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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicién de un probidtico B.
subtilis y de un extracto herbal compuesto de capsaicina, pimienta negra y jengibre
(EH) en la dieta de pollos de engorda en condiciones de termoneutralidad (TN) o en
estrés por calor (EC). Un total de 350 pollos Ross-308 no sexados de un dia de edad,
se asignaron bajo un disefio completamente al azar a cinco tratamientos: 1)TN-E, aves
en TN alimentados con una dieta estandar, 2) TN-P, aves en TN alimentados con dieta
estandar adicionada con 1.0 g/kg de probidtico, 3) EC-E aves en EC alimentados con
dieta estandar, 4) EC-P aves en EC alimentados con dieta estandar adicionada con 1.0
g/kg probidtico, 5) EC-EH, aves en EC alimentados con dieta estandar adicionando con
0.05 % de un extracto herbal. El estudio fue realizado en dos periodos de 35 dias cada
uno. El primer periodo de condiciones TN, con una temperatura ambiente promedio de
25.7 °C, mientras que en el segundo periodo se tuvieron condiciones de EC, con una
temperatura ambiente promedio de 29.3 °C. Al finalizar cada periodo experimental, se
seleccionaron aleatoriamente 10 aves de cada tratamiento para su sacrificio. En el dia
21 las aves alimentadas con el probidtico presentaron un incremento en el peso vivo, (P
= 0.015) en comparacion con las aves EC-E; no obstante, el peso vivo y consumo de
alimento fue mayor en las aves en condiciones TN (P = 0.046). Las aves en el
tratamiento EC-EH durante el periodo del dia 28 al dia 35 presentaron una tendencia a
mejorar la conversion alimenticia; (P = 0.065). Las aves que consumieron el probiético
incrementaron el largo de vellosidad, ancho y profundidad de Ila cripta,
independientemente de la condiciéon ambiental (P < 0.001). Este efecto también se
observé cuando se adicion6 el EH en EC al incrementar las variables de morfologia
intestinal (P < 0.001). En particular, se observd una tendencia al incremento en la
expresion de proteina de unidn estrecha-1 y claudina-5 en las aves que consumieron la
dieta adicionada con probioético en ambas condiciones ambientales (P = 0.078). Por otra
parte, el EC redujo la expresion de claudina-1 (P < 0.001) y proteina de unién estrecha-
1 (TJP-1; P < 0.01). A su vez, el EH incremento la expresion de claudina-1, TJP-1 y
TJP-2 (P = 0.05). En conclusion. La adicion de probidtico y de un extracto herbal,
pueden influir al restaurar y disminuir efecto negativo del EC en la estructura del epitelio
intestinal en pollos de engorda.

Palabras clave: probiético, extracto herbal, estrés por calor, pollo de engorda.
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ABSTRACT

The objective of the current study was to evaluate the effect of supplementing a
probiotic of B. subtilis, and herbal extract composed of capsaicin, black pepper and
ginger (HS) in the diet of broilers under thermoneutral (TN) or heat stress (HS)
conditions. A total of 350 non-sexed Ross-308 broilers were assigned under a
completely randomized design to five treatments: 1)TN-E, chickens in TN fed a standard
diet, 2) TN-P, chickens in TN fed standard diet supplemented with 1.0 g/kg probiotic, 3)
EC-E chickens in HS fed standard diet, 4) EC-P chickens in HS fed standard diet
supplemented with 1.0 g/kg probiotic, 5) EC-EH, chickens in HS fed standard diet
supplemented with 0.05 % of a herbal extract. The study was carried in two periods of
35 days each. The first period of TN conditions, with an average ambient temperature of
25.7 °C, while in HS temperature was under EC conditions, with an average ambient
temperature 29.3 °C. At the end of the experimental period, 10 chickens from each
treatment were randomly selected for sampling. On day 21 the birds fed with the
probiotic showed an increase in live weight (P = 0.015), compared to the EC-E birds; live
weight and feed consumption was higther in the chickens under TN conditions (P =
0.046). Chickens that consumed HE in HS conditions during the period from 28 to day
35 showed a tendency to improve feed conversion (P = 0.065). Birds that cosumed the
probiotic increased the villus length, villus width and crypt depth independently of the
environmental conditions (P<0.001). This effect was observed when HE was added in
HS by increasing intestinal morphology variables (P<0.001). An increase in the
expression of tight junction protein-1 (TJP-1) and claudin-5 was observed in chickens
consuming the probiotic-added diet in both environmental conditions (P = 0.078). On the
other hand, HS reduced the expression of claudin-1 (P<0.001) and and tight junction
protein-1 (TJP-1;P<0.01). A simultaneous, HS increasing the expression of claudin-1,
TJP-1 and TJP-2 (P = 0.05). In conclusion. The addition of probiotic and herbal extract
may influence the restoration and decrease the negative effect of HS on the structure of

the intestinal epithelium in broilers.

Keywords: probiotic, herbal extract, heat stress, broiler chicken.
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1. INTRODUCCION

En las aves, el estrés por calor (EC) se genera como una respuesta fisioldgica ante el
incremento de la temperatura ambiental fuera de la zona de confort térmico de la
especie; en consecuencia, esta respuesta provoca efectos negativos en el organismo
(Oladokun & Adewole, 2023). Los pollos de engorda son muy sensibles al EC, debido a
que carecen de glandulas sudoriparas, estan cubiertos de plumas y tienen una alta
actividad metabdlica (Dridi et al., 2022). Las aves en EC disminuyen su ingesta de
alimento, aumentan el consumo de agua y descanso, como consecuencia se reduce el
rendimiento, la productividad y el bienestar animal (Ahmad et al., 2022a). A nivel
digestivo el EC también puede provocar dafo en el epitelio intestinal y alteraciones en
su morfologia que incluyen ruptura de vellosidades intestinales y el desprendimiento de
células epiteliales; ademas de congestién, edema y adelgazamiento de la pared
intestinal (Chen et al., 2021).

Una alternativa para prevenir el dafo al epitelio intestinal, asi como para mejorar el
crecimiento de las aves, es la administracion de antibi6ticos a niveles subterapéuticos
en la dieta (Parkhi et al., 2023). Sin embargo, su uso indiscriminado ha provocado
resistencia bacteriana y efectos residuales en los productos carnicos representando un
riesgo para la salud publica (Soni et al., 2022). Por lo anterior, es necesario investigar y
evaluar alternativas que permitan mitigar el estrés por calor para combatir su efecto
negativo en la produccién avicola. Para ello, los probioticos, compuestos fitogénicos, y
aceites esenciales de algunas especies vegetales se consideran un prometedor
sustituto de los antibidticos como promotores del crecimiento, que ademas no generan

residuos ni efectos toxicos secundarios (Jeni et al., 2021; Larsberg et al., 2023).

En este trabajo se analiz6 el efecto de un probiodtico y de un extracto herbal en la dieta
de pollos de engorda criados en condiciones de estrés por calor, sobre sus parametros

productivos, histologia intestinal y expresion de proteinas de unidn estrecha.



2. REVISION DE LITERATURA

21 Estrés por calor

El Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico (IPCC) pronosticé que la
temperatura global aumentara entre 1.4 y 4.8 °C al concluir el sigo XXI. Esta condicién
modificara los ecosistemas, especialmente en paises tropicales y subtropicales, y
tendra efectos negativos en la produccion animal (Mishra, 2021). En consecuencia,
dentro de la industria avicola se ha generado gran preocupacion sobre el bienestar de
las aves, ya que las altas tasas de crecimiento de los pollos generan calor corporal y

dificultan su capacidad de termorregulacién (Balakrishnan et al., 2023).

El EC se caracteriza por la incapacidad del organismo para disipar el calor corporal,
debido a una temperatura ambiental y humedad elevada (Liu et al., 2020), esta
situacion compromete la salud animal, causando alteraciones metabdlicas, estrés
oxidativo e inmunodepresion, y en algunos casos la muerte (Chauhan et al., 2021). En
particular, uno de los érganos mas sensibles al calor es el intestino, en éste se observa
debilitamiento en la barrera intestinal, que afecta directamente sus elementos

estructurales, bioquimicos e inmunoldgicos (Ringseis & Eder, 2022).

Diversos factores influyen en la tolerancia a altas temperaturas superiores al rango de
temperatura de confort, tales como: etapa de vida, sexo, caracteristicas de la raza,
estado fisiolégico, intervalos de alimentacion (Ahmad et al., 2022a). En particular, los
pollos de engorda, son aves de rapido crecimiento con un alto consumo de alimento,
aunado a una elevada produccion de calor metabdlico en relacion con su tamafo
corporal, lo que afecta directamente su capacidad de termorregulacion (Gonzalez-Rivas
et al., 2020). Tomando en cuenta que la temperatura ambiental 6ptima o de confort para
el crecimiento de los pollos de engorda a partir de la tercera semana de vida es 18 a 22
°C, al incrementar la temperatura confort se puede observar los primeros efectos del EC
(Moustafa et al., 2021).

Dependiendo de la intensidad y tiempo de exposicién, el EC se puede catalogar como
agudo o cronico. EL EC agudo sucede cuando hay un aumento de temperatura
ambiental y humedad relativa en periodos de tiempo cortos, por ejemplo, de 27° a 38° C

2



durante 1 a 24 horas. Por otra parte, el EC crénico se observa tras un periodo
prolongado de exposicion a temperatura y humedad elevadas, por lo regular
temperaturas superiores a 38°C por mas de 7 dias (Ahmad et al., 2022b). Condiciones

qgue pudiera ser mas frecuente en consecuencia del cambio climatico.

2.2. Efecto del EC lafisiologia de las aves

El EC en los pollos se presenta cuando la temperatura ambiente supera los 24 °C para
las regiones del trépico, mientras que para regiones templadas es mayor 26 °C y la
humedad relativa el 70 % (Sumanu et al., 2021). El pollo de engorda es mas susceptible
al EC por su incapacidad para disipar el calor corporal resultante de la cubierta de
plumas y la ausencia de glandulas sudoriparas. El ave busca mantener la homeostasis
de su temperatura corporal reduciendo su ingesta de alimento y aumentando su
consumo de agua, ademas de que presenta otras alteraciones fisioldgicas (Abdel-
Moneim et al., 2021; Bilal et al., 2021).

La temperatura corporal de pollos adultos es 40.5 °C, aunque para maximo rendimiento
de producciéon ésta debe ser de 40 °C (Saeed et al, 2019). Cuando la temperatura
ambiental, supera los 29.4 °C, la temperatura corporal de los pollos puede alcanzar 42-
42.5 °C, en esta condicién las aves manifiestan jadeo, aleteo e incremento de hasta 10
veces su tasa respiratoria, con 200 respiraciones/min, mientras que en condiciones TN

es aproximadamente de 60 respiraciones /min (Saeed et al., 2019; Kim et al., 2025).

Como resultado se presenta pérdida de diéxido de carbono (CO3), disminuciéon de
protones (H+) y acidos carbénicos (H2COs), aumentan los niveles de bicarbonato
(HCO™) elevando el pH y alterando el estado alcalino de la sangre. En respuesta, para
mantener la homeostasis, los rifiones secretan mas iones HCO? y H*, se altera el
equilibrio acido-base, y se observa acidosis metabdlica y alcalosis respiratoria (Oke et
al., 2020; Madkour et al., 2022).

El estrés influye sobre la actividad hormonal, ya que el hipotalamo incrementa la
secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés),
misma que desencadena la liberacién de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) de la

hipdfisis, y en consecuencia, aumenta la secrecion de corticosterona en las glandulas
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suprarrenales (Figura 1; Oladokun & Adewole, 2022). Como resultado también se
incrementa la sintesis de glucosa para la supervivencia del ave (Madkour et al., 2022).
El estrés también limita la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), que a su vez, reduce la concentracion de hormonas luteinizantes (LH) y
estimulantes del foliculo (FSH) provocando baja fertilidad en las aves (Nawab et al.,
2018).

CRH
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Figura 1. Respuesta fisiolégica al EC ( Adaptacion de Nawab et al., 2018)
La respuesta al estrés esta asociada al sindrome de adaptacion general, que consiste

en tres fases: alarma, resistencia y agotamiento, en conjunto, son una respuesta

fisiologica no especifica a diferentes factores enddgenos o exdgenos (Baffy, 2020).



e Fase de alarma: el aumento en la secrecion de catecolaminas de la médula
suprarrenal, ejerce una liberacion rapida de glucosa en sangre, agota el
glucogeno hepatico, aumenta la actividad vasomotora periférica y la sensibilidad
neuronal (Kumari & Nath, 2018).

e Fase de resistencia: implica la hipertrofia de la corteza suprarrenal y aumento
en la sintesis y liberacion de corticosterona, comprende los efectos fisiologicos y
bioquimicos inducidos a través de las hormonas del estrés, en consecuencia,
con alteraciones en la hematologia y la quimica sanguinea (Sumanu et al.,
2022).

e Fase de agotamiento: es caracterizado por la fatiga de los mecanismos
homeostaticos, causado por los diversos cambios fisioldgicos, en esta fase se
observa una disminucion del rendimiento del ave y finalmente la muerte
(Getabalew et al., 2020).

El sistema cardiovascular participa en la termorregulacion, regula la disipacién de calor,
la actividad cardiaca y el transporte de oxigeno (Farag & Alagawany, 2018). En EC se
acelera el ritmo cardiaco y respiratorio, por lo tanto, los capilares sanguineos
subcutaneos se dilatan para mejorar la pérdida de calor, pero las plumas dificultan la
pérdida de calor por conveccién (Mota-Rojas et al., 2021). En esta condicién el flujo
sanguineo es dirigido hacia los tejidos periféricos, en consecuencia, se reduce el flujo
de sangre a los 6rganos viscerales como en los intestinos, o que implica una reduccion
en el aporte de oxigeno e hipoxia en mucosa intestinal (Oladokun & Adewole, 2022). El
objetivo de la modificacion en el flujo sanguineo es aumentar la disipacion de calor por
medio de la radiacion, la conveccion y la conduccion (Giloh et al., 2012). La
vasodilatacién se produce en las partes del cuerpo sin plumas, como las patas, las

piernas, la cresta y las barbillas.

En particular, las patas posen anastomosis arteriovenosas que facilitan el flujo
sanguineo periférico, y permiten una eficiente y rapida pérdida de calor (Scanes & Dridi,
2022). El proceso inicia con la contraccion de las anastomosis arteriovenosas y la vena
central para evitar la transferencia de calor de la sangre arterial entrante a la vena

central, por lo tanto, el calor transportado por la sangre arterial llega a la superficie del
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cuerpo a través de las venas periféricas, previamente dilatadas; finalmente el calor
transferido a las patas se pierde por medio de conduccion a la cama (lyasere et al.,
2021).

El EC también esta relacionado con el agrandamiento del corazon y la insuficiencia
cardiaca en pollos de engorda (Sugiharto et al., 2018). Estos cambios se presentan a
partir de 1 hora de exposicién a EC y son mas predominantes después de las 5 horas,
de los cuales desatan la degeneracién aguda de las células miocardicas, necrosis y
ruptura de las fibras miocardicas, y finalmente pueden derivar en insuficiencia cardiaca

e incluso la muerte (Yao et al., 2023).

Otro 6rgano afectado de manera importante por el EC es el pulmén, que con sus
funciones deterioradas puede provocar dafo a otros érganos. En particular, al aumentar
la frecuencia respiratoria, ademas de la estimulacion de los nucleos parabraquiales,
provoca edema pulmonar y hemorragia, asociado a la pérdida acelerada de calor por
evaporacion del jadeo (Rebez et al.,, 2023). Incrementar la frecuencia respiratoria en
EC, es un mecanismo termorregulador eficiente para disipar el calor; sin embargo,
durante este proceso exhala CO», lo que provoca una reduccién en la concentracion de
H2CO3 e hidrégeno (H*), como resultado se presenta alcalosis respiratoria y, en
consecuencia, aumenta el pH de la sangre (Cardoso et al., 2022). Por otra parte, la
pérdida de calor por hiperventilacion, aumenta la evaporacion de agua a través de la
respiracion y aumenta la necesidad de beber mas agua para restablecer el equilibrio

osmotico (Wang et al., 2018a).

2.3. Estructuray funcion del epitelio intestinal

El intestino delgado se divide en tres secciones: duodeno, yeyuno e ileon. Al interior de
cada seccion el epitelio presenta prolongaciones conocidas como vellosidades, las
cuales aumentan el area de la mucosa y la capacidad de absorcion de nutrientes
digeridos (Gierynska et al., 2022). La base de cada vellosidad esta rodeada por
multiples invaginaciones epiteliales, conocidas como criptas de Lieberkihn, que
contienen células madre en proliferaciéon, las cuales al mismo tiempo que se

diferencian, se van desplazando a lo largo de las vellosidades hasta llegar a las puntas
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como enterocitos, células caliciformes, células enteroendocrinas; incluso esta migracion
puede suceder al interior, para la diferenciacion en células de Paneth (Figura 2;
Clevers, 2013; Allaire et al., 2018).
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Figura 2. Morfologia de vellosidades y criptas intestinales (tomado de Zhang et al.,
2019).

El intestino esta en constante recambio celular a medida que las células epiteliales
funcionales experimentan apoptosis o se desprenden cerca de la punta de las
vellosidades. Por lo tanto, las criptas deben producir un numero suficiente de células de
reemplazo, que migren hacia arriba de las vellosidades, con la finalidad de evitar la
pérdida del area de superficie de absorcién (Cloft et al., 2023). Por lo general, el tiempo
de reemplazo de las células epiteliales es de 3 a 5 dias en condiciones normales (Zhou
et al., 2021).

Cada segmento de intestino delgado se caracteriza por una morfologia especifica en
sus vellosidades. En duodeno, las vellosidades son mas largas que en el resto del
intestino, ya que filtran el quimo y dejan pasar solo pequefas particulas. En yeyuno, el
segmento mas largo, las vellosidades se distinguen por una forma alargada y rectilinea.
En ileon, donde finaliza la absorcién intestinal, las vellosidades son mas cortas y

marcadas por su forma piramidal (El Cafsi et al., 2020).



El epitelio intestinal del pollo es un biosistema complejo que tiene multiples funciones y

lo conforman principalmente: 1) los enterocitos, que son las células absortivas mas

predominantes en el epitelio intestinal; 2) las células caliciformes, encargadas de la

produccion de mucina; 3) las células Paneth productoras de péptidos antimicrobianos, y

4) las células enteroendocrinas, productoras de hormonas (Bialkowski et al., 2023).

Por otra parte, existen otros factores que afectan la salud intestinal, tales como raza del

ave, edad y sexo, asi como el clima, estacion del afio, composicidn del alimento, y estilo

de manejo (Rzeznitzeck et al., 2022).

Las células que componen el epitelio intestinal son:

1.

Enterocitos, son las células mas abundantes en la mucosa intestinal, este tipo de
células se originan como células inmaduras en el fondo de la cripta y maduran a
medida que sucede la migracion hacia la punta de la vellosidad (Broom, 2018).
Su funcién principal es la absorcion y transferencia de nutrientes, que se lleva a
cabo mediante transportadores ubicados en el borde en cepillo apical y en las
membranas basolaterales (Zhang et al., 2019).

Células caliciformes, se encuentran a lo largo de las vellosidades, son
responsables de la secrecién de mucinas glicoproteicas; MUC2 es la principal
mucina secretada en el intestino y brindan proteccion contra la translocacion
bacteriana; ademas secretan otras moléculas similares como la resistina-f3,
fundamental para la defensa y reparacion de la capa epitelial (Broom, 2018).
Células de Paneth, estan presentes en la base de las criptas y secretan péptidos
antimicrobianos, como la a-defensina, que impide la entrada microbiana desde la
luz intestinal (Chelakkot et al., 2018).

Células enteroendocrinas, regulan las interacciones bidireccionales intestino-
cerebro y cerebro-intestino neuroenddcrino, en particular producen y liberan
hormonas o moléculas de sefalizacion; modulan una variedad de funciones
homeostaticas y gastrointestinales fisiolégicas; y coordinan la respuesta del
intestino a los nutrientes ingeridos (Latorre et al., 2016; Zhang et al., 2019).



2.4. Barrera intestinal

La barrera intestinal separa el exterior y el medio interno del organismo, evitan el paso
de diversas sustancias dafiinas como toxinas y bacterias a través del epitelio intestinal
hacia el tejido subyacente, y a su vez, permite la absorcion de nutrientes (Schoultz &
Keita, 2020).

La barrera intestinal tiene tres componentes generales: 1) barrera fisica, constituida por
una capa de proteina llamada mucina que se extiende por todo el interior de la luz
intestinal. Esta barrera previene el paso de microorganismos, toxinas y otros elementos
de la dieta hacia las células de epitelio intestinal: 2) componente quimico constituido por
citocinas, células inmunitarias y secreciones digestivas, etc. que actuan directamente
sobre microorganismos patdégenos, reconocen y eliminan toxinas; 3) microbiota del
tracto gastrointestinal (TGI; Wang et al., 2018a).

La barrera fisica, depende de las interacciones entre varios componentes como la capa
adhesiva de gel mucoso, la inmunoglobulina A (IgA), los péptidos antimicrobianos y las
uniones estrechas intercelulares (Suzuki, 2020). La IgA es fundamental para proteccion
de la superficie de la mucosa al neutralizar o evitar que las bacterias, los virus o las
toxinas se adhieran al epitelio intestinal (Sefcova et al., 2023). Las uniones estrechas
son estructuras multiproteicas que mantienen la union de los compartimentos apical y
basolateral de las células epiteliales y regulan el paso a través del espacio intercelular
(Liu et al., 2021b). Factores ambientales o bacterianos pueden alterar la integridad de
estas uniones, aumentar la permeabilidad intestinal y permitir el paso de bacterias que
podrian desencadenar una infeccion sistémica. En el caso que esto ocurra, las células
de defensa del epitelio iniciaran la senalizacion para promover la inflamacion y resolver
el problema (Goes et al., 2022; Shehata et al., 2022).



Bacteria Microbiota intestinal
. . o P
Luz intestinal D ° o o Proteinas
Barrera ° 0 I:]rotm.n‘as & N o o -CP“c!mlrS
icrobiologica = € union = intestinales
microbiologic ¢ ) o = ; o A
estrecha s .o
o : :
o A Q ! QW
i A 2SI
Capa de moco i T & :
— { i M AN - :
3 . UV H -
Barrera ¢ 0500 f i %
epitelial \ @ & ﬁ
intestinal | : =T N l : :
o oK 5 “”“‘?? o P o
. J K) detritica . : :
Barrera S “ 7 : ‘o Tr:nsloc.nuon
i Sl i Protei : : acternand
inmunolégica Macréfago i Proteinas =) pg ‘B : icteriana
i P lasmaticas o arcadores : '
Célula B metabolitos bacterianos ¥ | 1
= X = = (= = = oooooo -~ =
4 U U
. . Y Y
Circulacion o o 0
sistémica V J
[ L = = I EDEDEDEDEDEDEDEDED ED

Figura 3. Componentes de la barrera intestinal (Adaptacién de Shehata et al., 2022).

Los componentes quimicos, son secretados por ceélulas inmunitarias innatas y
adaptativas, como neutrdfilos, células T reguladoras, macrofagos y mastocitos que, en
conjunto, reaccionan contra la invasion de agentes extrafios para controlar la
inflamacion (Schoultz & Keita, 2020),

homeostasis al tejido intestinal (Dal Pont et al., 2023).

reparar el tejido dafado, y devolver la

La microbiota tiene un impacto significativo en la salud, ya que previene la colonizacion
por patdogenos mediante el proceso de exclusibn competitiva y produccién de
sustancias bacteriostaticas y bactericidas (Zajgc et al., 2021). En éste caso, las
bacterias ingresan al sistema digestivo por ingestion y las poblaciones bacterianas
autéctonas se establecen en relaciones comensales dentro del entorno del huésped,
incluida la mucosa y el contenido luminal del tracto digestivo (Chambers & Gong, 2011).
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Una caracteristica importante del epitelio es su rapida renovacion, misma que se
sostiene gracias a la proliferacion de las células madre epiteliales que dan origen a

todas las células de los diferentes tipos que contiene (Bialkowski et al., 2023).

Ocludina —
e Zdbnula occludens 1

JAM-A = 7 6nula occludens 2
Claudinas === Zo6nula
— occludens 2

Figura 4. Proteinas de unién estrecha (TJ) (Adaptacion de Nawab et al., 2018)

Las proteinas que conforman las uniones estrechas mantienen la unién entre las
células del epitelio intestinal y por tanto, la integridad y continuidad de la barrera
intestinal (Bhat et al., 2019), ademas de que proporcionan una permeabilidad selectiva,
al separar los solutos, y bloquear el ingreso de microorganismos patdogenos y toxinas
(Barekatain et al., 2019). En general, las uniones estrechas (Figura 4) se conforman de
proteinas transmembrana y moléculas de adhesién; claudinas (CLDN), ocludinas
(OCLN), zonocludinas-1, 2, 3 (ZO-1, ZO-2, ZO-3) y moléculas de unién—adhesion (JAM;
Kim et al., 2022). Estructuralmente, la ocludina y las claudinas contienen cuatro
dominios transmembrana con sus extremos N-terminal y C-terminal en el citoplasma,
mientras que JAM tiene solo un dominio transmembrana (Lin et al., 2022).

Las CLDN tienen 2 bucles extracelulares necesarios para la funcién e integridad de las
uniones estrechas, regulan la permeabilidad idnica paracelular de Na*, Mg?*, Ca*, CI, y

funcionan como receptores para detectar sefiales extracelulares, por ejemplo la
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presencia de enterotoxinas de Clostridium perfringens (Yadav et al., 2022). Las
claudinas -1, -3, -4, -5, -7, comparten caracteristicas particulares por la capacidad de
formar poros paracelulares de aniones/cationes, asi como canales de agua; como
resultado, aumentan la permeabilidad de solutos (Awad et al., 2017).

La OCLN consta de cuatro dominios transmembrana con la capacidad de cambiar a
varias ubicaciones paracelulares, tiene mayor presencia en los puntos de contacto
célula-célula (Awad et al., 2017), regula la permeabilidad paracelular, y es importante
para mantener la estructura celular y la funcion de barrera (Bao et al., 2022).

Las ZO, tienen multiples dominios, proporcionan los sitios de union para las proteinas
transmembrana y promueven la formacion del esqueleto de proteina de union estrecha,
ademas de que son responsables del transporte transepitelial de iones y fluidos entre la
luz intestinal y el torrente sanguineo (Bao et al., 2022; Ciszewski et al., 2022).

En particular, OCLN y CLDN son proteinas transmembrana que contribuyen al cierre
paracelular, mientras que ZO-1 es una proteina de placa citoplasmatica que interactua
con proteinas transmembrana y citoesqueléticas. Por otra parte, ZO y OCLN, reducen
el espacio paracelular entre las células epiteliales adyacentes y previenen la invasion
de alergenos, microorganismos y contaminantes (Proszkowiec-Weglarz et al., 2020;
Zhang et al., 2022b).

2.5. Efecto del EC en epitelio intestinal

Los pollos de engorda bajo condiciones de EC reducen drasticamente su consumo de
agua y alimento, ademas de que pueden presentar diarrea o excrementos acuosos
(Sumanu et al., 2022). En esta condicion el tracto gastrointestinal, sensible al EC,
puede presentar enteritis leve, disfuncion de la digestidon y absorcion, deficiencia en la
funcién de la barrera epitelial intestinal, y susceptibilidad a diversas enfermedades
(Alhenaky et al., 2017; Goel et al., 2023). No obstante, esto depende del tipo de EC, la
intensidad de la temperatura y el tiempo de exposicion. Asi, para el caso de exposicion
cronica a EC se pueden observar danos en la mucosa del duodeno y yeyuno de pollos
de engorda (Mazzoni et al., 2022).

El organismo en condiciones de EC busca disipar calor corporal redirigiendo la

circulacion sanguinea hacia la periferia, lo cual reduce el flujo de sangre a intestino.
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Como consecuencia se reduce el aporte de oxigeno y nutrientes a las células del
epitelio intestinal, y se induce una apoptosis excesiva (Yi et al., 2017). El estado
hipdéxico del intestino resulta en la pérdida de células del epitelio, y en baja expresion de

proteinas de union estrecha (Sarsour & Persia, 2022).

A nivel histolégico el dafio ocasionado por el EC se observa como reduccion de la altura
de las vellosidades intestinales, aumento en la profundidad de las criptas, y pérdida de
la continuidad del epitelio (Mazzoni et al., 2022). En consecuencia, se reduce el area de
absorcidn en la mucosa intestinal, se limita la secrecion de enzimas digestivas (Wu et

al., 2018), y se incrementa la permeabilidad intestinal (He et al., 2016).

Ademas, una disminucién en la expresiéon de la proteinas de unién estrecha se
relaciona con una funcion alterada de la barrera e incremento en la permeabilidad
intestinal (Bao et al, 2022). Como consecuencia se incrementa el paso de
lipopolisacaridos y patégenos hacia la circulacién sanguinea, e inicia la activacion del

sistema inmune y la respuesta inflamatoria en intestino (Zheng et al., 2022).

El EC también podria alterar el equilibrio de la microbiota intestinal (Goel et al., 2023).
Se ha observado que algunas bacterias patégenas utilizan como receptores a proteinas
de la familia claudina y forman poros en la membrana de las células de epitelio
intestinal, lo que provoca entrada de Ca?* y desencadena el dafio en las vellosidades
intestinales (Fatholahi et al., 2021).

2.6. Alternativas nutricionales para contrarrestar el EC

Para atender algunos problemas de la produccion avicola, desde 1940 se utilizan
antibiodticos por su actividad como promotores de crecimiento para la produccion animal
(Yegani & Korver, 2008). Sin embargo, ha existido la preocupacion de que la carne de
pollos criados con antibidticos en su dieta, pudiera contener residuos de antibiéticos
que afecten la salud del consumidor (Khalique et al., 2020). A partir del afio 2006
dentro de la Unién Europea esta prohibido el uso de antibiéticos como promotores del
crecimiento en la dieta de animales; y desde 2012, en Estados Unidos, la

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), también planted la exigencia de
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limitar la inclusion de antibidticos en las dietas para alimentacion del ganado (Hu et al.,
2022).

Lo anterior plantea la necesidad de generar nuevos productos que actuen como
promotores de crecimiento de pollos de engorda, que mejoren sus parametros
productivos, y que puedan utilizarse para reducir el impacto del EC sobre la produccion
avicola (Arif et al., 2019). Algunas alternativas que se plantean son los probio6ticos,
prebidticos, simbidticos, aditivos fitogénicos (extractos de hierbas y aceites esenciales),
y aminoacidos esenciales, entre otros; de todos ellos se ha documentado su efectividad
al adicionarlos en las dietas para pollos de engorda (Mehmood et al. 2023). A

continuacion, se describen algunas de estas alternativas.

2.7. Probiéticos

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO)/
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), definen los probidticos como un suplemento
alimenticio compuesto de microorganismos vivos que beneficia al huésped al mejorar el

equilibrio de su microbiota intestinal (Jeni et al., 2021).

Los probiodticos influyen en el crecimiento y rendimiento productivo de las aves, mejoran
la digestidon y absorcién de nutrientes, y benefician su estado de salud (Alagawany et
al., 2018). Ademas, por su capacidad de limitar el crecimiento de microorganismos
patégenos, pueden emplearse para el tratamiento y prevencién de infecciones (Abd EI-
Hack et al., 2018). En relacidon con lo anterior, los probidticos favorecen la produccion
de acido lactico y peroxido de hidrégeno, perjudiciales para muchos patégenos
aerobicos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, S.
typhimurium, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,
Yersinia enterocolitica, Candida albicans y algunos parasitos coccidios Eimeria sp
(Rafiq et al., 2022)

Los principales mecanismos de accion de los probidticos se resumen en los siguientes

apartados:
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1. Proteccidn contra bacterias patdogenas a través de efectos competitivos y
antagonicos (Zhang et al., 2023). Los probioticos tienen capacidad de
adherencia al epitelio intestinal, por lo que su presencia resulta en la
competencia con los microorganismos patdgenos por los sitios de union en las
mucosas intestinales, y evitan que éstos colonicen el tracto digestivo y

compitan por los nutrientes (Rafiq et al., 2022).

2. Regulacion de la actividad y poblacion bacteriana del tubo digestivo, los
probidticos aumentan la diversidad bacteriana, incrementan la produccién de
metabolitos benéficos y reducen la produccion de otros, por ejemplo amoniaco
(Juricova et al, 2022). De esta manera los probidticos favorecen Ila
proliferacién de microrganismos benéficos; en particular, la administracién de
B. bifidum, Bifidobacterium longum, y B. animalis aumentaron los recuentos de
bacterias acido lacticas y bifidobacterias al mismo tiempo que disminuyeron las
bacterias coliformes totales (Abd El-Hack et al., 2020b; Abd El-Hack, 2022c).
Ademas, los probidticos contribuyen a la reducir la toxicidad de compuestos
como amoniaco y aflatoxinas en el intestino. En este sentido, la administracion
de B. subtilis a pollos de engorda, demostré una reduccion en las emisiones de

amoniaco de la materia fecal (Ramlucken et al., 2020).

3. Promocién de la inmunidad a través de la secrecion de acidos grasos y sintesis
de antibioticos, que favorecen la activacién de macréfagos y otras células de
sistema inmune, asi como la sintesis de citoquinas por el huésped (Salem et
al., 2022). Los probidticos producen acidos organicos y acidos grasos de
cadena corta (AGCC) como lactato, propionato y acetato; éstos reducen el pH
e inhiben la colonizacion y el crecimiento de patdgenos (Fathima et al., 2022).
Ademas, los AGCC promueven la produccién de mucina por parte de las
células caliciformes (Trukhachev et al., 2021). Por otra parte, las bacterias
probidticas son capaces de potenciar las respuesta inmunitarias, mediante la
activacion de macrofagos, aumentando la produccién de citocinas por parte de

linfocitos intraepiteliales y algunas inmunoglobulinas (Al-Khalaifah, 2018). En
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particular, al suplementar Lactobacillus delbrueckiia se observo un incremento
en los niveles de IgA y citoquinas inflamatorias de mucosa intestinal (Ding et
al., 2021).

. Prevencién de la producciéon de toxinas bacterianas, como las bacteriocinas,
que inhiben diversos patogenos (Alagawany et al., 2021). Esto sucede cuando
las bacterias probidticas impiden, por competencia, el crecimiento de
patéogenos en el TGI, y bloquean a sus receptores blanco en las células
epiteliales (Ismail et al., 2023). Otros compuestos antimicrobianos secretados
por probioticos son perdxido de hidrégeno, acido lactico y bacteriocinas que
inhiben la colonizacion de patégenos (Daba et al., 2021). En particular, algunas
bacteriocinas forman poros en la membrana citoplasmatica del patdgeno,
agotando el potencial transmembrana a su vez, el gradiente de pH, y como

resultado provocar su muerte (Furlaneto-Maia et al., 2020).

. Produccién de enzimas que facilitan la digestion del alimento y liberan
nutrientes y metabolitos que favorecen la salud y nutricion del huésped (Abd
El-Hack et al., 2022c). Los probidticos secretan enzimas extracelulares como
amilasas, fitasas, proteasas y lipasas para aumentar la digestibilidad de
carbohidratos, proteinas y grasas (Fathima et al., 2022). Por lo tanto, al tener
una mejor digestibilidad se incrementa la capacidad de absorcion de nutrientes

en intestino (Ramlucken et al., 2020).

Los requisitos para que un probiético se considere funcional son: resistencia al pH acido

del ambiente del TGl, facil adherencia al epitelio, y contribucién para mantener la

microbiota intestinal a nivel fisiolégico adecuado (Abreu et al., 2023). En concreto, los

probidticos también se asocian con mejor rendimiento de crecimiento y reduccion de

enfermedades en el hospedero (Tran et al., 2023).

Los géneros bacterianos con efectos probidticos en aves son Lactobacillus,

Enterococcus y Bacillus (Kulkarni et al., 2022). La Unioén Europea ha autorizado doce
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especies para ser utilizadas como aditivos en engorda de pollos: Bacillus cereus,
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus infantarius, Streptococcus y Saccharomyces cerevisiae
(Applegate et al., 2010).

En aves, se ha evaluado la suplementacion con probidticos y se han observado
respuestas muy variables, la mayoria de ellas dependen del tipo de administracion
(agua o alimento), caracteristicas del probidtico, dosis, ajustar la formulaciéon del
probidtico, genotipo del ave, condiciones ambientales, duracion del tratamiento, lo
anterior con la finalidad de asegurar el efecto deseado (Fesseha et al., 2021; Cirilo et
al., 2023).

Bacillus spp

Los probidticos a base de Bacillus son adecuados para la alimentacion animal, debido a
que forman esporas metabdlicamente inactivas, que no se modifican cuando se
procesa, por ejemplo, en el granulado del alimento. Es un probidtico seguro que no
genera resistencia bacteriana (Konieczka et al., 2022), y se utiliza por su alta capacidad
de colonizacién en el TGI del pollo, debido a su tolerancia al acido gastrico, la bilis y las
enzimas digestivas (Kulkarni et al., 2022). Bacillus puede producir varias enzimas
digestivas como amilasas, proteasas, celulasas y lipasas, y con ellas mejorar la
digestion de nutrientes en el tracto digestivo (Bao et al., 2022). Ademas, secreta una
amplia gama de compuestos antimicrobianos activos contra patégenos invasores
(Ramlucken et al., 2020; Soni et al., 2022). Bacillus coagulans produce coagulin, un
inhibidor similar a bacteriocina, con efecto contra patégenos como C. perfringens
(Kulkarni et al., 2022).

En particular un producto comercial de B. subtilis con dosis aproximadas entre 1.5 x 10°
UFC/g a 7.5 x 10* UFC/g de alimento para la industria avicola en su uso comercial

costaria aproximadamente $2.00 ddlares por tonelada de alimento (Park et al., 2020).

Este probidtico mejora el crecimiento de las aves aun desafiadas con Eimeria maxima,

y eleva la expresion de JAM2 y ocludina, influyendo en la inmunidad intestinal y la
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integridad de la barrera epitelial de los pollos de engorda (Park et al., 2020). Asi
también, se ha reportado un efecto benéfico de un probidtico multicepa de Bacillus para
mantener la morfologia intestinal a través de incrementar la expresion de MUC-2 y
JAM2, ZO-1 y OCLD, en condiciones optimas de crecimiento y en aves a desafiadas

Clostridium perfringens (Konieczka et al., 2022).

La encapsulacion aumenta la disponibilidad, estabilidad, y funcionalidad como barrera
fisica de proteccidn a los probidticos (Sun et al., 2023). Se ha observado que la
encapsulacion de Bacillus amyloliquefaciens en pollos de engorda, aumentd sus
variables productivas, y moduld la actividad de enzimas digestivas como amilasa alfa 2,
quimotripsina y lipasa pancredtica, ademas de mantener una microbiota intestinal

saludable y limitar el crecimiento de Campylobacter jejuni (Ismail et al., 2023).

Lactobacillus

Las bacterias del acido lactico (BAL), son microrganismos que se pueden asilar de
varias fuentes, algunos miembros de estas bacterias presentan propiedades probidticas
y amplia tolerancia al estrés ambiental (Daba et al., 2021). Lactobacillus spp.,
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis y Bifidobacterium spp. son las BAL
mas utilizadas como probiéticos de manera individual o en formulaciones (Shehata et
al., 2022). Algunas especies de microorganismos del género Lactobacillus se
encuentran en el intestino y actualmente se reconocen como aditivos seguros
(Mehmood et al., 2023). Después de la eclosién de los pollitos se establecen los
lactobacilos en el TGI, ello reduce el pH de la digestion, e inhibe el crecimiento de
enterobacterias o ciertos patégenos (Rokon-Uz-Zaman et al., 2023); ademas de que
producen algunas bacteriocinas que inhiben directamente a otras bacterias que pueden

perjudicar la salud de las aves (de Souza Oro et al., 2023).

La evaluacion la cepa YPG14 de Lactobacillus reuteri presenté actividad antimicrobiana
contra Salmonella Pullorum, mejoré el peso y disminuyd la mortalidad de las aves,
ademas de reducir el dafio en la morfologia intestinal de yeyuno (Ma et al., 2023). Se ha
destacado que ciertas cepas de LAB podrian inhibir el crecimiento y ser utilizadas como
agentes para el biocontrol de hongos (Zhu et al., 2021). De acuerdo con ello, se ha
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propuesto que la adicion de Lactobacillus salivarius en dietas para pollos de engorda
desafiados con aflatoxina B1, puede degradar esta micotoxina en un 91.5 % a las 72
horas, ademas de obtener un mayor rendimiento y mejorar las caracteristicas de la
calidad de la carne (Chen et al., 2022). La evaluacién de 10° UFC/kg de Lactobacillus
salivarius en pollos Leghorn blancos desafiados con E. coli y en EC, resulté en mayor
crecimiento y baja la mortalidad, ademas de que se mantuvieron los niveles de
expresion de ARNm de ocludina ileal, Claudina-1 y Zonula occludens-1 (Wang et al.,
2020b).

Enterococcus

Enterococcus faecium es el primer probidtico permitido como aditivo por la Unidn
Europea y FDA (He et al., 2021). En particular, la cepa Enterococcus faecium
NCIMB11181 esta autorizada por el Panel de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria, como complemento alimenticio para engorda y rendimiento de diferentes
animales (Daba et al., 2021).

Enterococcus faecium se encuentra presente en gran parte del TG, tiene propiedades
probiodticas, se considerada promotor de salud, y destaca por sus propiedades
antimicrobianas, al disminuir la colonizacién y proliferacion de Salmonella enteritidis y
Listeria innocua HPB13 (Daba et al., 2021; Albrecht et al., 2022). En pollos de engorda,
se le relaciona con una mejora en las caracteristicas morfolégicas del epitelio intestinal,
aumento del area de superficie de absorcion intestinal, modulacién de la microbiota y

resistencia a infecciones (He et al., 2021; Wang et al., 2020b).

En un estudio reciente, la suplementacion de 1 x 10° CFU/kg de E. faecium mejoro la
adhesion de los probidticos al epitelio intestinal en pollos de engorda, disminuyod la
eficiencia alimenticia, aumenté el area de superficie de vellosidades y las variables
morfolégicas del epitelio en yeyuno e ileon; ademas aumenté la abundancia relativa de
Lactobacillus spp. (He et al., 2021). En otro trabajo, la adicion de E. faecium
NCIMB11181 a la dieta de pollos de engorda desafiados con Escherichia coli O78

incrementd la ganancia diaria de peso, disminuyo la mortalidad de las aves, mejoroé las
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caracteristicas de la mucosa en yeyuno y favorecio la expresion de claudina-1 (Huang
et al., 2019).

Una combinacion de E. faecium DSM 7134 y fructooligosacaridos (FOS) en pollos de
engorda desafiados con Escherichia coli, presentd efectos benéficos al aumentar el
peso, incrementar la abundancia relativa de bacterias en ciegos, y disminuir la
abundancia de proteobacterias (Fuhrmann et al., 2022). La evaluacion de la
suplementacidon conjunta de B. subtilis y E. faecium en gallinas ponedoras, mostré un
efecto benéfico en la ganancia de peso y eficiencia alimenticia, e incremento el peso de

organos inmunes como bazo y timo (Hatab et al., 2016).

2.8. Probiéticos y comportamiento productivo de aves en estrés por calor

La temperatura 6ptima para produccion en las aves a partir 14 dia de edad es de 24 °C.
Al superar esta temperatura comienzan a observarse cambios en el consumo de
alimento, aumenta el consumo de agua y disminuye la eficiencia alimenticia (Attia et al.,
2018; Nawab et al., 2018). En gallinas ponedoras, la calidad del huevo y la produccién
de postura disminuyen (Ahmad et al., 2022a). Los probidticos ayudan a mitigar el EC al
restaurar el equilibrio microbiano, y prevenir la disbiosis relacionada con EC (Fathima et
al., 2022).

La suplementacion de Bacillus subtilis a dietas para pollos de 1 dia de edad, hasta el
dia 43, en condiciones de EC, a temperatura de 32 °C durante 10 horas diarias,
aumentd los parametros productivos y redujo marcadores de inflamacion como la
concentracion de IgA e IgY (Wang et al.,, 2018b). La adiccién de Bacillus subtilis 400
ppm en gallinas ponedoras mantenidas en temperatura y humedad elevadas (34 °C y
55 % de humedad relativa), mejord la calidad de la cascara de huevo, aumentd su
grosor y la resistencia de rotura (Fathi et al., 2018). Por otro lado, la mezcla de Bacillus
subtilis y Enterococcus faecium, en gallinas ponedoras en EC (33 °C de temperatura
ambiente), incrementé la ingesta diaria de alimento y resulté en una mayor produccién
de huevo (Zhang et al., 2017a). Otro trabajo con la adicion de 0.1 % de Lactobacillus

acidophilus 1TA44 y Lactobacillus pentosus ITA23, durante la finalizacién de pollos de
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engorda en EC (35° C) resulté en aves con mayor peso final; sin afectarse el consumo
de alimento (AlAfifi et al., 2020).

2.9. Aditivos fitogénicos

Los fitogénicos, fitobidticos o fitoquimicos, son compuestos bioactivos derivados de
plantas, tales como aceites esenciales, que destacan por sus propiedades antioxidantes
debido a su alto contenido en polifenoles y fitoquimicos, y por sus propiedades
antimicrobianas contra bacterias, levaduras y mohos (Gholami-Ahangaran et al., 2022;
Sandner et al, 2023). Los aditivos fitogénicos se clasifican como compuestos
sensoriales y aromatizantes de acuerdo con la legislacion de la Union Europea (EC
1831/2003; (Shehata et al., 2022). Algunos de estos aditivos también son catalogados
como promotores del crecimiento naturales, y son alternativas seguras al uso de
antibidticos (Abdel-Moneim et al., 2021), un ejemplo es el aceite esencial de orégano
(Mora-Zuniga et al., 2022). En la actualidad, hay un aumento en el uso de productos a
base de hierbas, asi como de su aplicacién en los animales; el 70 % se aplica en
bovinos, equinos, ovinos, caprinos y porcinos, 9.1 % en aves de corral y 4.3 % en
conejos (Kuralkar & Kuralkar, 2021).

Existe una amplia variedad de hierbas o extractos de plantas, entre los mas populares
se encuentran el tomillo (Thymus vulgaris), orégano (Origanum vulgare), canela
(Cinnamomum zeylanicum Nees), chile (Capsicum annum), romero (Rosmarinus
officinalis), ajo (Allium sativum L.), jengibre (Zingiber officinale), pimienta negra (Piper
nigrum L.), comino negro (Nigella sativa), menta silvestre (Mentha longifolia); ademas
de otros productos secundarios como aceites esenciales derivados de estas hierbas,
como timol, carvacrol, cinamaldehido, son utilizados como aditivos en la alimentacion
de aves (Alagawany et al., 2021; Abd El-Hack, 2020a).

No obstante, la composicién y concentracion de los fitobidticos pueden variar, por
diversos factores: las partes de la planta utilizada, origen geografico, temporada de
cosecha, condiciones climaticas, técnicas de procesamiento como extraccion,

destilacion y estabilizacion, ademas de las condiciones de almacenamiento del
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producto (Abdelli et al., 2021). Por ejemplo, el timol y carvacrol son constituyentes
principales del aceite esencial de tomillo, pero su composicién puede variar desde un 3
% hasta un 60 % (Gholami-Ahangaran et al., 2022). La composicidon del aceite esencial
de orégano es de un 80 % de timol y carvacrol, estos compuestos fendlicos tienen
grupos hidroxilo que al combinarse con monoterpenos oxigenados, pueden exhibir
actividad antioxidante con comportamiento sinérgico (Mora-Zuiiga et al., 2022). Estos
aceites reducen la produccion de radicales libres relacionados con el estrés mediante la
inhibicion de ciertas enzimas, por lo que pueden ser eficaces para contrarrestar el EC
(Mehmood et al. 2023). El timol, puede prevenir el estrés oxidativo aumentando los
niveles de glutation y superoxido dismutasa a través de la via Nrf2, ademas tiene
actividad antimicrobiana al formar poros en la membrana celular bacteriana de
microorganismos como Clostridium perfringens (Ghiselli et al., 2022). A continuacion, se
describen los efectos de tres fitogénicos, que pueden considerarse en la alimentacién

animal.

Zingiber officinale Roscoe

Zingiber officinale Roscoe, conocido como jengibre, es una hierba monocotiledénea,
utilizada ampliamente como especia en alimentos y considerada un alimento funcional
(Parham et al., 2020). El jengibre contiene diferentes compuestos fendlicos como son:
gingeroles (8-,10-,12-gingerol), shogaoles (1-deshidrogingerdiona, 6-gingerdiona,10-
gingerdiona), paradols, zingerona, a los cuales se le atribuyen sus actividades
antinflamatorias y antioxidantes (Ballester et al., 2022). Se ha reportado que los
compuestos como gingerdoina, el generdiol y el gingerol, tienen capacidad de mejorar
la digestibilidad y el crecimiento en los pollos de engorda, ademas se tiene referencia
que estos compuestos son efectivos para el control de coccidiosis (Aljedaie & Al-Malki,
2020). El uso de jengibre como aditivo tiene impacto en la palatabilidad, digestibilidad,
metabolismo y salud en general de las aves, y se considera como promotor de
crecimiento en pollos de engorda y promotor de producciéon de huevos en gallinas
ponedoras (Abd El-Hack et al., 2020b). En particular, el aceite esencial de jengibre
destaca por sus propiedades antimicrobianas, antifungicas y antioxidantes (Noori et al.,
2018). La accion microbiana, es especifica contra bacterias como: Staphylococcus
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aureus, E. coliy Pseudomonas aeruginosa y algunos hongos como: Aspergillus niger'y
Candida albicans (Cao et al., 2018).

La adiccion de 2 % jengibre en dietas para aves en condiciones de EC se evaluo
recientemente, y mejor6 las variables bioquimicas sanguineas: alanina
aminotransferasa sérica, concentracion de glucosa y colesterol en pollos de engorda
expuestos a temperaturas de 28 °C a 33 °C (Rehman et al., 2018). Por otra parte, la
suplementacién con jengibre disminuyé los niveles de triglicéridos, colesterol,
lipoproteinas de alta (LDL) y baja densidad (VLDL). Al mantener unos niveles normales
de proteina y glucosa, se evitan los efectos negativos del sindrome metabdlico
(Qorbanpour et al., 2018).

Wen et al. (2020), evaluaron la adicién de 1000 mg/kg de jengibre en alimento para
pollos en EC, y observaron que se mejord el peso final, ganancia diaria de peso y
conversion alimenticia de las aves, a su vez que redujeron los niveles de colesterol total
y triglicéridos. El uso 4 g de jengibre en polvo /kg de dieta también demostrd incremento
en el peso de pollos de engorda, mejor la eficiencia alimenticia y rendimiento de canal,
ademas de aumentar las variables de morfologia en yeyuno (Shewita & Taha, 2018). En
pollos con coccidiosis inducida, alimentados con una mezcla 2.5 g de ajo en polvo /kg
de dieta y 7.5 g de jengibre en polvo /kg de dieta, se incremento la ganancia de peso y
eficiencia alimenticia, y se redujo la incidencia de ooquistes e indice de mortalidad (Ali
et al., 2019). Por otra parte, la adicciéon de 10 g/kg de jengibre en polvo aumento la

produccion de huevos en gallinas ponedores Hy-Line Brown laying (Zhao et al., 2011).

Capsaicina

El chile (Capsicum annuum) comprende una gran cantidad de especies con variedad en
sus caracteristicas morfologicas, agronémicas y moleculares (Hernandez-Pérez et al.,
2020). Los chiles son buena fuente de vitamina A, C y E, en conjunto tienen funciones
antioxidantes, al reducir los efectos del estrés por calor (Rahimian et al., 2018). En su
composicion predominan los capsaicinoides, carotenoides, flavonoides, vitaminas y

minerales.
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En particular, los dos principales capsaicinoides responsables del 90 % del
caracteristico sabor del chile son capsaicina y dihidrocapsaicina (Batiha et al., 2020).

La capsaicina destaca por la actividad antioxidante, actividad antimicrobiana vy
antiinflamatorias (Liu et al., 2021c). Se puede utilizar como aditivo en la alimentacion de
pollos de engorda y gallinas ponedoras, con la finalidad de aumentar el apetito y
parametros de postura, caracteristicas de calidad y color de la yema de huevo (Abd EI-
Hack et al., 2020a).

La capsaicina se absorbe en el intestino, estimula el metabolismo de los nutrientes y
energia, mejora la actividad de glucosa-6-fostato deshidrogenasa, lipoproteina lipasa en
tejidos adiposos y actividades enzimaticas en el tracto gastrointestinal, asi como la
actividad de tripsina, lipasa, amilasa y quimotripsina (Abd El-Hack et al., 2022b;
Herrero-Encinas et al., 2023). Por otra parte, capsaicina presenta actividad
antimicrobiana con un amplio espectro contra bacterias grampositivas y gramnegativas
patégenas y no patégenas (Abd El-Hack et al., 2022b), con una funcion protectora en la
mucosa gastrointestinal, reduciendo la colonizacion por E. coli, Eimeria spp, Clostridium

perfringens y Salmonella (Pirgozliev et al., 2019; Liu et al., 2021c).

En mucosa intestinal la adicion de 1y 2 % de pimiento rojo se asocia con aumento en la
longitud de las vellosidades y disminucion de la profundidad de las criptas intestinales
en pollos de engorda (AlAfifi, 2020).

Liu et al. (2021c) observaron que la suplementacion con 80 mg/kg de extracto de
capsaicina natural, incrementd el peso final y la capacidad antioxidante en suero de
glutation peroxidasa, superédxido dismutasa de las aves. Ademas, la combinacion de
varias especias podria potencializar los efectos de estas; por ejemplo, se observd que
la mezcla de 250 ppm de extractos a base capsaicina, pimienta negra y jengibre,
incrementaron el peso de pollos de engorda, y su capacidad de digestion de los

nutrientes (Herrero-Encinas et al., 2023).
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Piper nigrum

La pimienta negra (Piper nigrum) es una especia mundialmente conocida, que contiene
piperina y sustancias bioactivas como acido pipérico y piperlongumina. Posee
propiedades antioxidantes, antinflamatorias y antimicrobianas (Herrero-Encinas et al.,
2023). Como antioxidante incrementa la actividad de glutation peroxidasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Oso et al., 2019). En cuanto a su actividad antimicrobiana, se
ha observado que los extractos de hojas y de aceites esenciales a base de pimienta
negra reducen la presencia de Staphylococcus aureus, Salmonella typhiy E. coli (Alves
et al., 2023).

La piperina, se utiliza como aditivo natural en la ganaderia para promover actividades
antiapoptoticas y antioxidantes, sin dejar algun residuo en la carne (Abdelnour et al.,
2018). En particular, en pollos de engorda se ha documentado su efecto antioxidante e
inmunoestimulante (Kishawy et al., 2022), y se ha observado que reduce la
peroxidacion lipidica, previniendo asi la inflamacion y el dafio oxidativo (Abd El-Hack et
al., 2022a).

En particular, se ha relacionado a la piperina con reduccién en la toxicidad de
aflatoxinas en aves de engorda, al prevenir el dafo hepatico, y el dafio al ADN en las

células de sangre periférica (Da Silva Cardoso et al., 2016).

La evaluacién de una mezcla fitogénica compuesta de Aerva lanata, Piper betle,
Cynodon dactylon y Piper nigrum en dietas para pollos de engorda, redujo su
mortalidad, incrementd la ganancia de peso y mejoro la eficiencia alimenticia, a la vez
que favorecio las caracteristicas morfoldgicas del epitelio intestinal (Oso et al., 2019).
Otros ejemplos son los trabajos realizados por Moharreri et al. (2022) con una mezcla
de aceites esenciales de tomillo, ajedrea de verano, menta y semilla de pimienta negra,
en pollos desafiados con Salmonela enteritidis, quienes observaron mejor
comportamiento productivo en las aves, incremento en la expresidon de ocludina y en la
integridad del epitelio en ileon; asi como el trabajo de Kishawy et al. (2022), quienes
suplementaron la dieta de las aves con aceite esencial de pimienta y observaron
efectos positivos en las variables productivas y en la expresion de genes IL-10 e IgA.
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2.10. Prebiodticos

La Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y Prebioticos (ISAAP) define a los
prebidticos como “un sustrato que es utilizado selectivamente por los microorganismos
del huésped que confiere un beneficio para la salud” (Ruvalcaba-Goémez et al., 2022).
Por lo regular los prebidticos son carbohidratos como inulina, oligosacaridos,
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, manonooligosacaridos, xilooligosacaridos y
lactulosa; todos ellos se han utilizado en aves (Shehata et al., 2022). Estos prebidticos
son considerados una alternativa a los antibidticos, debido a que reducen la
colonizacion por patéogenos, mejoran la utilizacién de nutrientes, benefician la salud
intestinal y el rendimiento de las aves (Rafiq et al.,, 2022). Como resultado, el uso de
prebidticos ha ganado popularidad en la alimentacién animal, al mismo tiempo que son
un producto alimenticio seguros y sostenibles (Baker et al., 2021). El modo de accién de
los prebidticos es que, al no digerirse en el intestino delgado, sirven como fuente de
alimento para bacterias benéficas del intestino grueso y promueven las poblaciones de
Lactobacillus y Bifidobacterium que, a su vez, producen bacteriocinas y compiten con
bacterias patdgenas por los sitios de union en la mucosa intestinal (Froebel et al., 2019;
Rahman et al., 2022).

En particular, las aves jovenes son vulnerables a diversos patdogenos, debido a la
inmadurez de la microbiota del tracto gastrointestinal, pero el uso de prebidticos permite
incrementar la proliferacion de bacterias autéctonas del tracto gastrointestinal y la
eliminaciéon de bacterias nocivas (Ricke, 2021).

En efecto, se ha mencionado que los fructooligosacaridos modulan el metabolismo
celular, suprimen la inflamacion, regulan la actividad de la barrera intestinal, protegen
de la accién de lipopolisacaridos microbianos, y regulan las respuestas inmunitarias en
el intestino (Wongkrasant et al., 2020). Como ejemplo, en pollos de engorda
alimentados con prebidticos derivados de Saccharomyces se incrementé la ganancia
diaria de peso y el peso final, ademas de que se redujo el recuento de Campylobacter
en los ciegos de esas aves (Froebel et al., 2019).
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2.11. Simbioticos

Los simbidticos resultan de la combinacion de prebioticos y probiodticos, esta
combinacién es benéfica para mitigar los efectos negativos del estrés por calor, e influir
en el rendimiento, la morfologia intestinal y la respuesta inmune de las aves (Saeed,
2019). El uso de los simbidticos mejora la disponibilidad de los prebidticos en el tracto
gastrointestinal, y favorece selectivamente a los organismos probidticos que colonizan
el lumen intestinal (Pandey et al, 2015). En consecuencia, se observa un efecto
sinérgico que mantiene el equilibrio y la actividad de la barrera intestinal (Markowiak &
Slizewska, 2018). Un ejemplo de combinacion simbidtica mas utilizada son
fructooligosacaridos con bifidobacterias (Rafiq et al., 2022). En particular, se observo
que la combinacion de probidticos y 0.1 % de fructooligosacaridos disminuy6 la
presencia de Salmonella enteritidis en aves, en comparaciéon cuando se usaron los
componentes por separado (El-Saadony et al., 2022). Asi también, la administracion de
un simbidtico a base de Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Saccharomyces
cerevisiae y B -glucanos (0.5 kg/t) en dieta para pollos de engorda, mejor6 el
rendimiento en canal y se relaciond con una mayor disponibilidad de nutrientes para el

crecimiento muscular (Fornazier et al., 2019).

2.12. Aminoacidos

La inclusiéon de aminoacidos (AA) sintéticos en dietas para pollos de engorda permite
brindar un mejor balance de AA a las aves, incrementar su consumo de alimento y su
rendimiento productivo. En particular, se deberia asegurar un aporte esencial de
metionina, ya que éste es el primer AA limitante en las dietas para aves, y es esencial
para la sintesis de otras moléculas como cisteina, carnitina y taurina; ademas se le
relaciona con varias funciones antioxidantes (Kachungwa et al., 2022). En aves también
se ha evaluado la influencia de glutamina, arginina y treonina, para el mantenimiento de
la integridad intestinal (Barekatain et al., 2019).

En condiciones de EC, se incrementan las pérdidas de aminoacidos endégenos dentro
del tracto gastrointestinal, entre los que se cuenta al AA treonina que es un componente

principal de la mucina que se secreta en el intestino para actuar como barrera contra
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infecciones. Arginina también tiene efecto en la mejora de la funcion de barrera
intestinal y como modulador de la microbiota (Bortoluzzi et al., 2020). Otro AA que
podria ser importante en EC en aves es glutamina, que es un precursor de la sintesis
de glutation, un antioxidante que enfrenta el estrés oxidativo, este AA influye en el
mantenimiento de la salud intestinal al regular las respuestas inmunitarias y reducir la

permeabilidad intestinal (Teng et al., 2021).

2.13. VitaminasEyC

La vitamina E actua como antioxidante para proteger la membrana celular del dafo
oxidativo, también se asocia con un aumento en la actividad enzimatica de glutation
peroxidasa y catalasa, y con reduccién de la peroxidacién lipidica (Surai et al., 2019).
Es una vitamina que se proporciona en forma de alfa-tocoferol, y que de acuerdo con el
NRC (1994) la dosis recomendada de vitamina E es de 10 mg/kg de alimento para
pollos de engorda (Vieira et al., 2021). En particular, la vitamina E contribuye a mejorar
el rendimiento de pollos de engorda, y a reducir el estrés oxidativo en EC (Calik et al.,
2022). Se ha demostrado su influencia en gallinas de postura, al incrementar la

produccién de huevos en climas calidos 34 °C a 35 °C (Yang et al., 2021).

Por otro lado, la suplementacion de vitaminas C y E reduce la mortalidad y mejora el
rendimiento de las aves en condiciones ambientales adversas (Nawab et al., 2018). La
vitamina C también es considerada un antioxidante con propiedades antiinflamatorias e
inmunomoduladoras, y actia como cofactor de muchas enzimas monooxigenasas y
dioxigenasas importantes (Gan et al., 2020). EI NRC recomienda complementar la dieta
con vitamina C para solventar los efectos del estrés por calor, asumiendo que durante
el EC pueden incrementarse las necesidades de esta vitamina (Bahrampour et al.,
2021).
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3. JUSTIFICACION

El estrés por calor es una de las principales consecuencias del cambio climatico, con
efectos nocivos en el sector ganadero y en particular en las aves. La industria avicola
tiene el objetivo de mantener una produccion elevada, y a su vez, preservar la salud y el
bienestar de las aves. Sin embargo, esto es complicado de mantener debido a factores
ambientales, como el estrés por calor y su impacto directo en el rendimiento de las

aves.

La problematica de salud en aves de engorda podia solventarse con el uso de
antibidticos, no obstante, esto ha generado una resistencia bacteriana, por lo tanto, se
plantea la busqueda de nuevas alternativas, que no comprometa la salud animal ni la

del consumidor.

Los probidticos son utilizados en la produccién avicola con el objetivo de inhibir diversos
patégenos, ya que contribuyen a mantener la salud intestinal y a mejorar el rendimiento

productivo de las aves.

Otra alternativa prometedora son los fitogénicos, compuestos derivados de plantas,
adicionados de manera individual o en mezclas herbales, que han demostrado tener
gran efectividad en la produccién avicola, debido a sus compuestos bioactivos y

propiedades antioxidantes.

La evaluacion de probidticos y de compuestos herbales ha sido estudiada en la
avicultura, pero son minimas las investigaciones que los evaluen en estrés por calor y
con periodos de exposicion prolongados, condiciones ambientales caracteristicas de
Mexicali, Baja California, asi como de otras regiones en México. Por lo tanto, es posible
que la adicion de probidtico y de compuesto herbal logre mitigar los efectos nocivos del
estrés por calor en los pollos de engorda, manteniendo la integridad del epitelio

intestinal y repercutiendo benéficamente en los parametros productivos.

29



4. HIPOTESIS

La adicién de un probidtico a base de Bacillus subtilis y/o de un extracto herbal
compuesto de Capsicum, Piper nigrum y Zingiber officinale en la dieta de pollos de
engorda criados en condiciones de estrés por calor tendra un efecto benéfico en la

integridad del epitelio intestinal y en el comportamiento productivo de las aves.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de un probiodtico a base de Bacillus subtilis y de un
extracto herbal (Capsicum, Piper nigrum y Zingiber officinale) en dietas para aves sobre
la integridad del epitelio intestinal y el comportamiento productivo de pollos de engorda

bajo condiciones de estrés por calor.
5.2. Objetivos Especificos

. Analizar el efecto de un probidtico y de un extracto herbal en el consumo de
alimento, ganancia de peso y eficiencia alimenticia de pollos de engorda criados en

condiciones de estrés por calor.

. Evaluar el efecto de un probiético y de un extracto herbal en las caracteristicas
histomorfolégicas del epitelio intestinal de yeyuno de pollos de engorda criados en

condiciones de estrés por calor.

. Determinar el efecto de un probidtico y de un extracto herbal en la expresién de
proteinas de union Claudina 1, Claudina 2, Proteina de union estrecha 1, proteina de
unién estrecha 2 y Ocludina en mucosa yeyunal de pollos de engorda bajo condiciones

de estrés por calor.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Generalidades

El estudio fue realizado en el Instituto de Ciencias Agricolas (ICA) de la Universidad
Autonoma de Baja California (UABC). Este instituto se ubica en el ejido Nuevo Leodn,
municipio de Mexicali, Baja California, con coordenadas 32°38'28"N 115°28'32"E a una
altitud de 1 msnm; clima desértico, con temperatura media anual de 24.5 °C, veranos
muy calurosos con temperaturas maximas extremas que alcanzan 45 °C durante julio y
agosto; y precipitacion media anual de menos de 50 mm (INEGI, 2022). En particular la
temperatura maxima anual promedio del ejido Nuevo Ledn es de 38.1 °C, media de
23.2 °C y minima de 13.9 °C (CONAGUA, 2023).

La fase de campo fue realizada en el Laboratorio de Fisiologia y Metabolismo Animal, el
sacrificio y toma de muestras de las aves se llevé a cabo en el Taller de Carnes y los
analisis de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Nutrigendmica de este

instituto.

El estudio fue realizado en dos periodos de 35 dias cada uno. El primer periodo de
condiciones de termoneutralidad (TN), fue realizado en los meses de octubre a
diciembre de 2021, con una temperatura de 13.6 a 25.4 °C; y el segundo periodo se
realizé durante los meses de abril a junio de 2022 con temperatura de 22.5 a 31.6 °C,

condicién que provoca estrés por calor (EC) en las aves.

Un total de 350 pollos Ross-308 no sexados de un dia de edad, se asignaron bajo un
disefio completamente al azar a cinco tratamientos de acuerdo a como se muestra en el
Cuadro 1. Las aves se recibieron en criadoras galvanizadas de 5 niveles, con las
siguientes medidas: 68 cm de ancho, 110 cm de largo, 38 cm de alto por nivel, y 174
cm de altura de bateria. Cada nivel tenia un foco de 40W. En el primer periodo, o
periodo TN, se agruparon 20 pollitos por nivel en las criadoras del dia 1 al dia 28 de
edad de los pollitos, después se trasladaron a corrales en donde se reubicaron grupos
de 8 aves por corral. En el segundo periodo, periodo EC, las aves se agruparon en 25
pollitos por nivel en las criadoras hasta los 14 dias de edad de los pollitos,
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posteriormente se trasladaron a n=8 aves por corral (7 corrales) corrales elevados (68
cm desde el piso) por tratamiento, con las siguientes medidas: 121 cm de largo, 116 cm
de ancho, y 111 cm de alto, que tenian piso cubierto de aserrin de madera. En cada

corral se contaba con un foco 40 w. Se proporcion6 un programa de luz por 24 horas.

Tanto las criadoras como los corrales contaron con un bebedero y comedero, con los
que se proporciond agua y alimento ad libitum durante todo del experimento. En el
primer periodo, o periodo TN, se agruparon 20 pollos por nivel en las criadoras del dia 1
al dia 28 de edad, después se trasladaron a corrales en donde se reubicaron grupos de
8 aves por corral. En el segundo periodo, periodo EC, las aves se agruparon en 25
pollos por nivel en las criadoras hasta los 14 dias de edad, posteriormente se
trasladaron a corrales. En el dia 28 se adicioné el extracto herbal a la dieta estandar,

misma dieta que recibieron las aves de este tratamiento correspondiente.

Cuadro 1. Tratamientos experimentales en los que fueron asignadas las aves durante
los periodos TN y EC alimentados con dieta estandar o adicionada con probidtico o

extracto herbal.

Tratamientos  Especificaciones

TN-E Pollos en condiciones TN alimentados con dieta estandar (n=75

aves) distribuidas en 8 corrales por tratamiento

TN-P Pollos alimentados con dieta estandar adicionada con 1.0 g/kg de
probidtico (n=75 aves)

distribuidas en 8 corrales por tratamiento

EC-E Pollos alimentados con dieta estandar en condiciones EC (n=60
aves)

distribuidas en 7 corrales por tratamiento

EC-P Pollos alimentados con dieta estandar adicionada con 1.0 g/kg
probiético en condiciones EC (n=60 aves)
distribuidas en 7 corrales por tratamiento
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EC-EH Pollos alimentados con dieta estandar adicionando con 0.05 % de
un extracto herbal en condiciones EC (n=80 aves)

distribuidas en 7 corrales por tratamiento

El probidtico utilizado fue un producto comercial de la empresa Evonik Industries
(Alemania), Bacillus subtilis DSM 32315, a concentracién de 1 x 10 ® CFU/g. El extracto
herbal fue un producto comercial a base de Capsicum, Piper nigrum 'y Zingiber officinale

de la empresa Deltavit, CCPA Group (Francia).

La composicion de las dietas estandar empleadas en este experimento se muestra en
el Cuadro 2. Ambas dietas (inicio y finalizacién) se disefiaron para cubrir los
requerimientos nutricionales de pollos de engorda de acuerdo con su fase de
crecimiento (NRC, 1994). Los pollos recibieron 3 dias de adaptacion con la dieta
estandar y suero vitaminado antes de comenzar cada periodo de experimentacion,
durante el cual se administraron las dietas estandar o adicionadas con probidtico o
extracto herbal correspondiente a cada tratamiento. Cada 15 minutos se registraron la
temperatura ambiental y humedad relativa de las salas en donde se alojaron las aves,
mediante un termometro ambiental y un higrotermégrafo (Thermotracker Higro,
iButtonLink, Wisconsin, E.U.A.) con la finalidad de monitorear estas variables y de dar
seguimiento a las condiciones de ambos periodos de experimentacion TN y EC. El
cuidado y trato de los pollos durante la experimentacion fue realizado con los
lineamientos de la NOM-062-ZO0O (1999).

Cuadro 2. Dieta iniciacion (0-21 d) y crecimiento (22 a 35 d) para pollos de engorda.

Ingredientes (g kg ™) Fase de inicio Fase de crecimiento
0a21d 22a35d
Trigo 70.00 74.05
Soya 22.50 19.00
Aceite de canola 3.00 3.00
L- Lisina. HCI 0.21 0.21
L- Treonina 0.12 0.12
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DL-Metionina 0.22 0.12

Carbonato de caicio 1.70 1.75
Fosfato di calcico 1.50 1.00
Cloruro de sodio 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y 0.40 0.40
minerales

6.2. Parametros productivos y procedimiento de muestreo

Los pollos y el alimento se pesaron semanalmente, con la finalidad de obtener los datos
de ganancia de peso, consumo de alimento y conversidon alimenticia. Al final de cada
periodo, en el dia 35 de vida de los pollos, se seleccionaron aleatoriamente 10
individuos de cada tratamiento para su sacrificio, siguiendo las especificaciones de la
NOM-033-SAG/ZOO0 (2014). El sacrificio de las aves se realiz6 por dislocacién cervical.
Se retird el intestino delgado de cada ave, y el yeyuno fue lavado con solucién salina
estéril para colectar fragmentos de aproximadamente 500 mg de la region central de
yeyuno que fueron colocados en tubos de 2 ml, congelados inmediatamente en
nitrégeno liquido, y posteriormente ultracongelados a -80 °C hasta su posterior analisis
de laboratorio. Ademas, se colectaron segmentos de 3-5 cm de yeyuno, que fueron
colocados en solucion buffer de formaldehido al 10 %, para su procesamiento y analisis
histolégico. El tiempo transcurrido, desde el sacrificio hasta la toma completa de

muestras, en ningun caso excedid los 15 minutos.

6.3. Histologia de yeyuno

Los segmentos de yeyuno de cada ave fijados en una solucion de formaldehido fueron
procesados para su corte y tinciéon con la técnica de hematoxilina-eosina (HyE) (Gridley,
1957), este procedimiento se realiz6 en un laboratorio de analisis veterinarios (Hema
Diagndstico Veterinario en Mexicali, B.C., bajo responsabilidad del MC. MVZ. Alfonso
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de la Mora Valle). Una vez que se contd con las laminillas, de cada muestra se midieron
al menos 10 vellosidades al azar, en cada vellosidad se midi6é el largo o altura de
vellosidad (LV), ancho de la vellosidad (AV), profundidad de la cripta (PC) y se estimé la
relacion entre el largo de la vellosidad y la profundidad de la cripta (LP), las mediciones
se realizaron en micrometros (um; Figura 4). Para la observacion de las laminillas y
toma de fotografias se empled un microscopio 6ptico a magnitud de 10x (Primo Star,
Zeizz, Germany), y una camara especifica para microfotografias (VE-LX1000, VELAB™,

Texas, E.U.A.). Las mediciones se analizaron con el software Image J2 versioén 1.53.

Figura 5. Referencias para la medicién de largo de vellosidad (A), ancho de

vellosidad (B), y profundidad de criptas (C). (Tincién HyE a 10x).

6.4. Extraccion de ARN

Las muestras de yeyuno almacenadas a -80 °C fueron empleadas para la extraccion de
ARN, este procedimiento se realizé utilizando el kit comercial Direct-zol™ RNA Miniprep
Plus (Zymo Reserach, California, E.U.A.). Las muestras fueron pulverizadas con
nitrogeno liquido, de cada muestra se colectaron aproximadamente 50 mg en un

microtubo en el que previamente se habian colocado 530 pl de Trizol® Reagent
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(Invitrogen, Cop., St. Louis, E.U.A.). La muestra se agitd para su lisis y homogenizacion,
y después se incubd durante 1 minuto. Al terminar la incubacién la muestra se
centrifugd (Snorvall Legend Micro 21 Centrifuge; Thermo Scientific™, E.U.A.) a 12,000
rom durante 3 minutos. A continuacién, se recuperé el sobrenadante en un microtubo
nuevo, y se afnadio 500 pl de etanol al 95 % - 100 %, se realizd la mezcla de los
elementos por inmersion. El contenido total del tubo fue transferido a una columna
dentro de un tubo colector del mismo kit, y se centrifugdé durante 1 minuto a 12000 rpm.
Posteriormente, la columna se coloc6 en un nuevo tubo colector, se anadieron 400 pl
de buffer de prelavado, se centrifugé a 12,000 rpm por 1 minuto, y se desechd el
residuo del tubo colector, este ultimo paso, fue repetido 2 veces. Posteriormente, se
afiadieron a la columna 700 ul de buffer de lavado, y se centrifugé a 10,000 rpm durante
2 minutos. A continuacién, la columna se colocé en un nuevo microtubo libre de
nucleasas, para eluir el ARN se agregaron 30 pl de agua libre de nucleasas y se
centrifugé a 10,000 rpm durante 1 minuto. Finalmente, la columna fue desechada, vy el
RNA purificado se almacené a -80 °C en el microtubo previamente identificado. Se
evaluo la integridad del ARN extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
con bromuro de etidio y se visualizé bajo luz ultravioleta con fotodocumentador Kodak
Gel Logic200 (Eastman Kodak Company, E.U.A.).

6.5. Transcripcién reversa

Se realizd una reaccién de transcripcion reversa de cada muestra de ARN. La
transcripcion se inicié con 3 a 4 yl de ARN que fueron tratados con 1 U de DNasa |,
(Thermo Scientific™, Lituania, U.E.), a cada reaccion se le agregaron 6 pl de buffer de
transcripcion reversa 5x (Thermo Scientific) y se anadié 20.5 ul de agua libre de
nucleasas. La reaccion se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos, después por
5 minutos a 70 °C para inactivar la enzima.

Se continud con la transcripcion reversa agregando 1 pl de hexanucleotidos (Random
hexamers primer 0.2 ng/ul (Thermo Scientific) y 1 pl de solucion de DNTPs (10 uM de
cada uno, Invitrogen), se agregaron 2 pl de buffer de transcripcion, 3 ul de agua libre de
nucleasas y 1 ul de inhibidor de ribonucleasa (RiboLock; Thermo Scientific). La muestra
se mezcld por centrifugacion durante 10 segundos, posteriormente se incubd a 42 °C
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durante 2 minutos y se agrego 1 yl de la enzima transcriptasa reversa (Revert Aid;
Thermo Scientific). La reaccion se incubd a 42 °C durante 50 minutos, al terminar se
inactivd a la enzima mediante incubaciéon a 70 °C durante 15 minutos, al concluir las
muestras se pasaron a hielo y se almacend a -20 °C, para realizar PCR cuantitativa
(gPCR). Las muestras de cDNA fueron cuantificadas por espectrofotometria (Genesys
50 UV-visible; Thermo Scientific), y posteriormente se diluyeron a concentracion final de
50 ng/pl.

6.6. Expresion de proteinas de unién estrecha

Se realiz6 el analisis de expresion de los RNA mensajeros para las proteinas de union
Claudina 1, Claudina 5, Ocludina, Proteina de unién estrecha 1 y 2 (Tight Junction
Protein, TJP1 y TJP2) en yeyuno de las aves, mediante PCR cuantitativo (qQPCR), para
este procedimiento el gen de gliceralheido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH) fue
utilizado para la normalizacion de datos.

Para cada una de las proteinas de union estrecha y GAPDH se disefiaron
oligonucledtidos especificos de acuerdo con sus secuencias reportadas en el GenBank
(NCBI, E.U.A.) las secuencias de los oligonucleétidos y el tamafio de los productos
amplificados se muestran en el Cuadro 3.

Las reacciones de qPCR se prepararon con el kit comercial SYBR Green/ROX qPCR
MasterMix 2x (Thermo Scientific). Las reacciones de qPCR se prepararon para un
volumen final de 25 ul, y empleando 8 ul de agua libre de nucleasas, 3 ul de mezcla de
oligonucledtido sentido y antisentido (con 5 uM de cada oligonucledétido), 12.5 pl de
SYBR Green Mix, y 1.5 yl de ADNc (50 ng/ul). Todas las muestras se analizaron por
duplicado. En cada corrida se incluyeron los siguientes controles negativos, también por
duplicado: 1) reaccién sin DNA; 2) reaccién con DNA, sin oligonucleétidos; 3) reaccion
con DNA, sin SYBR Green Mix.

Las reacciones de qPCR se realizaron en un termociclador de tiempo real (CFX96™

Real time-System C100 Touch version 3.0; BioRad, Hereforshine, Englad). El programa
de amplificacion fue el siguiente: activacion de la ADN polimerasa a 95 °C por 5
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minutos; 40 ciclos amplificacién (desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos, alineacion
a 58 °C por 15 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos); curva de

desnaturalizacion de 65 a 95 °C. Se ley6 la florescencia de cada muestra al final de
cada ciclo y cada 0.5 °C durante la curva de desnaturalizaciéon. El analisis de expresion

de las muestras se realiz6 de acuerdo con el método 222Ct propuesto por Livak &
Schmittgen (2001).

Cuadro 3. Oligonucledtidos utilizados para expresion de proteinas de union estrecha.

ARNmM Secuencia del oligonucleétido Fragmento
(5'—3") amplificado (pb)

GAPDH, Gallus gallus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, mRNA

(NM_204305.2)
Sentido 5'GCTGAATGGGAAGCTTACTGS' 216
Antisentido 5’AAGGTGGAGGAATGGCTG3'

TJP1, Gallus gallus tight junction protein 1 mRNA (XM_015278981.3)
Sentido 5TAAAGCCATTCCTGTAAGCC3' 243
Antisentido 5’GTTTCACCTTTCTCTTTGTCC3'

TJP2, Gallus gallus tight junction protein 2 mRNA (XM_015280247.3)
Sentido 5’AGGCAAATCATTGAGCAGGA3' 240
Antisentido 5'’ATTGATGGTGGCTGTAAAGAG3'

CLDN1, Gallus gallus claudin 1 mRNA (NM_001013611.2)
Sentido 5’GCTGATTGCTTCCAACCAG3' 140
Antisentido 5’AGGTCAAACAGAGGTACAAG3'

CLDNS5, Gallus gallus claudin 5 mRNA (NM_204201.2)
Sentido 5'CATCACTTCTCCTTCGTCAG3' 111
Antisentido 5’GCACAAAGATCTCCCAGGTC3'

OCLN, Gallus gallus occludin mRNA (NM_205128.1)
Sentido 5TCATCGCCTCCATCGTCTACS' 240
Antisentido 5TCTTACTGCGCGTCTTCTGG3'
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6.7. Analisis estadistico

El experimento se realizé con un diseiio completamente al azar (DCA). Se analiz6 la
varianza en los resultados de las variables productivas, integridad de la mucosa

intestinal y expresion de proteinas.

Para el anadlisis de los efectos de temperatura ambiental y tipo de dieta con probidtico

se disenaron los siguientes contrastes:

TA: efecto de la temperatura ambiente TN vs EC;
P: efecto del probidtico;

TA x P, interaccion de temperatura ambiente y probiético.

En el caso de la adicion de extracto herbal TA se disefaron los siguientes contrastes:

TA: temperatura ambiente TN vs EC,;
EH: efecto del extracto herbal,;

TA x EH, interaccion de temperatura ambiente y extracto herbal.

El analisis estadistico se realizé con el programa Statistix 9.0. Se establecié diferencia

estadistica cuando P < 0.05, y tendencia para 0.05 < P < 0.10.
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7. RESULTADOS

7.1. Temperatura ambiental y humedad relativa

En las Figuras 6 y 7 se muestran los resultados de temperatura ambiental (TA; Fig. 6) y
humedad relativa (HR; Fig. 7) de las salas en que se alojaron las aves durante el
periodo TN y EC, respectivamente. Durante el primer periodo de experimentacion en
condiciones de termoneutralidad, la TA fluctu6 de 23.3 a 29.1 °C (promedio de 25.7 °C),
y la HR fue de 35.6 a 43.5 % (promedio 43.1 %). En contraste, en condiciones de estrés
por calor, el promedio de la TA fue 29.3 °C, con un rango de 25.5 a 334 °C; y el
promedio de la HR fue 31.7 %, con una variacién de 21.1 a 41.9 %.
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Figura 6. Periodo experimental (35 d) en termoneutralidad (TN), temperatura

ambiental y humedad relativa promedio durante 24 horas del dia
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Figura 7. Periodo experimental (35 d) en estrés por calor (EC), temperatura ambiental

y humedad relativa durante las 24 h del dia.

7.2 Parametros productivos

En el Cuadro 4 se presentan los parametros productivos de los pollos de engorda en
condiciones TN y EC alimentados con una dieta estandar o adicionada con el probiético
a base de Bacillus subtilis. El peso de las aves en el dia 1, es decir cuando fueron
recibidas, fue menor para el periodo de EC (36.3 vs 43.3 g; P < 0.001) que para el
periodo TN.

El dia 21 se presenté efecto de interaccion por la TA y probidtico, en el peso vivo de las
aves (P = 0.015), ya que las aves en EC que consumieron la dieta con probidtico
registraron, en promedio, el mayor peso vivo (685 g); mientras que las aves en TN
también con la dieta adicionada con probidtico registraron el menor peso corporal (606
g). En general, las aves en EC mostraron mayor peso vivo al dia 21 en comparacién
con las aves en TN (P = 0.002).
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En el dia 35 fue significativa (P = 0.026), también la interaccion entre la TA y la
suplementacién con probiodtic, sin embargo, en este dia las aves en EC que
consumieron la dieta base tuvieron menor peso promedio (1.54 kg), mientras que las
que recibieron la misma dieta en condicion TN alcanzaron el mayor peso corporal (2.06
kg en promedio). Al dia 35, las aves en el periodo EC tuvieron menor peso vivo que las
aves en TN (P < 0.001). Tanto en el dia 21 como en el dia 35, no fue posible observar

diferencia en el peso vivo de las aves por efecto individual del probio6tico (P < 0.10).

Para el parametro de consumo diario de alimento no se observé efecto de interaccion
entre la TA y la adicién del probidtico en el dia 21, ni en el dia 35 (P > 0.10).
El consumo diario de alimento de las aves hasta el dia 21 promedié 48.6 g/d, sin ser
afectado por las condiciones ambientales (TN vs EC), ni por la adicion de probidtico a la
dieta (P > 0.10).

Sin embargo, el consumo diario de alimento por parte de las aves hasta el dia 21 fue de
48.6 g/d, éste tampoco fue afectado por las condiciones ambientales (TN vs EC), ni por

la adicion de probidtico a la dieta de las aves (P > 0.10).

Sin embargo, el consumo diario de alimento durante la segunda fase, del dia 22 al 35
de edad, si fue afectado por la temperatura ambiente, ya que las aves en EC en
promedio consumieron menos alimento (P < 0.001) que aquellas que estuvieron en
condiciones TN (124 vs 151 g/d). Las aves que consumieron el alimento adicionado con
el probidtico redujeron su consumo de alimento (132 vs 143 g/d; P < 0.001) en

comparacion con las que unicamente consumieron la dieta estandar.

Para ganancia diaria de peso en el dia 21, se registré una interacciéon (P = 0.013) entre
la temperatura ambiente y la adicidn de probiotico a la dieta de las aves, ya que las
aves mantenidas en EC y alimentadas con la dieta adicionada con probiético mostraron
la mayor ganancia (31 g/d), mientras que en las aves en TN recibiendo la dieta

adicionada con probiotico para este parametro se registré el valor el mas bajo (27 g/d).

Se registro interaccion entre TA y adicion de probidtico a la dieta de las aves. Al dia 35,

las aves en EC que consumieron la dieta estandar registraron la menor ganancia diaria
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(64 g/d), mientras que las aves en TN con la misma dieta tuvieron la mayor ganancia
diaria de peso (102 g/d; P = 0.046).

La conversion alimenticia de las aves observada en los dias 21 y 35 no presento
interaccién entre la TA y la adicion del probidtico a las dietas con que se alimentaron las
aves (P > 0.10). En el dia 21 en condiciones de EC se mejord (P = 0.023) ligeramente
la conversion alimenticia de las aves (P = 0.023). Para el dia 35, tanto la TA como la
adicién de probidtico influyeron de manera independiente sobre la conversion
alimenticia. Las aves mantenidas en condiciones TN tuvieron una mejor conversion
(1.51) que las aves en EC (1.91; P <0.001); mientras que la adicién de probidtico a la
dieta de las aves también contribuy6é a mejorar su conversién alimenticia (1.65 vs 1.78;
P =0.004).
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Cuadro 4. Parametros productivos de pollos de engorda alimentados con una dieta sin (E) o con (P) adicion de un
probiotico a base de B. subtilis en condiciones termoneutrales y estrés por calor

Variables Tratamiento' Contrastes?
TN-E TN-P EC-E EC-P EEM TA Probiético TAxProb.

Peso vivo (g) Dia 1 43.3 43.4 36.1 36.4 0.38 <0.0001 0.6827 0.8129
Dia21 6204 606 630.2 ° 684.6 2 13.92 0.0019 0.1566 0.0150
Dia 35 2063.7 1974.3 1541.7 1608.5 34.93 <0.0001 0.7469 0.0264
Consumo diario Dia 21 50.0 48.1 47.3 49.1 2.62 0.4688 0.9903 0.1458
de alimento (g) Dia35 157.3% 14508 128.32 119.8° 1.67 <0.0001 0.0005 0.5281
Ganancia diaria Dia 21 27.4 26.7 28.3° 30.82 1.28 0.0002 0.1531 0.0135
(g/d) Dia35 10192 96.4 ° 64.3 65.4 2.94 <0.0001 0.1884 0.0463
Conversion Dia 21 1.96 1.88 1.83 1.71 0.06 0.0293 0.1414 0.7437
alimenticia Dia 35 1.55 1.47 2.00° 1.83° 0.04 <0.0001 0.0042 0.2267

TN - E = Termoneutral dieta estandar; TN - P = Termoneutral dieta estandar con probiético; EC - C = Estrés por calor dieta estandar; EC - P =
Estrés por calor con probiético; EEM = error estandar de las medias.
2TA: Efecto de temperatura ambiente TN vs EC; Probiotico: efecto de probidtico; TAxProb: interaccién temperatura ambiente y probidtico.

ab Medias en filas y con diferente superindice son diferentes significativamente
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En el Cuadro 5 se presentan los resultados de los parametros productivos de los pollos
de engorda alimentados con la dieta estandar o con la misma dieta adicionada con

extracto herbal, del dia 28 al dia 35 a un grupo de aves en condiciones de EC.

Las variables de consumo diario de alimento y ganncia diaria de peso presentaron
interaccién por la TA (P < 0.001), en particular, las aves en EC mostraron un menor
consumo diario de alimento (101 vs 197 g) y como resultado una disminucién de

ganancia de peso (65.5 vs 123.9 g/d), que las aves en condiciones TN.

Estos parametros fueron menores independientemente si las aves en EC consumian la
dieta estandar o adicionada con extracto herbal, ya que el extracto herbal por si mismo,
no tuvo efecto (P > 0.10) sobre el consumo de alimento, ni sobre la ganancia diaria de
peso, ni tampoco contribuyd a restablecer ninguno de estos parametros a niveles

observados en las aves en condicion TN (P < 0.001).

Por el contrario, aunque la temperatura ambiente no tuvo un efecto en la conversion
alimenticia de las aves (P > 0.10), las aves en EC presentaron una tendencia (P =
0.065) a mejorar su conversion con la adicién del extracto herbal a la dieta (1.4 vs 1.7,
P = 0.065).
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Cuadro 5. Parametros productivos de pollos de engorda de 28 a 35 dias de edad,

alimentados con una dieta una dieta estandar sin adicionar o adicionada con un

extracto herbal en condiciones de estrés por calor y de termoneutralidad.

Variables Tratamiento' Contrastes
TN-E EC-E EC-EH EEM EC-Evs EC-Evs EC-EH
TN-E EC-EH vs TN-E

Consumo de 197.0 113.3 89.0 9.58 <0.0001 0.1072 <0.0001
alimento (g)
Ganancia diaria  123.9 67.3 63.8 7.56 <0.0001 0.7514 <0.0001
de peso (g/d)
Conversion 1.66 1.76 1.41 0.12 0.5633 0.0647 0.1670
alimenticia

TN - E = Termoneutral dieta estandar; EC - C = Estrés por calor dieta estandar; EC - EH = Estrés por

calor con extracto herbal; EEM = error estandar de las medias.
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7.3. Morfologia intestinal

Las caracteristicas morfologicas del epitelio intestinal de yeyuno de los pollos
alimentados con la dieta estandar o adicionada con un probiético, en condiciones TN y
de EC se presentan en el Cuadro 6. Para el largo de la vellosidad de observd
interacciéon entre la TA y la adicién del probiotico (P < 0.001), el mayor largo (o altura)
de vellosidades se presentd en los pollos en EC alimentados con la dieta adicionada
con probidtico (1204 pm), mientras que el menor largo de vellosidades se observo

también en las aves EC pero alimentadas con la dieta estandar (927 pm).

Las variables de ancho de las vellosidad y profundidad de la cripta fueron mayores en
las aves que consumieron la dieta adicionada con probiético en ambas condiciones
ambientales evaluadas (P < 0.001) en comparacion con las aves que recibieron una
dieta estandar. Asi también, la temperatura ambiente elevada tuvo efecto reduciendo el
ancho de vellosidades y profundidad de cripta de las aves en condiciones de EC (P <
0.001).

En la relacién entre largo de la vellosidad y profundidad de la cripta (L/P) se observo
interaccion entre la TA y la suplementacion del probidtico (P < 0.001), las aves
alimentadas que consumieron el probiotico en condiciones de TN presentaron la menor
relacion L/P, mientras que esta relacion fue mayor también en las aves en TN pero
consumiendo la dieta estandar. En ambas condiciones, TN y EC, el probiético redujo la
relacion L/P (P < 0.001).

En general, se observé que las aves mantenidas en condiciones EC presentaron una
reduccién aproximada del 17 % en las variables morfolégicas de su epitelio intestinal en
comparacién con las que fueron mantenidas en TN; sin embargo, estas mismas
variables se incrementaron significativamente con la adicion del probidtico (P < 0.001)

en las aves EC (Figura 8).
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Cuadro 6. Morfologia intestinal (um) de yeyuno de pollos de engorda criados en
condiciones termoneutrales y estrés por calor, suplementados con una dieta estandar

sin adicionar o adicionada con un probiotico a base de B. subtilis

Variable? Tratamiento’ Contrastes?®

TN-E TN-P EC-E EC-P EEM TA Probiético TAxProb.

LV 1108.8 1196.8 926.9 12044 10.60 <0.0001 <0.0001 <0.0001

AV 99.2 147.9 87.1 138.1 1.93 <0.0001 <0.0001 0.5626
PC 86.6 135.5 77.8 119.7 1.80 <0.0001 <0.0001 0.0537
L/P 13.7 8.9 12.0 10.2 0.24 0.0032 <0.0001 <0.0001

TN - E = Termoneutral dieta estandar; TN - P = Termoneutral dieta estandar con probiotico; EC - E =
Estrés por calor dieta estandar; EC - P = Estrés por calor con probiético; EEM = error estandar de las
medias.

2LV = largo de vellosidad; AV = ancho de vellosidad; PC = profundidad de cripta; L/P = relacion entre la
largo de las vellosidades y profundidad de la cripta.

3TA: efecto de la temperatura ambiente TN vs EC; Probiotico: efecto del probidtico; TAxProb: interaccion

de temperatura ambiente y probidtico.
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Las caracteristicas histologicas del epitelio del yeyuno de los pollos de engorda
finalizados con una dieta estandar en condiciones TN, o en condiciones EC alimentados
con la dieta estandar o la dieta adicionada con el extracto herbal, se presentan en el
Cuadro 7.

Cuadro 7. Morfologia intestinal (um) de yeyuno de pollos de engorda criados en
condiciones termoneutrales y estrés por calor, suplementados con una dieta estandar

sin adicionar o adicionada con un extracto herbal

Variables Tratamiento ' Contrastes

TN-E EC-E EC-EH EEM EC-Evs EC-Evs EC-EH
TN-E EC-EH vs TN-E

Largo de 1108.8 9269 12296 13.11 <0.0001 <0.0001 <0.0001

vellosidad

(L)

Ancho de 99.2 87.1 135.3 1.86 <0.0001  <0.0001 <0.0001

vellosidad

Profundidad 86.6 77.8 112.7 1.65 <0.0001 <0.0001 0.0002

de cripta

(P)

L/P 13.7 12.0 11.0 0.27 <0.0001 0.0145 <0.0001

TN - E = Termoneutral dieta estandar; EC - E = Estrés por calor dieta estandar; EC - EH = Estrés por

calor - Extracto herbal; EEM = error estandar de las medias.
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Las variables histologicas evaluadas (largo de vellosidad, ancho de vellosidad,
profundidad de cripta y relacion L/P) se observé que las aves en EC alimentadas con la
dieta estandar redujeron estos parametros en comparacion con las aves que se

mantuvieron en condiciones TN (P < 0.001). (Figura 8)

En cuanto al largo de vellosidad y ancho de vellosidad, se presenté efecto entre la TA'y
el efecto de la adicién del EH (<0.001). Se observd un mayor largo de vellosidad, en las
aves en condiciones de EC alimentados con la dieta adicionada EH (1229.6 pm),
mientras que el menor largo de vellosidad se presentd también en condiciones EC y

alimentadas con una dieta estandar (926.9um).

En relacién con el efecto anteriormente descrito, se presentdé un mayor ancho en las
vellosidades en los pollos en EC y alimentadas con una dieta con EH (135.3 um), por el
contrario, el menor ancho en las vellosidades se observo en las aves alimentadas con

una dieta estandar y en condiciones de EC (99.2 um).

En particular, la relacion L/P presenté una reduccion cuando se adiciono el EH (P =
0.015) y un incremento cuando las aves, estuvieron en condiciones TN y fueron

alimentadas con una dieta estandar.

En general, lo anterior significd que la adicion del extracto herbal a la dieta de las aves
en condiciones de EC incrementd 30 % el largo de vellosidades, 45 % la profundidad de
criptas, y redujo 10 % en la relacion L/P (P < 0.001). Asi también, se observé que la
adicion del extracto herbal a la dieta de los pollos de engorda en condiciones de EC
contribuyé a superar los valores de los parametros de morfologia intestinal analizados

en comparacion con los observado en aves en condiciones TN (P < 0.001).

51



Periodo experimental en termoneutralidad

g2
|

Dieta estandar Dieta estandar adicionada con Probidtico

Periodo experimental en estrés por calor

Dieta estandar Dieta estandar adicionada Dieta estandar adicionada
con Probidtico con extracto herbal

Figura 8. Histologia yeyuno tincién HyE (hematoxilina-eosina), fotografias tomadas
con aumento de 10x.
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7.4. Expresién de proteinas de unién estrecha

La expresidn de las proteinas de union estrecha se expresa de las aves en condiciones
de estrés por calor y/o con adicion de probidticos, se describe en las Figuras 9y 10, de
manera relativa a la expresiéon presentada en el tratamiento en que las aves se

mantuvieron en condiciones termoneutrales, alimentadas con la dieta estandar.

En la Figura 9 se presentan los resultados de expresion relativa de proteinas de union
estrecha en yeyuno de pollos de engorda en condiciones de TN y de EC alimentados

con una dieta estandar o adicionada con probidtico.

La interaccién entre los dos factores principales temperatura ambiente y adicion del
probidtico a la dieta de las aves, fue no significativa (P = 0.078) sobre la expresion de la
proteina de union estrecha (Tight Junction Protein 1; TJP1), lo que resulté en un
incremento de 2.35 veces la expresion de TJP1 en el epitelio intestinal de las aves en
TN alimentadas con la dieta adicionada con el probiético. Por el contrario, las aves en
EC alimentadas con la dieta que incluyé probidtico presentaron el menor nivel de

expresion de esta proteina.

La adicion de probidtico también incrementé 1.7 veces en promedio(P = 0.023), la
expresion relativa de la proteina de unién Claudina 5 en los pollos tanto en condiciones
TN como en EC.

No se observo efecto significativo (P > 0.10) de la temperatura ambiente o de la adicion
de probidtico a la dieta de las aves sobre la expresion de las proteinas de union
estrecha Claudina 1, Ocludina y TJP2.
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Figura 9. Expresion relativa de proteinas de union estrecha en yeyuno de pollos de

engorda en condiciones Termoneutrales (TN) y en estrés por calor (EC) alimentados

con una dieta estandar (E) con y sin adicion un probidtico a base de B. subtilis (P).
Contrastes C1, TN vs EC; C2, Efecto del probiético; C3, TA x P.
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En la Figura 10 se presentan los cambios en la expresion relativa de las proteinas de
unién estrecha en yeyuno de pollos de engorda en finalizacién criados en condicién TN
alimentados con una dieta estandar, o en EC alimentados con la dieta estandar, o con

la adicidon del extracto herbal.

La temperatura ambiental alta redujo ligeramente la expresion de las proteinas de union
estrecha Claudina 1 (P < 0.001) y TJP-1 (P <0.01), e incrementd la expresion de TJP-2
(P < 0.01) cuando las aves consumian la misma dieta estandar que las aves en TN (P >
0.10).

Ademas, se observd en condicion EC, que el extracto herbal provocd incrementos
importantes en la expresion de las proteinas de union estrecha en comparacion con las
aves en EC alimentadas con la dieta estandar. De esta forma la expresion relativa de
Claudina 1 se incrementd 29 veces (P < 0.001), al igual que la proteina TJP-2 (P <

0.01), mientras que TJP-1 se incrementd 5.6 veces (P = 0.05).

En comparaciéon con condiciones TN el incremento en la expresion de las proteinas
mencionadas también fue significativo (P < 0.005). En el caso de claudina 5 se observé
una tendencia a incrementar su expresion relativa (1.7 veces, P = 0.06) en las aves en
EC consumiendo la dieta estandar adicionada con el extracto herbal. Unicamente la
expresion de ocludina no fue diferente a pesar de las condiciones ambientales o por la

adicion extracto herbal (P > 0.10).
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Figura 10. Expresion relativa de proteinas de union estrecha en yeyuno de pollos de
engorda en condiciones Termoneutrales (TN) y en estrés por calor (EC) alimentados

con una dieta estandar (E) con y sin adicién de un extracto herbal (EH). Contrastes: C1,
TN-E vs EC-E; C2, EC-E vs EC-EH.
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8. DISCUSION

8.1. Temperatura ambiental y humedad relativa

El incremento de la temperatura global esta ganando importancia, debido a que en el
afo 2021, el aumento fue de 0.84 °C, mientras que en el afio 2022, fue de 0.86 °C,
ambos incrementos por encima de la media del siglo XX (NOAA, 2022, 2023). Por lo
anterior, en los ultimos afnos se han hecho evidentes las crecientes preocupaciones
sobre los efectos del calentamiento global, en particular su impacto en la produccién
animal (Zmrhal et al., 2023).

La produccién avicola ha logrado mejoras significativas al contar con aves con una alta
tasa de crecimiento. No obstante, el rapido crecimiento requiere mayor actividad
metabdlica y una mayor produccion de calor (Fernandes et al., 2023). Esta adaptacion
no corresponde con el desarrollo de los sistemas termorreguladores de las aves, que
por lo tanto, tienen dificultad para ajustar su temperatura corporal (Olutumise, 2023).
Por consiguiente, es importante conocer nuevas alternativas para reducir los efectos
negativos que causa el EC en la produccion de pollos de engorda a medida que la

temperatura global continua incrementando (Maynard et al., 2023)

En el primer periodo de este experimento las aves en termoneutralidad estuvieron
expuestas a una temperatura promedio de 25.7 °C, cumpliendo muy de cerca con las
condiciones de TN, que para el pollo de engorda a partir del 21 dia de edad oscila de
23.8 °C a 25 °C (Abdel-Moneim et al., 2021). Al exceder de esta temperatura ambiental,
las aves presentan los primeros signos de EC, ya que se dificulta su capacidad para
disipar calor (Saeed et al., 2019; Dedousi et al., 2023).

Para el periodo de EC, la temperatura ambiental promedio fue de 29.3 °C. En esta
condicion las aves en EC estuvieron expuestas a temperaturas superiores de 30 °C por
mas de 12 horas diarias, lo que indica su exposicién a una temperatura ambiental critica
(26 °C a 35 °C, Oladokun & Adewole, 2022).

La suma de temperatura ambiental y la humedad relativa elevadas comprometen la

integridad del ave, en particular cuando se exponen a temperaturas mayores de 30 °Cy

o7



40 % de humedad relativa (Saeed et al.,2019). Aunque en este trabajo la humedad
relativa apenas sobrepaso el 40 % durante las mananas, la temperatura ambiente fue
suficiente para que las aves experimentaran condicion de EC, y pudieran contrastarse

sus parametros con los observados en las aves del periodo de TN.

8.2. Parametros productivos

Como se ha mencionado, los pollos de engorda tienen dificultad para disipar el calor,
debido a su cubierta de plumas y falta de glandulas sudoriparas los hace susceptibles
al EC (Zhang et al., 2023). En particular, las aves en EC reducen su consumo de
alimento e incrementan el consumo de agua, lo que afecta su eficiencia alimenticia, y
ganancia de peso (Chen et al., 2021; Ahmad et al., 2022a; Oladokun & Adewole, 2022;
Zhang et al., 2023).

En el presente trabajo, los pollos en EC alimentados con una dieta estandar
consumieron un 18.4 % menos alimento que los pollos en TN consumiendo la misma
dieta. Como resultado de ello se observé una notable disminucién en la ganancia de
peso. No obstante, la administracion del probiético mejord la ganancia y el peso final de
las aves a los 35 d. Se ha documentado que los pollos estresados por el calor tienen
falta de apetito, pero este podria ser un mecanismo de defensa para reducir la
produccion de calor (Nawaz et al., 2021). De acuerdo con Dedousi et al. (2023), el
consumo de alimento en pollos de engorda machos de la raza Cobb disminuye un 1.5
% por cada grado incrementado en la temperatura ambiente entre 21 °Cy 30 °C, y esta

disminucion alcanza el 4.6 % cuando la temperatura ambiente pasa de 32 °C a 38 °C.

Existen en la literatura algunos trabajos que indican mejoras en los parametros
productivos de aves en EC alimentadas con una dieta adicionada con probioticos. Por
ejemplo, Wang et al. (2018b) alojaron pollos de engorde a 32 °C durante 10 h diarias, y
a partir del 15 dia de edad, les administré un probidtico de (1 x 10 UFC/g) de Bacillus
subtilis en la dieta, y observd un incremento en el peso final de las aves. Zhang et al.
(2022a) suministraron probioticos a base de Lactobacillus a aves en un ambiente a

temperatura de 30-32 °C, y se observaron una mejora en el consumo de alimento, el
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peso de las aves y ganancia diaria de peso. Humam et al. (2019) suplementaron a las
aves expuestas a 36 °C por 3 horas diarias con Lactobacillus plantarum, y también

observaron una mejora en sus parametros productivos.

En todos estos trabajos se destaca que los probioticos mejoran el rendimiento de las
aves en EC y lo atribuyen a su capacidad de colonizacion en el TGI, aumentando la
actividad de las enzimas digestivas que favorecen la digestion y absorcion de
nutrientes Sin embargo, en este estudio las aves que experimentaron EC y recibieron
la dieta adicionada con el probiotico de B.subtilis, al contrario de lo que se reporta en la
literatura, a excepcion de un mayor peso corporal y ganancia diaria de peso al término
de los 21 d, a los 35 d ya no se observd mejora en sus variables de comportamiento
productivo como consumo de alimento y ganancia diaria de peso cuando se les
comparé con las aves en EC que consumieron la dieta estandar; aunque la conversion

alimenticia fue 9 % mejor.

Tras las nuevas regulaciones de la FDA para limitar el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento en animales (FDA, 2023), en los ultimos afios, se ha
evaluado la suplementacion con diferentes productos herbales en la industria avicola.
La implementacion y uso de estos productos podrian representar una solucidon para
solventar los efectos negativos del EC en aves en produccion (Farahani & Hosseinian,
2022), debido a los multiples beneficios que éstos pueden brindar tales como su
disponibilidad, seguridad y posibles propiedades antioxidantes contra el EC (Swelum et
al., 2021). Sin embargo, son escasas las investigaciones que evalian el uso de

extractos herbales en condiciones desafiantes de EC.

En la presente investigacion, las aves en EC alimentadas con una dieta estandar
presentaron una notable y esperada disminucién del consumo de alimento, y como
resultado la ganancia diaria de peso se redujo un 46 % en comparacion con las aves en
condiciones termoneutrales. En el presente trabajo este efecto no pudo ser corregido
con la suplementacién del extracto herbal en la dieta de los pollos en EC, sin embargo,
se observd una tendencia a mejorar la conversiéon alimenticia. Este resultado coincide
con lo evaluado por Sohail et al. (2012) quienes sometieron pollos de engorda a EC
cronico y obtuvieron una reduccién de la ganancia de peso del 32.6 %.
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Los compuestos herbales que han sido utilizado en la produccién animal, incluidas las
aves, se destacan por su alto contenido de sustancias biolégicamente activas, que en
muchos casos repercuten positivamente en la nutricion y parametros productivos de las
aves (Wlazlak et al., 2023).

Trabajos recientes han demostrado el efecto de algunos de los componentes del
extracto herbal a base de Capsicum spp., pimienta negra y jengibre, que se utilizo el
presente experimento, sobre la producciéon de aves. Por ejemplo, Shahverdi et al.
(2013), evaluaron una mezcla de 0.01 % de chile en polvo y 0.01% de pimienta negra
en polvo, y observaron mayor peso final y mejor conversién alimenticia de las aves,
atribuyendo este efecto principalmente a la pimienta negra, indicando que ésta propicia
un aumento en la actividad de las enzimas digestivas. En particular, la principal
molécula bioactiva de la pimienta es la piperina, la cual se demostré que aumenta la
secrecion de enzimas pancreaticas, como proteasas, amilasa y lipasas, esenciales para
el proceso digestivo (Seidavi et al., 2022). Puvaca et al. (2015) investigaron el efecto de
una mezcla de hierbas medicinales compuesta de ajo, pimienta negra y pimiento rojo en
pollos de engorda, y observaron una mejora, en cuanto la reduccién en la conversién
alimenticia, asi como un mejor perfil de lipidos en sangre. Lo anteriormente es debido a
que la piperina acelera el gasto de energia a partir de lipidos (Abdelnour et al., 2018).
En el caso del chile, sus principales antioxidantes incluyen; capsaicinoides, capsinoides,
carotenoides, fenoles y flavonoides. Estos antioxidantes modulan el estrés oxidativo y
reducen los niveles de ROS (Sanatombi, 2023).

En otro trabajo Liu et al. (2021c) incorporaron extractos de Capsicum annuum en la
dieta de pollos de engorda, observaron que la capsaicina tuvo un efecto estimulante y
digestivo, lo que resulté en un aumento en la actividad de enzimas digestivas como
lipasa y tripsina en el contenido yeyunal, y de amilasa en el contenido ileal de las aves;
lo anterior se asocid6 con una digestion mas eficiente de los nutrientes, y con un
incremento en el peso final de las aves. Otros autores atribuyen este efecto al contenido
de minerales como hierro, magnesio y potasio, ademas de vitamina C, mismos que
pudieron contribuir para aliviar los efectos negativos del EC (Abd El-Hack et al., 2019;
Abd El-Hack et al., 2022b).
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Recientemente también se evalué una mezcla de extracto de capsaicina, pimienta
negra y jengibre en pollos de engorda, y se destaco su efecto positivo en la produccion
de las aves sometidas a condiciones desafiantes de alojamiento (Herrero-Encinas et al.,
2023). A nivel sérico, el jengibre en la dieta para aves de engorda demostré su impacto
para mejorar los parametros bioquimicos sanguineos y de rendimiento de las aves;
como estimulador de la secrecion de enzimas digestivas (Rehman et al., 2018; Wlazlak
et al., 2023); y por su efecto la actividad antioxidante de las aves en estrés por calor
(Habibi et al., 2014). En otro trabajo Hasheimi et al. (2013) demostraron que el jengibre
(Zingiber officinale y Zingiber zerumbet) mejord la conversion alimenticia sin alterar las

temperaturas corporales de las aves.

Como se mencioné antes, el EC altera el equilibrio de ROS y de los sistemas
antioxidantes, causando dano oxidativo, como peroxidacion de lipidos y dafio oxidativo
a proteinas y ADN (Oladokun & Adewole, 2022). En la busqueda de alternativas a este
problema, se ha observado que algunos compuestos presentes en el jengibre (6-
gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol, paradol, shogaoles y zingerona) podrian aliviar los
efectos negativos del estrés por calor en el rendimiento de las aves (Habibi et al., 2014;
Tang et al., 2023). A nivel enzimatico, el jengibre incrementa la actividad de superéxido
dismutasa y disminuye los niveles de malondialdehido (MDA), un marcador de
peroxidacion lipidica (Ballester et al., 2022). En efecto, la principal accién antioxidante
de 6-gingerol es inhibir la xantina oxidasa, enzima que cataliza la oxidacién de
hipoxantina a xantina y de xantina a acido urico en la ultima etapa de la degradacion de

purinas con la produccion de ROS (Ballester et al., 2022).

Por otro lado, se ha reconocido que el jengibre posee actividad antimicrobiana, misma
que se ha corroborado contra multiples cepas bacterianas, incluidas Salmonella
(Robinson et al., 2022).

Aunque algunos trabajos presentan resultados contradictorios en variables productivas,
esta diferencia puede deberse a la eficiencia de los aditivos fitogénicos evaluados,
aunado a la composicion del extracto herbal, e incluso a las condiciones y manejo de

las aves.
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2.5. 8.3. Morfologia intestinal

El incremento de la temperatura ambiente por encima de la temperatura de confort de
los pollos de engorda ademas de afectar negativamente el rendimiento de la
produccion, también compromete la integridad de su epitelio intestinal (Hu et al., 2022).
En esta condicion las aves tienen dificultad para disipar calor y mantener su
temperatura corporal, ya que como respuesta se incrementa el flujo sanguineo hacia la
periferia (Liu et al., 2021a). Sin embargo, esto resulta en una reduccion del suministro
de sangre, oxigeno y nutrientes a los tejidos del tracto digestivo, asi como a las células
de la mucosa intestinal (Brugaletta et al., 2022). En consecuencia, pueden observarse
lesiones y dafio en las vellosidades del epitelio, reduccion en la altura de las
vellosidades, en el area de superficie de las vellosidades y en la profundidad de las
criptas intestinales (Su et al., 2022; Zhang et al., 2022a). Todo lo anterior podria facilitar
la entrada via paracelular de endotoxinas que llegan al torrente sanguineo y provocan

diarrea e infecciones sistémicas (Wang et al., 2018c; Deng et al., 2023).

En el presente trabajo se confirma que el estrés por calor provoco alteracion en las
variables de morfologia intestinal, especificamente se observd reduccion en el largo y
ancho de las vellosidades intestinales, asi como una menor profundidad de criptas. No
obstante, tras la adicidon del probidtico a las dietas de las aves se presenté un efecto
restaurador, al recuperar el largo y ancho de las vellosidades e incluso la profundidad

de las criptas intestinales de las aves.

Anteriormente se demostré que el EC en las aves provoca isquemia e hipoxia en las
células del epitelio intestinal (Salem et al., 2022). Por ello, podria esperarse atrofia de la
mucosa intestinal, reduccion del area de absorcidn, y cambios en la expresidn genética
de trasportadores de nutrientes, lo que se asocia con el deterioro del rendimiento
durante el EC (Zmrhal et al., 2023). De acuerdo con ello, Oladokun et al. (2023)
observaron que en aves en EC se redujo la altura y ancho de vellosidades en el

yeyuno.

Por otra parte, varios trabajos en la literatura han reportado el efecto benéfico de
ofrecer una dieta enriquecida con probidticos sobre la morfologia del epitelio intestinal

de las aves, incluso cuando estas son sometidas a condiciones de estrés, como es el
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caso del estrés por calor. Sohail et al. (2012) evaluaron una mezcla de probidticos a
base Lactobacillus en pollos sometidos a estrés cronico, y observaron una reduccion en
sus variables de morfologia intestinal, pero tras la adicion de la mezcla de probidticos,
estas variables incrementaron y mejoraron microarquitectura intestinal. Li et al. (2020)
también evaluaron una mezcla de probidticos (Lactobacillus y Enterococcus) en aves
sometidas a un EC, y observaron que la reduccién en la altura de las vellosidades del
intestino delgado fue revertida cuando las aves consumieron la dieta suplementada con

los probidticos.

Es probable que los probidticos puedan prevenir el dafio a las vellosidades provocado
por el EC, ya que algunos de estos microorganismos contribuyen a controlar las
concentraciones de corticosterona y a modular la liberacion de agentes
proinflamatorios, los cuales son los causantes del deterioro en el tejido intestinal (El-
Moneim et al, 2020; Ahmad et al., 2022). Ademas, es reconocido que algunos
microorganismos probidticos producen enzimas exégenas importantes para favorecer la
digestibilidad de carbohidratos (Ramlucken et al., 2020a), proteinas y lipidos presentes
en el alimento, y que por ello contribuyen a incrementar la capacidad de absorcién de

estos nutrientes en el intestino de las aves (Ding et al., 2021).

La altura de las vellosidades se reconoce como indicadora de un TGI saludable, ya que
es directamente proporcional a la superficie y capacidad de absorcion de nutrientes
disponibles en el intestino (Wang et al., 2018c; Wang et al., 2021). En el presente
trabajo se demostr6 que la suplementacion con B. subtilis puede favorecer la
restauracion de la altura de vellosidades intestinales, colaborando en el mantenimiento
de la integridad del epitelio del intestino delgado, y asi contribuir para garantizar su

funcionamiento aun en condiciones desafiantes como el estrés por calor.

Por otra parte, los compuestos fitogénicos destacan por sus propiedades antioxidantes,
antibacterianas y antiinflamatorias que pueden favorecer la capacidad de las aves para
mantener la homedstasis de su organismo en situaciones adversas, y en particular por
EC (Jimoh et al., 2023). En este contexto, se ha descrito la influencia de los fitogénicos
en la salud intestinal y en la digestion de nutrientes, lo que a su vez influye en los

parametros productivos de las aves (Anagnostopoulos et al., 2023).
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Los resultados de este trabajo confirman el efecto negativo del EC en la estructura
intestinal de los pollos de engorda, basicamente porque provoca reduccion en la altura
de vellosidades y profundidad de criptas intestinales, probablemente reduciendo la
capacidad de digestion y absorcion de nutrientes. Sin embargo, estas caracteristicas
morfolégicas del epitelio fueron parcialmente restablecidas cuando los pollos se
alimentaron con la dieta adicionada con el extracto herbal a base de jengibre, capsicum

y pimienta.

En este sentido, recientemente se ha evaluado la efectividad de la capsaicina, pimienta
negra y jengibre en el alimento para pollos de engorda, con resultados prometedores
como mejorar la actividad de enzimas digestivas; aumentar la transformacion vy
utilizacién de nutrientes para el crecimiento; y mejorar en el comportamiento productivo
(Rehman et al., 2018; Aljedaie & Al-Malki, 2020; Liu et al., 2021c; Abd El-Hack et al.,
2020b; Herrero-Encinas et al., 2023; Wang et al., 2024).

Los resultados de este trabajo coinciden con los obtenidos en el estudio de Shewita &
Taha (2018), quienes evaluaron jengibre en polvo agregado a la dieta, y observaron un
incremento en la altura de las vellosidades del yeyuno de los pollos de engorda, que se
reflejé6 con una mejora en la eficiencia alimenticia. Lo anterior podria asociarse con los
componentes bioactivos del jengibre con actividad antioxidante, que pueden contribuir a
mejorar el estado de oxido-reduccion en los tejidos y asi también a incrementar la
utilizacion de los nutrientes de la dieta en condiciones adversas (Wen et al., 2020). Asi
también, Ashayerizadeh et al. (2023) evaluaron la adicion de pimienta negra y curcuma
en dieta para codornices (Coturnix japonica) y observaron un aumento en los
parametros de morfologia intestinal. La piperina presente en la pimienta se considera
un estimulante del apetito, que promueve la actividad de enzimas digestivas
pancreaticas, como amilasa, lipasa y proteasa, fundamentales para la digestion en las
aves (Abdelnour et al., 2018; Ogbuewu et al., 2020). A nivel de salud, se ha demostrado
gue una mezcla de aceites esenciales tomillo, ajedrea de verano, menta y semilla de
pimienta negra adicionada a la dieta de pollos de engorda infectados con Salmonella,
incremento la altura y ancho de las vellosidades en ileon (Moharreri et al., 2022).
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En resumen se puede mencionar que las caracteristicas morfologicas del epitelio en
yeyuno de las aves de este experimento fueron favorecidas por la accion del extracto
herbal, probablemente por el efecto sinérgico de cada uno de sus componentes, lo cual
demuestra que este producto, podria colaborar para mantener la integridad de las
vellosidades intestinales, y como resultado, promover una mejor digestibilidad y
absorcién de nutrientes en los pollos de engorda, aun en condiciones desafiantes como

loes el EC.

8.4. Expresioén de proteinas de unién estrecha

El epitelio intestinal sirve también como barrera fisica contra patégenos invasores y
toxinas intraluminales, pero factores ambientales pueden alterar la integridad del
epitelio intestinal (Park et al., 2020). En especifico, las proteinas de unién estrecha
regulan la permeabilidad paracelular del epitelio intestinal, por lo que sus componentes
pueden usarse como marcadores para evaluar la integridad intestinal (Yang et al,
2022). No obstante, el EC afecta la abundancia y funcionamiento de estas proteinas, lo
que provoca incremento en el paso de toxinas, que desencadena la produccion de
citocinas proinflamatorias, iniciando una reaccion inflamatoria en intestino
(Hosseindoust et al., 2022). Asi una apertura en las vias dependientes de las proteinas
de unién estrecha, crea un ambiente susceptible para que bacterias entéricas puedan
atravesar el epitelio intestinal alterado y, eventualmente, llegar al higado o incluso

migrar a otros organos o tejidos (Brugaletta et al., 2022).

En el presente estudio, los pollos expuestos a EC redujeron la expresiéon de algunas de
sus proteinas de union estrecha en yeyuno, lo que podria ocasionar un incremento en
la permeabilidad intestinal. Estos resultados coinciden con los observados por Goel et
al. (2023), quienes también observaron que el EC provoca una disfuncion de la barrera
intestinal al reducir la expresion de genes implicados en las proteinas de union
estrecha. Asi también otros autores han observado que los pollos de engorda machos
de 21 dias de edad, expuestos a temperaturas de 33 °C por 10 h diarias, se presenta
una notable disminucion de la expresion de proteinas de union estrecha como claudina,

ocludina y zonocludina en intestino delgado (Zhang et al., 2017b; Liu et al., 2021b). Lo
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anterior podria ser resultado del desvio del flujo sanguineo hacia tejidos periféricos que
ocurre durante el EC, lo cual ocasiona una reduccién en el aporte de sangre hacia el
intestino, provocando isquemia y dafo a la estructura del epitelio intestinal, asi como

disfuncién de las proteinas de union estrecha (Liu et al., 2021).

Sin embargo, la administracién del probidtico a las aves en EC restablecio la expresion
de claudina 1, claudina 5 y TJP-1, pudiendo esto estar asociado con la naturaleza
dindmica de estas proteinas que aparentemente pueden remodelarse y redistribuirse en

respuesta a diversos estimulos (Barekatain et al., 2019).

En contraste con los resultados obtenidos de esta investigacion, algunos autores han
mencionado que la adicion de probidticos a la dieta de pollos de engorda y gallinas de
postura incrementa la expresion de las proteinas de union estrecha (Gadde et al., 2017;
Ahn et al., 2022; Bao et al., 2022; Zou et al., 2022). Esos autores atribuyen a los
probiodticos un efecto protector ante la inflamacion crénica provocada por el estrés al
regular la permeabilidad paracelular, coincidiendo en que los probidticos pueden

asegurar la funcion de la barrera y contribuir a mantener una 6ptima salud intestinal.

La disfuncion de la barrera intestinal es uno de los primeros efectos negativos del EC, y
esta alteracion esta relacionada con la pérdida de proteinas de unién estrecha, tanto de
claudina-1 y como de ocludina, ambas esenciales para reforzar y estabilizar la barrera
en las células epiteliales (Sandner et al., 2020; Basiouni et al., 2023). Los pollos
expuestos a EC redujeron la expresion de sus proteinas de union estrecha, pero las
aves que consumieron la dieta adicionada con el extracto herbal, presentaron un

notable incremento de claudina-1, TJP1 y TJP-2.

Los resultados de este trabajo coinciden con lo reportado por Meligy et al., (2023)
quienes evaluaron una mezcla de aceites de orégano, canela y clavo encapsulados,
suplementados en una dieta para pollos de engorda, y obtuvieron un incremento la
expresion de JAM-2 y ocludina. Moharreri et al., (2022) investigaron el efecto de una
mezcla de aceites esenciales tomillo, ajedrea de verano, menta y semilla de pimienta
negra microencapsulados en pollos infectados con Salmonella enteritidis, y observaron
un incremento de la expresion de ocludina. Ambos estudios concluyeron que el

incremento en la expresion de estas proteinas se relaciona con un efecto protector en el
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mantenimiento de las funciones de la barrera intestinal. Lo anterior puede ser atribuido
a que ocludina contribuye a estabilizar a otras proteinas de union estrecha para
mantener una optima funcion de la barrera intestinal (Zhang et al., 2021). Ademas, en
su conjunto ocludina, claudina-1 y claudina-5 conforman una estructura transmembrana
fundamental para conservar la integridad de la barrera epitelial intestinal (Fatholahi et
al., 2021).

Hasta el momento se cuenta con muy pocos estudios en los que se evaluan extractos
herbales a base de Capsicum, piper nigrum y Zingiber officinale tanto de manera
individual como en mezclas, y son aun mas escasos los que evaluan la expresion de
proteinas de unidn estrecha en pollos de engorda en condiciones de EC. Sandner et al.
(2020) investigaron los efectos de administrar ginseng a pollos en EC y observaron una
reduccion en la expresion de claudinas y ocludinas debido a la exposicion en EC, no
obstante este efecto negativo fue revertido cuando se adiciono 90 mg/L del extracto de
ginseng y concluyeron que el ginseng tiene la capacidad de mejorar la integridad de la
barrera intestinal en condiciones de EC. Paraskeuas & Mountzouris (2019) evaluaron
un producto fitogénico, que contenia una mezcla de aceites esenciales de orégano,
anis y citricos, y observaron incremento en la expresion proteinas de union estrecha,
concluyendo que estos fitogénicos pueden mejorar la integridad de la barrera intestinal
a través de su influencia en el ensamblaje de estas proteinas, que como resultado
podrian proporcionar una proteccion mas efectiva contra sustancias toxicas derivadas

de alimentos.

En la presente investigacion, se presentd una notable disminucidn de la expresion de
proteinas de unién estrecha en mucosa intestinal de las aves en condiciones de EC; sin
embargo, cuando se adiciond el extracto herbal la expresion de estas proteinas se
incremento, lo que sugiere un efecto benéfico de los componentes del extracto herbal

que actuaron en conjunto y potencializaron su expresion.
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9. CONCLUSIONES

La temperatura ambiental elevada provoca estrés por calor a los pollos de engorda.
Este problema afecta negativamente sus parametros productivos y compromete la
integridad y funcion de barrera de la mucosa intestinal. La adicion del probiotico a base
de B. subtilis mejora los parametros productivos, asi como las caracteristicas
histolégicas de la mucosa intestinal y la expresién de proteinas de unién estrecha. Este
efecto benéfico también puede observarse cuando se adiciona un extracto herbal a

base de capsaicina, pimienta negra y jengibre.
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