion en la altura de las vellosidades, con un
promedio de 662 pm (p=0.001; Figura 17).
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La altura de las vellosidades en ileon de los cerdos expuestos a estrés por
calor, ya sea con o sin la adicion del extracto herbal en la dieta fue en promedio
de 496 pym y 502 pum respectivamente, reduciendo hasta un 10.5% en
comparacion con los cerdos en condiciones de termoneutralidad cuya altura
promedio fue de 554 pm (p<0.005). A pesar de ello, la altura de las
vellosidades en los diferentes tratamientos en condiciones de calor no fue

diferente (Figura 17).
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Figura 17. Altura de vellosidades intestinales en cerdos en termoneutralidad
alimentados con la dieta testigo (TN+T), estrés por calor alimentados con la
dieta testigo (EC+T), o con la dieta enriquecida con el extracto herbal (EC+EH).
A) Duodeno, B) Yeyuno, C) ileon. **p<0.05.

La profundidad de las criptas en el duodeno fue de 304 y 309 um para los
tratamientos EC+T y EC+EH respectivamente, demostrando una notable

reduccion en comparacién con el tratamiento TN+T (p=0.001) cuya
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profundidad promedio fue de 362 pm. No se observaron diferencias
significativas en la profundidad de la cripta entre los tratamientos que se

encontraban bajo estrés por calor (p>0.05; Figura 18).

En el yeyuno la profundidad de la cripta redujo en ambos tratamientos donde
los cerdos se encontraban bajo condiciones de estrés por calor comparados
con la profundidad de cripta de los cerdos que se encontraban en
termoneutralidad (p=0.001); el tratamiento TN+T presento una profundidad de
cripta de 319 ym, mientras que EC+T y EC+EH promediaron profundidades
de 275 ym y 274 um respectivamente, no se encontraron diferencias

significativas entre los dos tratamientos bajo estrés por calor (p>0.05).

La profundidad de la cripta en el ileon de los cerdos en estrés por calor ya sea
con o sin la adicion del extracto herbal en la dieta, fue en promedio de 239 um
y 224 pm respectivamente, observandose una reduccion de la profundidad de
las criptas de los cerdos EC+T y EC+EH comparados con los cerdos bajo el
tratamiento de termoneutralidad (p=0.001) cuya profundidad de cripta
promedio fue de 278 uym. A pesar de esto la profundidad de la cripta en los

cerdos de los tratamientos de estrés por calor no fue diferente (p>0.05).
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Figura 18. Profundidad de la cripta intestinal de cerdos en termoneutralidad
alimentados con la dieta testigo (TN+T); estrés por calor alimentados con la
dieta testigo (EC+T); o con la dieta enriquecida con el extracto herbal (EC+EH).
A) Duodeno, B) Yeyuno, C) ileon. **p<0.05.

En el duodeno la relacién altura de vellosidades y la profundidad de las criptas
registro promedios de 1.73, 2.07 y 2.06, en los cerdos bajo los tratamientos
TN+T, EC+T y EC+EH respectivamente. No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos donde los cerdos se encontraban bajo
condiciones de estrés por calor ya sea con o sin la adicion del extracto herbal
(p>0.05). Sin embargo, en comparacion con los cerdos en termoneutralidad,
la relacion altura de vellosidad y profundidad de las criptas se incrementd en

los cerdos que se encontraban en estrés por calor (p=0.001; Figura 19).

En el segmento de yeyuno los promedios en la relacion altura de vellosidades
y profundidad de las criptas fue de 2.09, 2.13 y 2.49 en los cerdos sujetos a
los tratamientos TN+T, EC+T y EC+EH. Se observé un aumento en la relacién

de altura de vellosidad y profundidad de cripta, en los cerdos expuestos al
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estrés por calor alimentados con la dieta adicionada con el extracto herbal en

comparacion con los cerdos de los otros dos tratamientos (p=0.001).

En el ileon, se registraron promedios de 2.04, 2.31 y 2.19 en la relacion altura
de vellosidad y profundidad de las criptas para los tratamientos TN+T, EC+T y
EC+EH respectivamente. En este segmento no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos donde los cerdos se encontraban bajo
condiciones de estrés por calor ya fuera con o sin la adicion del extracto herbal.
Sin embargo, al ser comparados con los cerdos en termoneutralidad, se
observoé un aumento en la relacion altura de vellosidad y profundidad de la
cripta en ambos tratamientos donde los cerdos se encontraban en condiciones

de estrés por calor (p=0.03; p=0.001).
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Figura 19. Relacion entre la altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta
intestinal (A:P) de cerdos en termoneutralidad alimentados con la dieta testigo
(TN+T); estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC+T); o con la dieta
enriquecida con extracto herbal (EC+EH). A) Duodeno, B) Yeyuno, C) ileon.
**p<0.05.
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Los resultados de morfologia intestinal de duodeno, yeyuno e ileon mostrados

anteriormente se resumen en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Morfologia intestinal (duodeno, yeyuno, e ileon) de cerdos en

termoneutralidad alimentados con una dieta testigo (TN+T), cerdos en

estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC+T), o adicionada
con extracto herbal (EC+EH).

Tratamiento

Contrastes, valor de p

TN+T EC+T  TN+T

VS. VS. VS.
TN+T EC+T EC+EH EC+T EC+EH EC+EH
Duodeno
Altura vellosidad 617 604 617 0452 0424 0.967
Profundidad de cripta 362 304 309 <0.001 0.717 <0.001
Altura: Profundidad 1.73 2.07 2.06 <0.001 0.922 <0.001
Yeyuno
Altura vellosidad 644 570 662 <0.001 <0.001 0.324
Profundidad de cripta 319 275 274 <0.001 0.975 <0.001
Altura: Profundidad 2.09 213 249 0.618 <0.001 <0.001
ileon
Altura vellosidad 554 502 496 <0.005 0.703 <0.003
Profundidad de cripta 278 224 239 <0.001 0.124 <0.001
Altura: Profundidad 2.04 2.31 2.19 <0.001 0.200 <0.030
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7.3. Analisis de expresion relativa

Los resultados de la expresion relativa de las proteinas de union estrecha se

presentan en las Figuras 20 y 21; y en el Cuadro 6.

La expresion relativa del ARNm de la proteina ocludina en yeyuno de los
cerdos que se encontraban en condiciones de estrés por calor, se redujo al 14
% en relacion a la observada en los cerdos que se encontraban en
termoneutralidad alimentados con la misma dieta (p=0.02). El extracto herbal
adicionado a la dieta, permitié una recuperacion del 15% en la expresiéon de

esta proteina en cerdos bajo estrés por calor (p=0.01).

La expresion relativa de claudina-2 en yeyuno se incrementé alrededor de un
46 % en los cerdos que recibieron el extracto herbal criados en condiciones de
estrés por calor, en comparacion con los cerdos que se mantuvieron en
condiciones termoneutrales (p=0.02). Los cerdos en estrés por calor
alimentados con la dieta testigo mostraron una tendencia a reducir al 87 % la
expresion de claudina-2 en yeyuno en comparacion con los cerdos en

condiciones termoneutrales (p=0.08).

La expresion relativa de zénula occludens-1 en la mucosa de yeyuno de los
cerdos no se vio afectada por la temperatura ambiental; a pesar de ello, se
observé una tendencia a aumentar 11 % la expresion de zénula occludens-1
con la adicion del extracto herbal a la dieta de los cerdos en estrés por calor

en comparacion con los cerdos en termoneutralidad (p = 0.09).
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Figura 20. Expresion de las proteinas de unidn estrecha en yeyuno de cerdos
en condiciones de termoneutralidad alimentados con la dieta testigo (TN+T),
estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC+T), o con la dieta
enriquecida con el extracto herbal (EC+EH). **p<0.05, y tendencia cuando *p
<0.10.

La expresion relativa del ARNm de la proteina ocludina en el ileon de los
cerdos que se encontraban en condiciones de estrés por calor disminuyo al
67% en relacion a la expresion observada en los cerdos que se encontraban
en termoneutralidad alimentados con la dieta testigo (p=0.0; Figura 21).
Ademas, la expresidn de esta proteina también disminuyd 51% en los cerdos
adicionados del extracto herbal, en comparacién con los que se encontraban
en estrés por calor, pero alimentados con la dieta testigo (p=0.03). De la misma
manera, la expresién de ocludina en los cerdos que se encontraban en estrés
por calor alimentados con la dieta testigo fue 33% menor que en los cerdos

que se encontraban en termoneutralidad alimentados con la dieta testigo
(p=0.0).
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La expresion relativa de ARNm de claudina-2 en el ileon de los cerdos no se
vio afectada por la temperatura ambiental, ni por la adicién del extracto herbal
(p>0.05).

En cuanto a la expresion de zénula occludens-1, se registré una tendencia
atribuible a la temperatura ambiental, con un aumento del 85% en su expresion
en la mucosa del ileon de los cerdos bajo el tratamiento de estrés por calor
alimentados con la dieta testigo en comparacion con los cerdos en

termoneutralidad (p=0.07).
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Figura 21. Expresion de las proteinas de union estrecha en ileon de cerdos en
condiciones de termoneutralidad alimentados con la dieta testigo (TN+T),
estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC+T), o con la dieta

enriquecida con el extracto herbal (EC+EH). **p<0.05, y *p<0.10.
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Cuadro 13. Analisis de las proteinas de uniéon estrecha en segmentos
intestinales (yeyuno, e ileon) de cerdos en termoneutralidad alimentados
con una dieta testigo (TN+T), cerdos en estrés por calor alimentados con

la dieta testigo (EC+T), o adicionada con extracto herbal (EC+EH).

Tratamiento Contrastes, valor de p

TN+Tvs EC+Tvs TN+T vs
TN+T EC+T EC+EH
EC+T EC+EH EC+EH

Yeyuno
Ocludina 1 0.14 0.29 <0.02 <0.01 0.16
Claudina-2 1 0.87 1.46 0.08 0.52 <0.02
Zobnula occludens -1 1 0.52 1.11 0.80 0.14 0.09
fleon
Ocludina 1 0.67 0.33 0.00 <0.03 0.00
Claudina-2 1 1.41 1.01 0.97 0.18 0.19
Zébnula occludens -1 1 1.85 2.07 0.07 0.12 0.78
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VIil. DISCUSION

El creciente aumento de la poblacion exige mayor produccion de carne para el
abastecimiento de alimento, lo que situa a la industria ganadera en una
situacion problematica (Rojas-Downing et al., 2017; Escarcha et al., 2018;
Godde et al., 2021). Ademas, debido al calentamiento global, México es uno
de los paises mas vulnerables al aumento de la temperatura ambiental
(Rodriguez et al., 2021). Como resultado los animales en produccion
experimentan EC (Sejian et al., 2018) con lo que modifican sus conductas y
fisiologia en un intento por regular la temperatura corporal (Huynh et al., 2005).
Estos ajustes, pueden dar lugar a efectos perjudiciales para la salud, el

rendimiento y crecimiento de los animales (Mayorga et al., 2019, 2020).

Los cerdos que experimentan EC al ser sometidos a altas temperaturas
presentan mayor produccion de calor metabdlico, ademas son capaces de
acumular tejido adiposo en exceso y carecen de glandulas sudoriparas
funcionales que les ayuden a facilitar la perdida de calor corporal, lo que
compromete su eficiencia termorreguladora (Renaudeau et al., 2006;
Baumgard et al., 2013). EIl EC altera el equilibrio redox celular al acumular
ROS, entre ellos anidén superdxido (O,7), ion hidroxilo (-OH) y peréxido de
hidrogeno (H,0,), lo que causa estrés oxidativo (Juan et al., 2021). Esta
condicion compromete la funcion celular y la integridad de tejidos, dafiando
lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Hong et al., 2024). Como mecanismo de
defensa el organismo activa antioxidantes enddgenos, principalmente enzimas
antioxidantes que ayudan a neutralizar los radicales libres y reducir el dano
causado por el estrés oxidativo (Montesinos-Cruz et al., 2023). En este estudio
se pudo observar que la adicion del extracto herbal en la dieta de los cerdos
en condiciones de estrés por calor provocd un aumento de la actividad de la
enzima SOD. Sin embargo, la actividad de SOD disminuyo en los cerdos en
estrés por calor sin adicién del extracto. Por lo que se sugiere que el extracto

herbal favorecié la actividad de esta enzima antioxidante. La SOD es la primer
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enzima antioxidante en actuar ante el estrés oxidativo, convierte el radical
superéxido en oxigeno y agua (Borgstahl et al., 2018). La sintesis de las
enzimas antioxidantes no ocurre de manera uniforme, el tipo de enzima
sintetizada sera acorde al grado de estrés oxidativo que se presente y al tipo
de ROS producidos (Kozlov et al., 2024). Estudios anteriores han confirmado
que el uso de capsaicina en la dieta de animales como ratones tiene un efecto
sobre la activacion de Nrf2 (Li et al., 2023). Nrf2 es un factor que se encuentra
en el citosol inhibido por KEAP1 el cual esta enlazado con el mediante
interacciones especificas en los dominios BTB, IVR y DGR de KEAP1 y el
dominio Neh2 de Nrf2. KEAP1 actua como adaptador para unir Nrf2 a la
proteina CUL3 necesaria para la ubiquitinacion y su degradaciéon en el
proteosoma. Cuando la célula se encuentra en estrés oxidativo KEAP1 sufre
un cambio estructural en el dominio IVR mediante la oxidacion de residuos de
cisteina, lo que provoca que KEAP1 ya no pueda inhibir a Nrf2 liberandolo y
causando su acumulacion que posteriormente sera trasladado al nucleo
celular. Una vez en el nucleo Nrf2 se une a regiones denominadas elementos
de respuesta antioxidante o ARE, los cuales activan la transcripcion de
enzimas antioxidantes (Kobayashi et al., 2004; Suzuki et al., 2013; Yamamoto
et al., 2018). Esto sugiere que el uso del extracto herbal basado en capsaicina
pudo inducir la activacién de Nrf2 lo que favorecio a la sintesis de SOD, dando
lugar a una mejora en la capacidad de sistema antioxidante del organismo (Li
etal., 2023). Asimismo, la actividad de la enzima CAT solo aumento en el caso
de los cerdos que se encontraban en condiciones de estrés por calor
adicionados del extracto herbal. Se ha demostrado que el EC causa estrés
oxidativo y disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como SOD y CAT
en el suero de cerdos en etapa de crecimiento (Lee et al., 2025). Sin embargo,
en estudios anteriores como los realizados por Ouyang et al. (2022), el EC
agudo aumento la actividad de enzimas antioxidantes como GPx, SOD y CAT,
y la T-AOC, mencionando que el EC puede aumentar la actividad de enzimas

antioxidantes contra el dafio oxidativo en pollos de engorda. De acuerdo con
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Cervantes et al. (2024) el aumento en la actividad de la enzima CAT podria
considerarse como una mejora en el sistema antioxidante por parte de los
fitoquimicos que contiene el Capsicum spp., pues sus componentes como los
capsaicinoides tienen la capacidad de activar respuestas antioxidantes
mediante Nrf2 y la mejora en la produccién de enzimas antioxidantes

mitocondriales (Sahin et al., 2017).

Cuando los cerdos experimentan estrés por calor redistribuyen el flujo
sanguineo hacia la periferia en un intento por reducir su temperatura corporal
(Ogoh et al., 2013), esto provoca que en 6rganos internos como el intestino
disminuya la presencia de oxigeno y nutrientes lo cual repercute de manera
negativa en la integridad intestinal y aumenta la apoptosis celular mediante la
activacién de la via apoptética lisosomal-mitocondrial (Pearce, et al., 2013b; Yi
etal., 2017).

En duodeno se presentd una disminucion en la profundidad de las criptas y un
aumento en la relacion A:P de los cerdos que se encontraban en el tratamiento
de EC+EH. EIl estrés oxidativo causado por el EC induce inflamaciones y
apoptosis celular (Hussain et al., 2016; Ma et al., 2024; Omotosho et al., 2024).
En ocasiones la disminucion en la profundidad de las criptas se asocia con
ausencia de capacidad para generar células que se requieren para suplir las
células afectadas por el EC (Saeid., 2013; Ma et al., 2024). No obstante, esta
disminucién de la profundidad de la cripta se acomparié de un aumento en la
relacién A:P en cerdos que fueron adicionados con el extracto herbal. Este
efecto generalmente se relaciona con aumento de la superficie de absorcion,
ya que da lugar a vellosidades intestinales mas largas y criptas menos
profundas, y sugiere una menor necesidad de regeneracion celular debido a
una mucosa menos dafiada (da Silva et al., 2009; Prakatur et al., 2019). Sin
embargo, en este estudio esta respuesta podria estar relacionada con
mecanismos de adaptacién al EC, ya que no se encontraron diferencias entre

los tratamientos EC con o sin la adicién del extracto, pese a esto, se logro
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contrarrestar la apoptosis celular mediante el mantenimiento de la altura de
vellosidades. Nuestros datos concuerdan con los de Lin et al. (2020) quienes
reportaron que la adicién de un extracto a base de hierbas chinas en la dieta
de cerdos adultos tendi6 a disminuir la profundidad de las criptas e incrementar
la relacién A:V en duodeno de cerdos adultos. Esta respuesta morfolégica se
asocid a una mejora en la capacidad digestiva y en la eficiencia para absorber
nutrientes. Se sugiere que esta respuesta guarda relaciéon con una accion
protectora por parte del extracto herbal, ya que como hemos mencionado la
capsaicina tiene gran capacidad antioxidante (Joung et al., 2007), lo cual
podria evitar la apoptosis celular inducida por el estrés oxidativo. Ademas, esta
propiedad podria verse potenciada por otros componentes del extracto herbal
como Piper nigrum y  Zingiber officinale que también presentan actividades
antioxidantes y antiinflamatorias (Lee et al., 2020; Alolga et al., 2022), y evitar
los dafos causados por el EC en la integridad del epitelio intestinal en

duodeno.

En yeyuno se observé un aumento en la altura de las vellosidades y en la
relacion A:P en el grupo de los cerdos que se encontraban bajo estrés por
calor adicionados del extracto herbal comparados con los cerdos que se
encontraban bajo estrés por calor alimentados con la dieta testigo. Esto podria
deberse a que yeyuno es el segmento en donde se realiza la mayor absorcion
de nutrientes en el intestino delgado (Chiba, 2023; Zhang et al., 2025),
sugiriendo que probablemente consiguié aprovechar mejor los componentes
bioactivos del extracto herbal aumentando la proliferacion y diferenciacion
celular, y protegiendo la integridad intestinal, lo que resulto en una mayor altura
de vellosidades. Namted et al. (2024) reportaron un aumento en la relacion
A:P en el yeyuno de cerdos en crecimiento suplementados con una inclusion
del 0.02% de capsaicina en la dieta. Se consideré que este aumento
contribuyé a mejorar en el funcionamiento intestinal, y refuerza nuestro

resultado sobre el efecto benéfico sobre la morfologia intestinal.
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En el mismo segmento, disminuyd la profundidad de las criptas y aumento la
relacion A:P de los cerdos EC alimentados con la dieta adicionada con el
extracto herbal comparados con los cerdos que se encontraban en
termoneutralidad alimentados con dieta testigo. Posiblemente el uso del
extracto herbal mejord la funcién y morfologia intestinal, lo que redujo la
actividad y division de células en las criptas (Hamedi et al.,, 2011). Los
resultados del presente trabajo coinciden con lo observado en otro
experimento realizado en ratones alimentados con dietas adicionadas con 0.4
mg de capsaicina bajo condiciones de estrés por calor, en los cuales se redujo
la profundidad de las criptas, mientras aumentaba la altura de vellosidades y
la relacion A:P en el yeyuno (Li et al.,2023). Esto sugiere que probablemente
el extracto tuvo una funcién protectora ante el EC, y logr6 aumentar la
superficie de absorcidon, sorprendentemente los cerdos que fueron
suplementados con el extracto herbal bajo EC demostraron una integridad
intestinal mas favorable que aquellos que se encontraban en termoneutralidad
sin la adicion del extracto, indicando una posible respuesta moduladora del

extracto sobre la integridad intestinal.

Al analizar los resultados de los segmentos anteriores, confirmamos que el
ileon es una de los segmentos mas dafiados debido al EC (Ortega et al., 2021).
En este estudio el EC aumento la relacion A:P y redujo la profundidad de la
cripta, lo cual podria interpretarse como un efecto de adaptacion, al reflejar
una proliferacion y recambio celular acelerado (Hamedi et al., 2011; Prakatur
et al., 2019). Sin embargo, la altura de vellosidades disminuyé en esta
condicion, estos hallazgos concuerdan con los de Xiong et al. (2022) quienes
documentaron que el EC causa afecciones en el ileon de cerdos en etapa de
crecimiento y finalizacién. En este contexto se sugiere que el dafo epitelial
causado por el EC no pudo ser compensado por el sistema de renovacion
celular, comprometiendo la absorcion de nutrientes en ileon. El uso de
capsaicina mejoro la morfologia intestinal en el ileon de lechones destetados

(Long et al., 2021). En nuestro estudio la adicion del extracto herbal a la dieta
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de los cerdos en EC aumento la relacién A:P y disminuyo la profundidad de
las criptas en ileon. Sin embargo, esto no fue suficiente para mantener la
integridad de las vellosidades intestinales, pues se redujo el tamafo de las
mismas comparadas con las vellosidades de los cerdos que se encontraban
en TN. Esto refleja un intento por recuperar la integridad intestinal asociada a
la capacidad antioxidante del extracto (Li et al., 2023). Ademas, es posible que
la dosis utilizada no fuera suficiente para mostrar un efecto mas pronunciado

en ileon.

El buen funcionamiento de las uniones estrechas juega un papel importante
en la integridad del epitelio intestinal al mantener unidos los espacios
intercelulares y actuar como una barrera selectiva para regular el paso de
solutos y bloquear la entrada de microorganismos y toxinas a la sangre de los
animales (Suzuki, 2020). Como se ha mencionado el EC compromete las
uniones estrechas al afectar el epitelio mucoso y alterar la expresion de
proteinas asociadas a estas uniones, repercutiendo negativamente sobre la
salud intestinal (Patra et al., 2021).

En yeyuno la expresion de ocludina disminuy6 en los cerdos en estrés por
calor, y fue parcialmente recuperada con la adicion del extracto herbal. Las
disfunciones de yeyuno causadas por el EC generalmente se asocian con
inflamacion del intestino (Li et al., 2023). El estrés oxidativo y la inflamacion
son procesos que se relacionan y frecuentemente se presentan en conjunto
(Hussain et al., 2016). La ocludina es una proteina que participa de manera
importante en la formacién y fortalecimiento de las funciones de la barrera
intestinal, esencial en las uniones estrechas (Ghulam Mohyuddin et al., 2022),
su funcionamiento esta regulado mediante la fosforilacion y desfosforilacion,
asi como PKC y las GTPasas pequefias que influyen con su interaccién con
otras proteinas como zénula occludens -1, -2, -3, y JAM (Feldman et al., 2005).
Se sugiere, que la baja expresion de ocludina en yeyuno debilita las uniones

estrechas, lo que se asociaria con el dafio observado en el epitelio intestinal
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(Alhotan et al., 2021; Ghulam Mohyuddin et al., 2022). En un estudio realizado
por Alhotan et al. (2021) se document6 una disminucion en la expresion de
ocludina debido al estrés por calor, causando un aumento en la permeabilidad
intestinal en pollos. En este experimento al adicionar el extracto herbal a la
dieta de los cerdos en estrés por calor se incremento ligeramente la expresion
de ocludina, ésta quedo a un tercio de su expresion en comparacion con los
cerdos en condiciones termoneutrales. Aunque esto no representa una
recuperacion completa de la permeabilidad intestinal, si refleja una respuesta
positiva para recuperar la estructura de las uniones estrechas. Los resultados
obtenidos se asemejan con los de Ren et al. (2022), quienes suplementaron a
cerdos con orujo de Aronia melanocarpa durante 7 semanas, y observaron que
el tratamiento con 4% de este extracto aumento la expresion de ocludina en
yeyuno. Sin embargo, en ese estudio los cerdos no se encontrabanen ECy a
diferencia de este trabajo, nuestra fase experimental solo tuvo una duracion
de 8 dias, un periodo corto comparado con el de estos autores. Al igual que el
Capsicum spp., los productos y subproductos de Aronia melanocarpa son
conocidos por sus aplicaciones en la medicina debido a su capacidad
antioxidante(Jurendi’c et al., 2021). La capsaicina es el compuesto bioactivo
de Capsicum spp., el cual aumento la expresion de genes antioxidantes
regulados por las proteinas UCP2 y Nrf2 mediante las vias TRPV1/PKA/UCP2
y KEAP1/Nrf2. A su vez capsaicina inhibi6 los factores inflamatorios TNF-q,
IFN-y e IL-1B y aumento los factores antiinflamatorios IL-10 y TGF-31 en el
yeyuno de ratones en EC (Li et al., 2023). Por lo tanto, el incremento de
ocludina en el yeyuno de los cerdos adicionados con el extracto herbal puede
interpretarse como un efecto protector sobre la integridad intestinal, atribuida
a mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios como resultado de la accion

de capsaicina.

En el mismo segmento se observd una tendencia a disminuir la expresion de
claudina-2 en los cerdos del tratamiento EC+T comparados con los que se

encontraban en TN+T. El EC altera la forma en la que estan compuestas las
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uniones estrechas de la barrera intestinal (Patra et al., 2021). Estudios
realizados por Vasquez et al. (2022) documentaron que en cerdos en
crecimiento sometidos a EC por periodos cortos disminuyo la expresion de la
proteina claudina-2 en duodeno e ileon, sin embargo, no obtuvieron cambios
en la expresion de esta proteina en los cerdos sometidos a EC por periodos
largos, refiriendo este resultado como una posible respuesta adaptativa. De
manera similar Mohyuddin et al. (2021), observaron una disminucion en la
expresion de claudina-2 en tejidos coldnicos de ratones expuestos a EC por

un periodo de hasta 14 dias.

Las claudinas, son componentes principales de la union estrecha y
determinantes del transporte de solutos paracelulares (Heiskala et al., 2001).
Existen 27 miembros de la familia de las claudinas distribuidas en diversos
tejidos y cada una de ellas lleva a cabo tareas distintas (Mineta et al., 2011);
Claudina-2 se encarga de la permeabilidad paracelular en el epitelio intestinal,
formando poros selectivos que permiten el paso de cationes (Luettig et al.,
2015). ElI aumento en la expresion de esta proteina reduce la rigidez de la
barrera intestinal favoreciendo su permeabilidad (Furuse et al., 2001). Debido
a lo anterior, es posible que el EC afectara de manera negativa la barrera
intestinal reduciendo la expresion de claudina-2 en el yeyuno de cerdos lo que
implica una menor cantidad de poros para permitir el paso equilibrado de
cationes (Furuse et al., 2001). Por otro lado, la expresién de claudina-2
aumento en los cerdos del tratamiento EC+EH comparados con los cerdos que
se encontraban en TN+T. La sobreexpresiéon de claudina-2 generalmente se
asocia con un efecto negativo sobre la salud intestinal, pues esto causa una
permeabilidad excesiva facilitando el paso de sustancias inflamatorias y
patdgenos al organismo de los animales y humanos (Oami et al., 2024). Hasta
ahora existe poca documentacion cientifica sobre el anadlisis de la proteina
claudina-2 en cerdos bajo EC en el segmento de yeyuno, no obstante, su
estudio podria ser un indicador de la funcion de la barrera intestinal (Villanacci

et al., 2024). TRL4 es un receptor que se relaciona con la regulacién de la
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sintesis de las proteinas de union estrecha segun Mohyuddin et al. (2021). En
sus estudios observaron un incremento en la expresion de TRL4, NF-kB y
TNF-a en el colon de ratas debido al EC, vinculando este mecanismo a
posibles dafos en los tejidos y aumento en la expresion génica. La expresion
de claudina-2 esta regulada por algunas vias de sefalizacion como AP-1, NF-
kB, Cdx y STAT que son activadas por citocinas proinflamatorias como IL-13
y el factor TNF-a que modifican la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas contribuyendo a la disfuncién de la barrera epitelial (Weber et al.,
2007). Semejante a nuestros resultados, el uso de aceite de arbol demostrd
aumentar la expresion de la proteina claudina-2 en tejidos colonicos de ratones
en condiciones de EC enfatizando que su resultado contrasto con el observado
en los ratones bajo condiciones de EC sin la adicion del aceite de arbol
(Mohyuddin et al., 2021). Otros estudios han documentado el efecto
antiinflamatorio de capsaicina en modelos in vitro de células IPEC-J2
desafiadas con LPS, al reducir significativamente la expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-8 y TNF-a; concluyendo que el uso de capsaicina podria
utilizarse como aditivo para combatir la inflamacion intestinal en lechones
(Zhao et al., 2021). El aumento en la expresion de caludina-2 puede
relacionarse con diversos factores, desde el la activacion de alguna via de
sefalizacion para la sintesis de esta proteina debido al extracto herbal, hasta
los efectos causados por el EC (Mohyuddin et al., 2021). Es importante
mencionar que también se observo una tendencia a aumentar la expresion de
la proteina zénula occludens-1 encargada de mantener unidas las proteinas
de membrana al citoesqueleto de actina (Otani et al., 2020), en el yeyuno de
los cerdos adicionados del extracto herbal. Zhao et al. (2021) informaron que
el uso de capsaicina aumenta la expresion de zonula occludens-1 en modelos
in vitro de células IPEC-J2 desafiadas con LPS, ademas mencionan que este
extracto puede evitar los efectos causados por inflamaciones mediante la via
de senalizacion TLR4/NF-kB, no obstante, recomiendan profundizar la

investigacion en modelos in vivo. Por lo anterior, no tenemos la certeza de que
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el extracto herbal actue de forma negativa o positiva en la integridad de las
uniones estrechas mediante la sintesis de claudina-2 y su posible relacién con
la tendencia observada al aumento en la expresién de zénula occludens-1.
Esto resalta la necesidad de realizar mas estudios que ayuden a comprender

mejor el mecanismo de respuesta presentado en nuestra investigacion.

En ileon solo se observd un cambio significativo en donde la expresion de
ocludina disminuyo6 en los cerdos en EC. Comprobando que esta condicion
puede afectar la composicién de las uniones estrechas, debilitando la barrera
intestinal (Patra et al., 2021). La reduccion en la expresion de esta proteina fue
mas intensa incluso al administrar el extracto herbal a la dieta de los cerdos
en EC. Contrario a estos resultados Mao et al. (2022) reportaron un aumento
en la expresion de ocludina en el ileon de pollos en estrés por calor que fueron
suplementados con diente de ledn. Estas diferencias podrian asociarse al
extracto utilizado, la especie animal, la duracion de la fase experimental o a la
cantidad de extracto utilizada. Por lo que se sugiere que la adicion del extracto
herbal no beneficio la integridad de la barrera intestinal en el ileon de los

cerdos en EC.
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IX. CONCLUSION

La inclusion de un extracto herbal formulado principalmente a base de
Capsicum spp., complementado con Piper nigrum y Zingiber officinale en la
dieta de cerdos en etapa de crecimiento bajo condiciones de estrés por calor,
aumento la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en suero de
cerdos. Ademas, demostré aumentar la altura de vellosidades y la relacion A:P
en yeyuno, asi como aumentar la expresion de ocludina en dicho segmento
intestinal. A partir de estos resultados se concluye que el uso del extracto
herbal contribuy6 a la mejora de la integridad del epitelio intestinal en yeyuno
y la actividad antioxidante en suero de los cerdos que se encontraban bajo
estrés por calor. Sin embargo, se recomienda realizar mas investigacion sobre
el uso de este extracto en dietas, evaluando diversas concentraciones para
determinar su efecto Optimo y/o prolongando el tiempo de periodo

experimental.
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