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RESUMEN

El estrés por calor (EC) afecta negativamente el crecimiento de los cerdos, y
a nivel intestinal puede modificar la microbiota e integridad intestinal, lo que podria
afectar su salud. La suplementacion con probioticos puede ayudar a los animales a
mantener un ambiente intestinal saludable. Se realizé un experimento con 80 cerdos
(21.6 £ 3.4 kg PV) expuestos a EC o termoneutralidad (TN) para evaluar el efecto
de suplementar Bacillus subtilis DSM 32540 sobre el rendimiento productivo,
integridad intestinal, concentracion de aminoacidos (AA) y actividad de enzimas
antioxidantes en suero sanguineo. Los cuatro tratamientos (Trat) fueron: cerdos TN
alimentados con una dieta testigo sin (TN-T) o con 2x10° UFC de probiético/g de
alimento (TN-P), y cerdos en EC alimentados con dieta testigo sin (EC-T) o con
probiotico (EC-P). Al finalizar, ocho cerdos/Trat fueron sacrificados para colectar
muestras de intestino delgado para analizar la integridad intestinal, y de sangre para
determinar actividad antioxidante y AA libres en suero. Ademas, diez cerdos
alojados en EC, canulados en ileon y provistos con un termémetro implantado que
registraba la temperatura intestinal (Tl) cada cinco minutos, fueron alimentados con
las mismas dietas (cinco cerdos/dieta). La temperatura ambiente dentro de las salas
oscild en TN entre 19y 25 °Cy en EC entre 30 y 38.5 °C. La Tl en los cerdos EC-P
fue mas baja que los cerdos EC-T (P<0.05). En TN y EC, la adicion del probidtico
mejord la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia (P<0.05). Ademas, el
probidtico aumento la altura de las vellosidades en duodeno e ileon, y la relaciéon
vellosidad-cripta mejoré en los tres segmentos del intestino delgado (P<0.05). En
yeyuno, el probiético aumenté la abundancia de claudina 2 en condiciones de TN
(P<0.05), pero no en ileon (P>0.05). El EC redujo la concentracion sérica de la
mayoria de AA esenciales (P<0.05). La actividad antioxidante de glutation
peroxidasa y superoxido dismutasa se redujo en TN y aument6 en EC por la adiciéon
del probidtico (P<0.05). En conclusion, la suplementacion con Bacillus subtilis (DSM
32540) puede contrarrestar algunos efectos negativos que tiene el EC sobre el

rendimiento productivo y la integridad intestinal de los cerdos.

Palabras clave: Estrés por calor, cerdos, probiéticos, integridad intestinal.
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ABSTRACT

Heat stress (HS) negatively affects pig’s growth and, at intestinal level, can
modify microbiome and intestinal integrity, which could affect their health. Probiotic
supplementation can help animals to maintain a healthy intestinal environment. An
experiment was carried out with 80 pigs (21.6 + 3.4 kg BW) exposed to HS or
thermoneutrality (TN) to evaluate the effect of supplementing Bacillus subtilis DSM
32540 on growth performance, intestinal integrity, amino acids (AA) concentration
and antioxidant enzyme activity in blood serum. The four treatments (Trea) were: TN
pigs fed with a control diet without (TN-C) or with 2x10° CFU of probiotic /g of feed
(TN-P), and HS pigs fed with a control diet without (HS -C) or with probiotic (HS-P).
At the end, 8 pigs/Trea were slaughtered to collect small intestine samples to
analyze intestinal integrity; and blood to determine antioxidant activity and free AA
in serum. Additionally, ten ileal-cannulated pigs, housed in HS and fed with the same
diets (five pigs/diet), had an implanted thermometer that recorded intestinal
temperature (IT) every five minutes. The ambient temperature inside the room
ranged in TN between 19 and 25 °C and in HS room between 30 and 38.5 °C. The
IT in HS-P pigs was lower than HS-C pigs (P<0.05). In TN and HS, the addition of
probiotic improved daily weight gain and feed conversion ratio (P<0.05). Additionally,
probiotic increased villus height in duodenum and ileum, and villus-crypt ratio
improved in all three segments of small intestine (P<0.05). In jejunum, probiotic
increased the abundance of claudin 2 under TN conditions (P<0.05) but, it did not
affect the relative abundance in ileum (P>0.05). HS reduced the serum concentration
of most essential AA (P<0.05). The antioxidant activity of glutathione peroxidase and
superoxide dismutase was reduced in TN and increased in HS by the addition of
probiotic (P<0.05). In conclusion, supplementation with Bacillus subtilis (DSM
32540) may counteract some negative effects of HS on performance and intestinal

integrity of pigs.

Keywords: Heat stress, pigs, probiotics, intestinal integrity
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1. INTRODUCCION

Las pérdidas econémicas en la produccion animal debido al creciente
calentamiento global han resultado en nuevas y mas profundas investigaciones
relacionadas con afectaciones a los animales provocadas por el estrés por calor
(Chen et al., 2022). De estas investigaciones se conoce que los cerdos comienzan
a experimentar estrés por calor cuando se exponen a temperatura ambiental
elevada, superior a la de su zona termoneutral, que en el caso de cerdos en etapa
de crecimiento y finalizacién esta dentro de un rango de 16 — 24 °C (Noblet et al.,
1994; Coffey et al., 1995).

Los cerdos en crecimiento Yy finalizacion son muy susceptibles a estrés por
calor debido a que carecen de glandulas sudoriparas funcionales, alta produccion
de calor metabdlico y acumulacién de grasa (Dallaire et al., 1996). El estrés por
calor puede inducir diferentes cambios en la fisiologia, metabolismo vy
comportamiento, que pueden debilitar al sistema inmunoldgico, y afectar la salud y

rendimiento productivo en los cerdos (Bernabucci et al., 2010; Cheng et al., 2022).

En los animales con estrés por calor suele observarse una redireccion de la
sangre hacia la periferia, con el objetivo de disipar calor, lo que provoca
vasoconstriccion en el tracto gastrointestinal (Lambert, 2009). Lo anterior resulta en
una reduccioén del flujo sanguineo y nutrientes en el intestino, y conduce a hipoxia

en epitelio de intestino, que compromete su funcion e integridad (Xia et al., 2022).

La mucosa y microbiota intestinal son otros componentes importantes de la
barrera intestinal que se ven alterados por el estrés por calor (Liu et al., 2009). Se
cree que la regulacion de la microbiota intestinal podria mediar los efectos negativos
del estrés por calor, por medio de: eliminacion de patdgenos, metabolizacion de
nutrientes no digeridos, regulacién del sistema inmunoldgico, fortalecimiento de la
barrera intestinal y mitigacion de estrés oxidativo (Macpherson et al., 2017; He et
al., 2019).

Existen diferentes estrategias nutricionales que actian de forma directa o

indirecta sobre la regulacion de la microbiota intestinal, pero que ademas tienen



efectos positivos para la salud de los animales, entre las cuales se cuenta la
suplementacion con prebioticos, probidticos, postbidticos, vitaminas, minerales y

extractos herbales (Yue et al., 2020).

Los probidticos son cepas vivas de microorganismos que benefician y ayudan
a restaurar el equilibrio de la microbiota intestinal, recuperar la integridad y salud
intestinal, y a mejorar la absorcién y utilizacion de nutrientes (Al-Fataftah y
Abdelgader, 2014; Liao y Nyachoti, 2017; Markowiak y Slizewska, 2018). Existen
diferentes especies de bacterias utilizadas como probidticos que ofrecen beneficios
en la produccion porcina, tales como, Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium,
Saccharomyces y Enterococcus (Markowiak y Slizewska, 2018; Barba-Vidal et al.,
2019).

Debido a sus diferentes mecanismos de accion, Bacillus subtilis podria
ayudar a mediar la microbiota intestinal durante el estrés por calor (Su et al., 2020).
De acuerdo con Foligné et al. (2012) y Elshaghabee et al. (2017), estas bacterias
producen proteinas antimicrobianas tales como bacteriocinas y surfactinas, e
inducen la produccion de diferentes citoquinas asociadas a la inflamacion. B. subtilis
germina principalmente en yeyuno e ileon, y ha demostrado mantener una relacion
favorable en el equilibrio de la microbiota intestinal y mejorar el rendimiento
productivo en animales (Kyriakis et al., 1999; Alexopoulos et al., 2004; Kritas y
Morrison, 2005). Ademas, se ha demostrado que la suplementacién con Bacillus
incrementa significativamente el conteo de Lactobacilli gastrointestinal y reduce el
de E. coli patégeno (Adami y Cavazzoni, 1999; Hosoi et al., 1999). Otra ventaja de
utilizar Bacillus subtilis como probi6tico, es que se ofrece en forma de esporas que
son resistentes a las condiciones ambientales surgidas durante el transito por el
tracto gastrointestinal, tales como alta temperatura, bajo pH, presencia de acidos
biliares y pancreatina (Huang y Adams, 2004; Guo et al., 2006).

Se plante0 la hipotesis de que las dietas adicionadas con probidtico podrian
ayudar a mitigar el impacto del estrés por calor en cerdos. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue analizar el efecto de la adicion del probidtico Bacillus subtilis DSM

32540 sobre el rendimiento y funcion del epitelio intestinal en cerdos estresados por



calor. El presente estudio, se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto del
probiético sobre el rendimiento productivo, temperatura intestinal, frecuencia
respiratoria, integridad del epitelio intestinal, actividad antioxidante y concentracion
de aminoacidos en suero sanguineo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Alta temperatura ambiental en la produccién porcina

La elevacion en la temperatura ambiental (TA) ha provocado pérdidas
econdmicas en la ultima década a nivel global y han sido de gran preocupacion,
en zonas tropicales y templadas, en las que el incremento en la TA se convierte
en un problema durante los meses de verano (Ross et al., 2015). Se prevé que
la temperatura global podria aumentar entre 0.8 a 2.6 °C para el 2050 (IPCC,
2013). Este aumento en la TA tendria gran impacto en la produccion ganadera,
afectando principalmente el bienestar, comportamiento productivo y salud de los
animales (Campos et al., 2017).

Més del 50% de la porcicultura a nivel mundial se practica en regiones
con clima tropical o subtropical, en las que en los ultimos afios se incrementado
la demanda y consumo de carne de cerdo por habitante (FAO, 2010). Asi
también, en paises como Estados Unidos, Brasil y Australia, entre otros, las
pérdidas econdmicas en la produccion porcina por esta causa han sido
considerables (St-Pierre et al., 2003). Cuando los cerdos son expuestos a alta
TA, mantienen su homeotermia a través de adaptaciones fisiolégicas,
metabdlicas y conductuales que afectan negativamente su crecimiento
(Renaudeau et al., 2011).

Estas adaptaciones por la TA elevada impactan en la produccién animal
reduciendo el consumo voluntario de alimento, mismo que ocurre como un
intento del animal para reducir la produccién de calor metabdlico (Baumgard y
Rhoads, 2013); como resultado se afecta el rendimiento del crecimiento, y se

reduce la ganancia diaria de peso (Renaudeau et al., 2010).

Ademas, se observa que los cerdos que fueron criados en condiciones de
estrés por calor (EC) presentan menor peso y cambios en la composicion de la
canal; las canales presentan mayor porcentaje de grasa y tejido adiposo (Collin
et al., 2001), se presenta mayor retencion de agua, cambian sus propiedades

organolépticas y aumenta la concentracién de acido lactico en la canal (Ross et



al., 2015; Gonzalez-Rivas et al., 2020). Esta respuesta, confirma que el EC altera
el metabolismo para la particibn y uso de nutrientes y energia (Baumgard y
Rhoads, 2013); ademés de que puede involucrar alteraciones en la sensibilidad

a insulina en el organismo animal (Sanz-Fernandez et al., 2015).

2.2. Estrés por calor y sus efectos negativos en cerdos

Existen diversos estresores que afectan negativamente la produccion porcina
(Ringseis y Eder, 2022), siendo el EC uno de los méas desafiantes en cuanto

pérdidas econémicas y productividad (Renaudeau et al., 2011).

El EC se define como una serie de cambios en el comportamiento, procesos
fisioldgicos, inmunolégicos y metabodlicos en animales expuestos a alta TA (Horowitz
et al., 2004; Cervantes et al., 2016). Estas alteraciones dificultan que el cerdo pueda
mantener homeostasis, provocando un rendimiento menor en comparacién con
aguellos que se encuentran en termoneutralidad (TN; Horowitz et al., 2004; Morales
et al., 2016; Gourdine et al., 2019). El EC se presenta cuando la TA sobrepasa el
rango de TN del cerdo (16 - 25 °C) y la humedad relativa es alta (Holmes y Close,
1977).

Los cerdos son animales susceptibles al EC, debido a que carecen de
glandulas sudoriparas funcionales. Como consecuencia, su pérdida de calor
mediante evaporacion se ve comprometida y su Unica alternativa es el jadeo
(Baumgard y Rhoads, 2013; Cottrell et al., 2015). Ademas, conforme los cerdos
crecen y pasan de la etapa de crecimiento a finalizacién, se vuelven mas
susceptibles al aumento de TA, ya que el valor critico maximo de su zona TN
disminuye a 21 °C (Ringseis y Eder, 2022).

El impacto méas severo del EC suele observarse en los primeros 10 dias de
exposicion a TA elevada (Cervantes et al., 2016), en este periodo se observan
diversos cambios en su comportamiento, tales como, reducciéon en el consumo
voluntario de alimento y actividad fisica; ademas se incrementan sus constantes

fisiol6gicas de frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca, y temperatura corporal



(Wilson y Crandall, 2011; Pearce et al., 2013; Cervantes et al., 2016). Varios de
estos cambios tienen como objetivo reducir el calor producido dentro del cuerpo y

fomentar la pérdida de calor (Bernabucci et al., 2009).

Asi, la constante exposicion a altas temperaturas impacta de manera
negativa en el rendimiento de los cerdos. En principio, la reduccion en el consumo
voluntario de alimento se traduce en una reduccion en la produccién de calor, debido
a los procesos de digestién y metabolismo, pero también implica un menor consumo
de nutrientes y, en consecuencia, una menor ganancia de peso (Huynh et al., 2005;
Pearce et al., 2013; Renaudeau et al., 2014).

2.2.1. Tracto gastrointestinal

En el tracto gastrointestinal, se lleva a cabo la digestion del alimento y la
absorcion de nutrientes; ademas se contribuye al equilibrio hidrico, y a la realizacion
de algunas funciones inmunoldgicas (Ringseis y Eder, 2022). El intestino delgado y
el intestino grueso tienen una superficie luminal formada por distintos tipos de
células epiteliales cubiertas por capas de mucosa llamada barrera intestinal
(Ringseis y Eder, 2022).

La barrera intestinal actia como defensa fisica y funcional entre la microbiota
intestinal y el torrente sanguineo, facilitando la absorcion de nutrientes, produciendo
moléculas antimicrobianas e inmunes Yy evitando la translocacion de
microorganismos patdgenos y comensales, y moléculas proinflamatorias como:
toxinas, antigenos, farmacos y alérgenos que se encuentran en el lumen intestinal
(Turner, 2009; Gallo y Hooper, 2012).

Como se menciono, la barrera intestinal se encuentra formada por una capa
de células epiteliales que incluyen enterocitos, células caliciformes formadoras de
moco, células de Paneth que sintetizan péptidos antimicrobianos, células
enteroendocrinas productoras de hormonas, y células madre intestinales
encargadas de la proliferacién celular (Camilleri, 2021). Las células epiteliales estan

estrechamente unidas a través de proteinas de union estrecha (PUE) que bloquean



el paso de materiales a través del espacio que existe entre células vecinas (paso
paracelular; Ringseis y Eder, 2022). En su conjunto, las PUE incluyen a las
proteinas transmembrana llamadas claudinas, ocludinas, tricelulinas y otras
moléculas de adhesion, que se encuentran unidas a moléculas de andamiaje
llamadas zonocludinas (ZO; tight junction protein), las cuales interactian con las

fibras de actina en el citoesqueleto de las células epiteliales (Suzuki, 2020).

El epitelio intestinal esta cubierto por una capa de moco (mucina), que cubre
la zona apical de las células del epitelio intestinal en el lumen. El lumen alberga la
microbiota intestinal, que previene la adhesién de bacterias entéricas patdgenas
(Ringseis y Eder, 2022). Por debajo de las células que cubren el epitelio, se ubica
la lamina propia, en la que se pueden encontrar diversas moléculas inmunoldgicas
como citoquinas, imnunoglobulinas, proteasas y péptidos antimicrobianos. Ademas,
estan presentes células de respuesta inmune innatas y adaptativas, tales como
células dendriticas, linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos, macrofagos,
mastocitos (Gallo y Hooper, 2012; Ringseis y Eder, 2022). En la Figura 1 se

representan los principales los elementos de la barrera intestinal.

Las PUE y mucina son los componentes principales para mantener
homeostasis y salud intestinal (integridad intestinal); si la barrera intestinal pierde su
continuidad o integridad, entonces podria incrementarse la permeabilidad a diversos
elementos como toxinas, metabolitos y microorganismos de la luz intestinal, y esto

asociarse a disbiosis en la microbiota (Karl et al., 2017).
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Figura 1. Componentes de la barrera intestinal (Adaptado de Natividad y Verdu,
2013). a Lipopolisacéarido, b bacterias comensales y patégenas, ¢ alérgenos, d
acidos graso volatiles, e proteinas antimicrobianas, f ocludinas, g claudinas, h ZO-
1, i actina, j célula dendritica, k neutrdfilo, | mastocito, m IgA, n macréfago, fi célula

T, o célula plasmaética.

2.2.2. Epitelio intestinal

En general, se sugiere que el EC puede provocar dafios y cambios en el
tracto gastrointestinal, especialmente la fisiologia y morfologia del intestino delgado
y la integridad de su barrera, el cual se asocia con afectaciones en la produccion,
salud y bienestar de los cerdos (Mayorga et al., 2020). En primer lugar, la
incapacidad del organismo para mantener su temperatura corporal dentro del rango
normal de su especie, provoca redireccionamiento de la sangre hacia la periferia del
cuerpo (piel), disminuyendo la irrigacion en érganos internos como intestino delgado
(Lambert, 2009; Xia et al., 2022). En consecuencia, se reduce el aporte de oxigeno

y nutrientes que llegan a intestino, lo que puede resultar en hipoxia y atrofia de



células del epitelio intestinal, y afectar la morfologia y fisiologia del epitelio (Lambert,
2009; Yu et al., 2010; Xia et al., 2022). De esta manera se observa reduccion en la
longitud de las vellosidades, descamacion del epitelio, mayor profundidad en las
criptas intestinales, y disminucién en el grosor y espesor de la mucosa (Pearce et
al., 2013; Liu et al., 2020; Vasquez et al., 2022). Ademas, se han reportado
alteraciones en la proliferacion celular (Yu et al., 2010), modificaciones en la
expresion de transportadores de glucosa, aminoacidos y otros nutrientes (Sonna et
al., 2002; Cervantes et al., 2016), alteraciones en la funcion de las PUE (Lauridsen,
2019), incremento en la sintesis de proteinas HSP, las cuales responden a estrés
térmico (Sonna et al., 2002; Cervantes et al., 2016), e incremento en la cantidad de
radicales libres presentes a nivel celular y tisular (Hall et al., 2001). Todo lo anterior
mencionado, puede resultar en alteraciones en la permeabilidad intestinal, y dar
paso a la entrada de patégenos, endotoxinas bacterianas, lipopolisacaridos, toxinas
y alérgenos hacia el torrente sanguineo, lo que finalmente afecta el estado de salud
de los animales (Yu et al., 2010; Le et al., 2020; He et al., 2021).

2.2.3. Microbiota

El tracto gastrointestinal alberga a millones de microorganismos diversos que
lo colonizan y participan en la absorcion y metabolismo de nutrientes no digeridos,
fortalecimiento de la barrera intestinal, reduccion de pH intestinal, produccién de
acidos grasos volétiles, reciclaje de sales biliares, produccion de vitaminas,
fermentacién de la fraccion fibrosa del alimento, estimulacién y desarrollo del
sistema inmunoldgico, y eliminacion de patégenos (Macpherson et al., 2017; Barba-
Vidal et al., 2019). Una eubiosis en el tracto gastrointestinal tiene efecto directo

sobre la salud y produccion del huésped (He et al., 2021).

En los cerdos, la microbiota intestinal se compone principalmente de dos filos
principales: Firmicutes y Bacteroidetes (Le Sciellour et al., 2019). A lo largo del ciclo

productivo de los cerdos, su microbiota varia dependiendo de la etapa de



crecimiento en donde se encuentran, ademas, se incrementa la diversidad de

microorganismos que la componen (Wang et al., 2019).

El equilibrio de la microbiota se altera por diversos factores, tales como
cambios ambientales, metabdlicos y/o nutricionales, los cuales favorecen la
proliferacion de microorganismos patdgenos (Suva et al., 2016). Esta alteracion en
la microbiota intestinal se traduce en trastornos funcionales, nutricionales, y de
respuesta inflamatoria (Levy et al.,, 2017). Se ha demostrado que el EC puede
provocar alteraciones significativas en la microbiota intestinal, especialmente en los
dos filos que la componen: aumentando la abundancia de Firmicutes y
disminuyendo la de Bacteroidetes (Pearce et al., 2013; Le Sciellour et al., 2019).
Especificamente, el EC disminuye la abundancia de la familia Lactobacillaceae (Le
Sciellour et al., 2019), de especies de Prevotella, Streptococcus (He et al., 2019; Xia
et al., 2022), Bifidobacterium, Lactobacillus (Hu et al., 2022; Xia et al., 2022) y otras
especies de bacterias, que contribuyen a mantener la integridad de la barrera
intestinal y a la proteccion contra patdgenos (Ringseis y Eder, 2022). Por otro lado,
se ha demostrado que los cerdos que padecen estrés calor tienen mayor
abundancia de especies patdgenas oportunistas como: Halomonas spp. (He et al.,
2019), Staphylococcus spp. (Xia et al., 2022), asi como de los géneros:
Streptococcus y Acinetobacter (Xiong et al.,, 2022) Campylobacter, Veillonella y
Lachnospira (Hu et al., 2022).

2.3. Estrategias para promover la salud intestinal

Actualmente, el objetivo principal de la nutriciébn consiste en administrar los
nutrientes que requieren los animales para su crecimiento y desarrollo; pero para
ello también es importante tomar en cuenta el mantenimiento de la salud y combatir

o disminuir enfermedades (Markowiak y Slizewska, 2018).

Como se describié anteriormente, la disbiosis intestinal inducida por el EC
puede resultar en dafo al epitelio e integridad intestinal, que provoca deterioro en

el crecimiento, salud, y bienestar de los animales (Markowiak y Slizewska, 2018).
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Por lo tanto, estrategias nutricionales que mitiguen o contrarresten esta disbiosis
son necesarias para aminorar el dafio causado por el EC, en especial la integridad

y composicion de la microbiota intestinal (Cottrell et al., 2015).

En los ultimos afios, el empleo de antibidticos en la dieta de los animales,
inclusive en cerdos en EC, ha sido como promotor de crecimiento, y anteriormente,
eran la primera opcion para controlar el crecimiento excesivo de patdgenos; sin
embargo, su uso no regulado e indebido ha generado resistencia microbiana,
pérdida de eficacia de medicamentos y afeccién a la salud (Ma et al., 2021; Sun et
al., 2023). En este sentido, han surgido varios productos como alternativas ante los
antibioticos que han dado resultados positivos y beneficiosos (Olmos y Paniagua-
Michel, 2014)

Algunas alternativas para contrarrestar las consecuencias del EC y uso de
antibiéticos pudieran ser prebioticos, probioticos, y simbidticos, los cuales permiten
regular la poblacién patdgena y minimizar la resistencia microbiana (Sun et al.,
2023).

Los prebidticos son componentes de alimentos que estimulan la proliferacion
y actividad de uno o varios microorganismos que se encuentran presentes en tracto
gastrointestinal (Gibson y Roberfroid, 1995; FAO, 2007). Pueden tener un gran
potencial para modificar la microbiota intestinal, sin embargo, estas modificaciones
no son faciles de predecir (Markowiak y Slizewska, 2018). Algunos prebiéticos, tales
como carbohidratos no digeribles, fructooligosacaridos, galactooligosacaridos y
mananooligosacaridos, se han utilizado como suplemento en el alimento de los
animales como sustrato de crecimiento para bacterias probitticas especificas
(Ringseis y Eder, 2022). Por otra parte, los simbi6ticos son una combinacién de
probidticos y prebidticos, cuyo objetivo principal es mejorar la supervivencia de los
microorganismos del tracto gastrointestinal (Gibson y Roberfroid, 1995). Sin
embargo, el uso de ambos aun no ha sido explorado para mejorar los parametros

productivos de los cerdos (Ringseis y Eder, 2022).
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Se ha demostrado que la suplementacién con prebidticos en lechones
destetados tempranamente incrementa la presencia de Bacteroides,
Bifidobacterium, y Lactobacillus, microorganismos benéficos para el tracto
gastrointestinal, ademas de que favorecen las caracteristicas morfolégicas y funciéon
de las vellosidades intestinales (Smiricky-Tjardes et al., 2003; Price et al., 2014).
Resultados similares fueron observados por Nemcova et al. (1999), quienes
reportaron que la suplementacion de un simbidtico a base de Lactobacillus
paracasei y fructooligosacaridos aumentaron la poblaciobn de Lactobacillus vy
Bifidobacterium en el intestino, y disminuyd la colonizaciéon de bacterias patégenas

de los géneros E. coli, Enterobacteriaceae y Clostridium.

La suplementacion con prebidticos y simbioticos en cerdos con EC ain no ha
sido estudiada. Sin embargo, hay algunas investigaciones que muestran que la
adicidn de prebidticos y simbioticos contribuye a atenuar las afecciones causadas
por el EC en pollos de engorda (Sohail et al., 2012; Ashraf et al., 2013; Song et al.,
2013). Sohail et al. (2012) y Ashraf et al. (2013) observaron que los
mananooligosacéaridos mejoraron el peso corporal, y combinado con una mezcla de
bacterias probidticas (simbiotico) mejoraron la funcién de la barrera intestinal,
aumentaron la altura de vellosidades, la relacion vellosidad-cripta (V:C) y la cantidad
de células caliciformes productoras de moco. Song et al. (2013) demostraron que
los celooligosacaridos contribuyeron a mejorar el rendimiento productivo de los
animales, asi como las caracteristicas morfolégicas de su epitelio intestinal.
También se incremento la poblacion de Lactobacillus, se redujo la permeabilidad
paracelular y la poblacion de E. coli y Clostridium en yeyuno.

La suplementacién con microorganismos probiéticos se ha investigado y
utilizado en humanos para la prevencion y tratamiento de diversas afecciones del
tracto intestinal como colitis ulcerosa, intolerancia a la lactosa, sindrome de intestino
irritable y Ulceras (Markowiak y Slizewska, 2017). En cambio, el uso de probiéticos
en la alimentaciéon de los animales, ha sido principalmente para modular su
microbiota intestinal (Markowiak y Slizewska, 2018). En la produccion animal, los

probioticos pueden incluir una o varias cepas microbianas, entre las que destacan
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Lactobacillus, Bidifobacterium y Butyricicoccus, los cuales, son miembros
esenciales de la microbiota de la mayoria de los animales de granja y reconocidas

por beneficiar la salud intestinal (Xia et al., 2022).

El EC altera el equilibrio intestinal, provocando disminucion en la colonizacion
de bacterias benéficas; asimismo, se especula que esta disminucion podria ser el
primer paso a la alteracion de la microbiota, y posteriormente asociarse a
inflamacion intestinal (Markowiak y Slizewska, 2018; Xia et al., 2022). Sin embargo,
otros factores también influyen en la regulacion de su composicion, tales como la
dieta, restriccion caldrica, la genética y raza del cerdo, y el ambiente (de Morais et
al., 2017; Mackos et al., 2017).

2.4. Probi6ticos como alternativa ante el estrés por calor

Los probidticos son cepas vivas de microorganismos que han sido
seleccionados para brindar beneficio a la salud del huésped (FAO, 2009). El uso de
estos microorganismos en cerdos tiene como objetivos mantener un intestino
saludable mediante la regulacién de la microbiota intestinal, reducir la colonizacion
por patdégenos, incrementar la digestibilidad de nutrientes y mejora el sistema
inmunoldgico y bienestar de los animales (Liao y Nyachoti, 2017; Barba-Vidal et al.,
2019).

Los microorganismos probidticos se clasifican en tres grupos principales:
productores de acido lactico (Streptococcaceae y Lactobacillaceae), levaduras

(Saccharomyces), y Bacillus spp. (Liao y Nyachoti, 2017; Jinno et al., 2022).

En cerdos se han utilizado principalmente microorganismos de los géneros
Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, vy
Saccharomyces (Kumar et al., 2012; Yirga, 2015; Markowiak y Slizewska, 2018). En
la mayoria de los estudios, estos probiéticos se han suplementado en etapas criticas

de la produccion del cerdo, en destete y en maternidad (Barba-Vidal et al., 2019).
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En cerdos bajo condiciones de EC, las investigaciones son limitadas.
Labussiere et al. (2022) suplementaron Saccharomyces cerevisiae var boulardii
CNCM 1-1079 en cerdos en finalizacion con EC y observaron mayor consumo de
alimento, retencion de energia y mejora en la composicion de la microbiota
intestinal. Otro ejemplo, es el estudio de Gan et al. (2013), quienes utilizaron dos
cepas, Lactobacillus acidophilus y Saccharomyces cerevisiae, en lechones
destetados en EC y observaron disminucién en la abundancia relativa de mRNA
que codificaba para las proteinas de choque térmico Hsp70, Hsp27 en higado,
rifones y bazo. El aumento de estas proteinas es un efecto cominmente asociado
al EC (Kiang y Tsokos, 1998).

En comparacién con otros microorganismos, se ha demostrado que el género
Bacillus forma esporas y son termoestables, esto lo hace facil de manipular para su
almacenamiento y procesamiento como aditivo alimenticio (Jinno et al., 2022).
Bacillus es un género bacteriano muy diverso, y existen antecedentes que respaldan
su uso de varias de sus especies como probiético (Sorokulova, 2013). Algunos de
los Bacillus mas utilizados son: B. subtilis, B. licheniformis, B. coagulans, B. cereus,
B. clausii (Elshaghabee et al., 2017). Sin embargo, en los ultimos afios, la especie
Bacillus subtilis ha llamado la atencién debido a sus caracteristicas y mecanismos
de accién para utilizarlo como suplemento probidtico ante situaciones de estrés
(Suva et al., 2016).

2.5. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria aerobia Gram-positiva perteneciente al filo de
Firmicutes. Esta bacteria tiene forma de bastén que mide menos de 1 um de
didmetro y entre 2-6 um de largo (Errington y Aart, 2020). Tiene una temperatura
Optima de crecimiento en un rango de 30 a 35 °C y en un plazo corto de tiempo, su
reproduccion y crecimiento son rapidos (alrededor de 48 h; Errington y Aart, 2020).
Ademas, es capaz de formar cuerpos fructiferos que contienen endoesporas, las
cuales, sobreviven en condiciones de temperatura extremas (Errington y Aart,

2020). Ademas de estas caracteristicas, es considerada un probiético multifuncional
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ideal por su potencial para prevenir el crecimiento de bacterias patdégenas (Olmos
et al., 2020). Normalmente como probidtico se produce y administra en forma de
endosporas que ingresan al tracto gastrointestinal y se activan de forma rapida (Su
et al., 2020). Otra caracteristica de las endosporas es su estabilidad y resistencia
ante condiciones de estrés, debido a que pueden sobrevivir en estado de anabiosis
y a que cuando hay disponibilidad de nutrientes, vuelven a germinar. Lo anterior
favorece su estabilidad en la temperatura, y pH acido del estbmago, y asi se
mantienen viables para colonizar el intestino (Setlow, 2006). También se ha
demostrado que B. subtilis puede almacenarse por periodos largos de tiempo sin

refrigeracion (Olmos y Paniagua-Michel, 2014).

B. subtilis es utilizado en la produccion animal como suplemento para ayudar
a mejorar la funcion y microbiota intestinal (Su et al., 2020); y en cerdos, se ha
observado que promueve el rendimiento productivo y mejora la salud (Alexopoulos
et al., 2004; Markowiak y Slizewska, 2018).

B. subtilis se distingue por tener una amplia gama de caracteristicas como:
capacidad de hidrolizar y utilizar diferentes metabolitos, tolerancia a la variacién de
pH, temperatura y salinidad, y capacidad para secretar numerosas enzimas
(Errington y Aart, 2020). Ademas, al ser una bacteria aerobia, esto hace que
contribuya a consumir oxigeno existente en el intestino (ambiente anaerobio) que
promueve la reproduccion de bacterias dominantes en la microbiota, manteniendo

el equilibrio en ella (Su et al., 2020).

Se han determinado posibles mecanismos de accién por parte de B. subtilis,
los cuales incluyen el efecto antimicrobiano mediante sintesis de péptidos
antimicrobianos, efecto inmunomodulador, la competencia con patdgenos, efecto
antiinflamatorio en el intestino y la estimulacion del crecimiento de otras bacterias

probioticas (Leser et al., 2008).

B. subtilis es conocido por dedicar entre 4 y 5% del genoma a la sintesis de
antibioticos y producir cerca de 66 péptidos antibioticos (Olmos y Paniagua-Michel,
2014). Dentro del grupo de agentes antimicrobianos, los que mas destacan son
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surfactina, subtilina y bacilisina, los cuales, son conocidos por destruir un amplio
espectro de patogenos (Su et al., 2020). Estos péptidos son parte del sistema de
defensa antimicrobiano de los mamiferos, por lo que no hay preocupacion por
resistencia microbiana (Suva et al., 2016).

Otra forma de defensa por parte de B. subtilis contra los patdégenos es
mediante la estimulacion de inmunidad especifica e inespecifica (Suva et al., 2016).
Las esporas de B. subtilis intervienen en la activacion de macrofagos y linfocitos, vy,
ademas, pueden modular la induccion de citosinas proinflamatorias (Olmos y
Paniagua-Michel, 2014; Sebastian y Keerthi, 2014; Suva et al., 2016). Por otro lado,
el quorum sensing de B. subtilis es capaz de activar vias de supervivencia (Akty
MAP quinasa) en enterocitos de intestino delgado (Fujiya et al., 2007). También se
ha registrado que induce proteinas de choque térmico, que protegen a los
enterocitos de pérdida de funcién de la barrera y lesiones, por lo cual, ayuda a
mantener una homeostasis intestinal y salud del huésped (Suva et al., 2016).
Ademas, ha sido demostrado que cuando existe pérdida de PUE, B. subtilis es
capaz de mejorar la funcién de la barrera al regular positivamente la expresion de
las PUE como claudina 1, ocludina y ZO-1, y reducir el dafio del epitelio regulando

negativamente la expresion de citosinas inflamatorias (Gong et al., 2016)
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3. HIPOTESIS

La adicion de un probiotico a base de Bacillus subtilis a dietas para cerdos
en estrés por calor resulta en la mejora del comportamiento productivo; integridad
del epitelio intestinal; concentracion de aminoacidos y actividad antioxidante en

suero.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar el efecto de la adicién de un probiético a base de Bacillus subtilis
a dietas para cerdos en estrés por calor en el comportamiento productivo;
caracteristicas morfolégicas y expresion de proteinas de unién estrecha
del epitelio intestinal; la concentracion de aminoacidos y actividad de

enzimas antioxidantes en suero sanguineo.

4.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de alimentar a cerdos en estrés por calor con una dieta
adicionada con probiotico a base de B. subtilis sobre su temperatura
intestinal.

Evaluar el efecto de la adicion del probiodtico a base de B. subtilis sobre
las variables productivas de ganancia diaria de peso, consumo diario de
alimento y conversion alimenticia en los cerdos en estrés por calor.
Analizar el efecto de suplementar con un probiético a base de B. subtilis
a los cerdos en estrés por calor, sobre las caracteristicas morfologicas del
epitelio intestinal: altura de vellosidades, profundidad de la cripta y
relacion altura de vellosidad / profundidad de cripta.

Evaluar la expresion de RNA mensajero de las proteinas de union
estrecha (claudina 2 y 3, ocludina y zonocludina 1) en cerdos en estrés
por calor alimentados con una dieta adicionada con probiotico a base de
B. subtilis.

Analizar la concentracion sérica de aminoacidos esenciales y no
esenciales de cerdos en estrés por calor alimentados con una dieta
adicionada con probidtico a base de B. subtilis.

Determinar la actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, glutation
peroxidasa y superoxido dismutasa) en suero de cerdos en estrés por
calor alimentados con una dieta adicionada con probiético a base de B.

subtilis.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar del experimento

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fisiologia y Metabolismo Animal del
Instituto de Ciencias Agricolas, UABC. Este Instituto se localiza en carretera a Delta
s/n en el Ejido Nuevo Leodn, en Mexicali, Baja California; y su situacion geografica
corresponde a 32° 24’ latitud Norte y 115° 11' longitud Oeste, con una altitud de 8.2

msnm.

5.2. Instalaciones y distribucion

El ensayo se realiz6 durante los meses de agosto a diciembre del afio 2021.
La TA en ese afio en el estado de Baja California fluctu6 entre 21 y 33 °C en el
verano, y entre 13 y 26 °C durante el otofio (CONAGUA, 2021). El Laboratorio de
Fisiologia y Metabolismo Animal cuenta con una nave techada, dividida en dos
salas. La sala de TN cuenta con un equipo de aire acondicionado, en esta sala la
TA se mantuvo a 22°C; y la sala de EC, no cuenta con aire acondicionado, por lo
gue se encontraba expuesta a las fluctuaciones naturales de TA. De acuerdo a su
peso vivo inicial, los cerdos fueron alojados por parejas en corrales de piso elevado
de 1.44 m?, equipados con bebedero de chupén y comederos de un solo orificio, a

través de ellos se suministr6 el agua y alimento ad libitum.

Las variables de TA y la humedad relativa, al interior de ambas salas, fueron
registradas cada hora con un higrotermdégrafo (Thermotracker Inc., E.U.A.) durante
todo el periodo experimental.

5.3. Animales, dietas y procedimiento experimental

Los cerdos utilizados en el presente estudio fueron manejados de acuerdo a
los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999, 2001).
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Para el procedimiento experimental, fueron utilizados 80 cerdos de cruza
terminal (Landrace x Hampshire x Duroc); la edad promedio de los cerdos fue de
dos meses, y su peso inicial de 21.6 £ 3.4 kg. Los cerdos fueron distribuidos en
bloques completos al azar (dos cerdos por unidad experimental) con 10 réplicas en
cada grupo; para el bloqueo se considero el peso vivo inicial, edad y sexo de los
animales. Los tratamientos fueron los siguientes: 1) TN, cerdos alojados en una sala
con temperatura controlada a 22 °C, y alimentados con una dieta testigo (TN-T); 2)
TN, alimentados con la misma dieta, adicionada con probidtico (TN-P); 3) EC,
cerdos alojados en una sala expuestos a las variaciones de TA del verano en
Mexicali, alimentados con la dieta testigo (EC-T); 4) EC, alimentados con dieta
adicionada con probidtico (EC-P). La dieta testigo fue formulada de acuerdo con el
NRC (2012) para cubrir los requerimientos nutricionales de cerdos comerciales en
el rango del peso corporal de 25-50 kg (Cuadro 1). En la dieta, se incluyeron trigo y
pasta de soya como ingredientes mayoritarios, y se suplementaron los aminoacidos
sintéticos lisina, metionina y treonina para cumplir sus requerimientos de acuerdo
con su digestibilidad ileal estandarizada (NRC, 2012). La dieta con suplementacion
del probidtico fue elaborada a partir de la dieta testigo, a la cual se le agregd 0.05%
de Bacillus subtilis DSM 32540, a concentracion de 2x10° UFC/g. Este nivel
suplementario fue el recomendado por el fabricante.

Los animales fueron pesados al inicio del experimento y semanalmente.
Ademas, durante los 21 dias de duracion del experimento, se registré diariamente
el consumo de alimento y con el peso corporal, se estimaron la ganancia diaria de
peso, eficiencia alimenticia en cada semana y al final del periodo experimental. El
pesaje de animales y alimento se realiz6 en una bascula digital (EQM 200, Torrey,
México) con capacidad de 200 kg y precision minima de 500 g.
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales.

Dieta
Ingrediente, % Testigo Probidtico
Trigo 76.48 76.48
Pasta de soya, 48 % 20.00 20.00
L-Lisina « HCI 0.39 0.39
L-Treonina 0.14 0.14
DL-Metionina 0.14 0.14
Probidtico - 0.05
(Bacillus subtilis DSM 32540, 2x10° UFC/q)
Almidon de maiz 0.05 -
Carbonato de calcio 1.25 1.25
Fosfato dicalcico 0.80 0.80
Sal iodada 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales? 0.40 0.40

aPor kg de dieta suministrd: vitamina A, 4,800 Ul; vitamina D3, 800 Ul; vitamina E,
4.8 Ul; vitamina Ks, 1.6 mg; riboflavina, 4 mg; &cido D-pantoténico, 7.2 mg; niacina,
16 mg; vitamina Bi2, 12.8 mg; Zn, 64 mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; I, 0.36
mg; Se, 0.13 mg.

Simultaneamente se realizd6 un ensayo adicional para determinar la
temperatura corporal en el intestino (TI), y la frecuencia respiratoria de los cerdos.
En el ensayo se emplearon 10 cerdos (25.0 + 2.6 kg) de cruza terminal (Landrace x
Hampshire x Duroc), cinco hembras y cinco machos, y a cada uno de ellos se les
adapt6 quirargicamente una canula tipo “T” en ileon distal (Sauer y Ozimek, 1986).
Posterior a su cirugia, los cerdos se alojaron de forma individual y estuvieron en
recuperacion por 14 dias en condiciones TN (24 °C). Después de la etapa de

recuperacion, los animales fueron distribuidos completamente al azar, bloqueados
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por su peso Vivo y sexo, para recibir 1200 g diarios de la dieta testigo o la dieta

adicionada con probidtico.

Durante el ensayo, los cerdos estuvieron en condiciones de EC por 7 dias. A
cada cerdo se le introdujo un termoOgrafo (Thermotracker BT, iButtonLink
Technology, Whitewater, W) a través de la canula, programado para leer la
temperatura intestinal cada 10 minutos durante 7 dias. Los termografos se
encontraban dentro del ileon en una bolsa de tela cerrada (2 x 3 cm) atada al tapén
de la canula. Ademas, se les midi6 la frecuencia respiratoria de los cerdos a las
0700 h (la temperatura mas baja del dia) y a las 1700 h (la temperatura mas alta del
dia).

5.4. Colecta de muestras

Al final del experimento los cerdos fueron ayunados por 12 horas antes del
sacrificio que se realiz6 el dia 22. Ocho cerdos de cada tratamiento (n= 24) fueron
sacrificados por aturdimiento con un bastén eléctrico (Aturdidor Best & Donovan,
Cincinnati, Ohio, EEUU) durante 3 segundos con voltaje de 630 V. Posteriormente
se realiz6 el desangrado (Cervantes et al., 2016). Durante el sangrado se colecto
sangre en tubos estériles, sin anticoagulante (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ,
EEUU), estas muestras se utilizaron para analisis de AA y actividad enzimatica en
suero sanguineo. Enseguida, se retiraron las visceras y se colectaron muestras de

duodeno, yeyuno e ileon.

Se colectaron muestras de mucosa de yeyuno e ileon para analisis de
expresion de PUE, utilizando portaobjetos estériles para raspar la mucosa y
almacenarlas en microtubos de 2 ml. Una vez finalizado el raspado y para mantener
su integridad, inmediatamente al término del raspado de mucosa las muestras

colectadas se congelaron en un termo que contenia nitrégeno liquido.

Para analizar la histomorfologia intestinal, se colectaron fragmentos de 30
cm (aprox.) de cada segmento del intestino delgado que fueron lavadas con solucién

salina. Posteriormente, se realizaron cortes longitudinal y transversal de 10 cm por
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segmento del intestinal, los cuales, se fijaron con formol bufferado al 10% dentro de
tubos de 50 ml, que fueron mantenidos a temperatura ambiente hasta que se
procedio con el analisis histolégico.

Para salvaguardar la integridad del material biol6gico recolectado, toda la
colecta de muestras desde el sacrificio hasta la toma de la dltima muestra de
intestino delgado siempre tuvo una duracién menor a 10 minutos. Las muestras de
mucosa, tejido y sangre se llevaron al Laboratorio de Biologia Molecular y
Nutrigendmica del Instituto de Ciencias Agricolas, UABC. Las muestras de mucosa
gue se encontraban en nitrégeno liquido fueron mantenidas en un ultra congelador

a -80 °C para su posterior analisis.

Los tubos con sangre fueron centrifugados (Megafuge 1.0 Centrifuge, Baxter
Scientific Heraeus Instruments, Thermo Scientific, CA, EEUU) durante 10 minutos
a 3000 x gy a4 °C. Al final se colecto el suero en dos criotubos de 2 ml utilizando
pipetas de transferencia estériles y desechables. De las muestras de suero se
emplearon 1 ml para andlisis de AA en suero, y 2 ml para analisis de actividad
enzimatica, todos los sueros fueron almacenados en congelacion a -20 °C hasta su

procesamiento.

5.5. Analisis de histomorfologia intestinal

Para el analisis histomorfolégico se utilizaron las muestras de las tres
secciones de intestino preservadas en formol. Se utilizé el método de parafinacion

estandar, y tincién con hematoxilina y eosina (H&E; Luna, 1968).

Para procesar las muestras, se realizaron cortes transversales vy
longitudinales de cada segmento intestinal. Los cortes se acomodaron en una
capsula histolégica y se identificaron con el nimero de animal y segmento intestinal,
antes de ser trasladadas dentro de un recipiente plastico con formol bufferado. El
siguiente proceso fue llevado a cabo por el anatomopatdlogo M.C. Alfonso de la
Mora Valle en Laboratorio Hema Diagnéstico Veterinario SC en Mexicali, Baja

California.
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Para su procesamiento histologico, los tejidos en las capsulas se
deshidrataron en bafios con concentraciones crecientes de etanol en un procesador
de tejidos automatico con sistema de vacio. Posteriormente, las muestras fueron
aclaradas con xilol, embebidas en parafina. Después, las muestras se cortaron en
un microtomo para obtener segmentos de 4 um de espesor (aprox.). Al hacer los
cortes, éstos caian y flotaban en un bafio Maria con agua entre 40 y 45 °C v,
posteriormente se colectaron y colocaron en portaobjetos. Los portaobjetos con los
cortes fueron desparafinados con xilol e hidratados con una serie de soluciones a
concentraciones decrecientes de etanol. Se concluyo el procedimiento con la tincion
con hematoxilina-eosina, H&E. Los cortes tefiidos se sellaron con resina sintética y
se cubrieron con un cubreobjetos, dejando reposar antes de observarlos en el

microscopio.

Los cortes histoldgicos se observaron con un microscopio éptico de la marca
Primo Star Zeiss (Zeiss, México). Se tomaron fotografias con una camara digital VE-
LX1000 de la marca VELAB montada en el microscopio para visualizar las
vellosidades y criptas de las tres secciones de intestino delgado con el objetivo 4X.

5.6. Medicion de vellosidades intestinales

Se midié la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas en las
imagenes de cada segmento del intestino delgado en cada animal, las cuales fueron
cargadas en una computadora. Para las mediciones se utilizo el software Image J2
(Curtis et al., 2017), con una escala en la que se convirtieron las mediciones de

pixeles a milimetros.

Para establecer la escala de medicion se abrio la imagen de una regla
observada bajo el microscopio que tenia marcados los mm, posteriormente, se
utilizé el comando Ctrl + O para seleccionar laimagen y descargarla en el programa.
Para establecer la escala, se selecciond la longitud de un mm a otro (distancia en
pixeles), con la opcion “Linea” en la barra de herramientas. Posteriormente, con la

opcion de “Establecer escala”, dentro de la seccién de “Analizar” de la barra de
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herramientas, se registré un 1 en la distancia conocida, mm en la unidad de longitud,

y se marco la opcion “Global” (Figura 2).

¢ Reglajpg (75%
896x684 pixels; RGB; 2.3MB

+| | %] Set Scale

Distance in pixels: |276.1467

Known distance:

[71
- t, ’ Pixel aspectratio: |[1.0
& i Unit oflength: |mm

Click to Remove Scale |

Scale: 276.1467 pixels/mm

ok | cancer| Heip |

Figura 2. Ejemplo de “Establecer escala” en el programa Image J2.

Una vez gque se establecid la escala, se realiz6 la medicion de longitud de las
vellosidades (Figura 3), se utilizé el comando Ctrl + M, abriendo una lista con las
mediciones realizadas que fueron copiadas a un archivo de Excel (Microsoft Office,
2013) para su andlisis estadistico posterior. Al menos se consideraron para su
medicién 10 vellosidades integras y uniformes con forma de dedo, y sus dos criptas
correspondientes, por cada muestra de segmento de cada animal. Con estas dos

variables se estimo la relacion V:C.
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Figura 3. Ejemplo de medicion de la altura (flecha roja) y profundidad de las criptas

(flecha negra) de una vellosidad.

5.7. Extraccion total de RNA y purificacion

El analisis de expresion del RNA mensajero de las PUE en mucosa intestinal
se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular y Nutrigendmica de este Instituto.
Las muestras de mucosa que se encontraban congeladas (-80 °C), se pulverizaron

en nitrégeno liquido con un mortero congelado.

Con las muestras pulverizadas, se realiz6 la extraccion de RNA total con el
kit comercial Direct-zol RNA Microprep Kit, marca Zymo Research (R2052, Zymo
Research, Irvine, CA, EEUU), siguiendo el protocolo descrito por el proveedor. La
extracciéon comenzé con 50 mg del tejido pulverizado colocado en un microtubo con
550 pl de reactivo TRIzol Reagent (Invitrogen, Corp.). La muestra se homogenizo y
se incubd en hielo por dos minutos, posteriormente se centrifug6 (Micro21R, Thermo
Scientific, CA, EEUU) a 10,000 x g durante 2 minutos, en caso de no formarse bien
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la pastilla al fondo del tubo, se centrifugd un minuto extra. Se recuperd el
sobrenadante en otro microtubo, sin tocar la pastilla de acido nucleico formada en
el fondo del tubo. Después, se le afiadieron 500 pl de etanol al 100% y se agit6. La
mezcla fue transferida a una columna con tubo de coleccioén y se centrifugd durante
1 min a 10,000 x g. A continuacion, se desecho el sobrenadante que se encontraba
en el tubo colector y se afiadieron 400 ul de buffer de prelavado para RNA (Prewash
buffer) a la columna que se centrifugd nuevamente un min a 10,000 x g, y se
desecho el sobrenadante, este paso se realizo dos veces. Después, se agregaron
700 pul de buffer de lavado (RNA Wash Buffer) a la columna y durante 2 minutos se
centrifug6 a 10,000 x g. A continuacion, la columna fue transferida a un tubo de 1.5
ml libre de RNasa, se le afiadieron 30 pl de agua libre de nucleasas a la columna
para recuperar el RNA y se centrifug6é durante 1 min a 10,000 x g. La columna se

desecho y el RNA purificado se almacend a -80°C.

La integridad del RNA total se evalu6 por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%, y su concentracion se determiné con un espectrofotometro
(Genesys 50, Thermo Fisher Scientific) a 260 y 280 nm, definiendo la pureza del
RNA cuando la relacion de A260/A280 quedara dentro del rango de 1.8-2.0
(Sambrook y Russell, 2001).

5.8. Transcripcidn reversa

El RNA recién purificado fue tratado con DNAasa antes de iniciar la
transcripcion reversa. A 2 y 3 ul de RNA total se le agregaron 0.50 U de DNasa |
(Invitrogen), 6 ul de buffer de transcripcion reversa al 5X y 20.50 ul de agua libre de
nucleasas. Esta reaccion se llevo a cabo por 15 minutos a TA y posteriormente a

70°C por 5 minutos para inactivar la enzima.

Después, se afiadié 1 ul de hexaprimers al azar (50 ng/pl, Thermo Fisher
Scientific) y 1 pl de nucleétidos trifosfatados (ANTP’s a concentracion de 10 uM cada
uno). La reaccion se incubo por 5 minutos a TA y se reposo en hielo por un minuto

antes de afadir 3 pl de agua libre de nucleasas, 2 ul del buffer de transcripcion
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reversa al 5X y 1 ul de inhibidor de ribonucleasa (40 U/ul, RiboLock RNase Inhibitor,
Thermo Fisher Scientific). Esta mezcla fue incubada por 2 minutos a 42°C y luego
se afiadio 1 pl de enzima de transcriptasa reversa (200 U/ul; RevertAid H Minus RT,
Thermo Fisher Scientific). La retrotranscripcion se incubé a 42°C durante 50 min vy,
posteriormente a 70°C por 15 minutos para inactivar la enzima y detener la reaccion
en hielo. Los productos de reaccion (cDNA) se almacenaron a -20°C. Los cDNA se
cuantificaron con el espectrofotometro (Genesys 50, Thermo Fisher Scientific) y se

prepararon diluciones a concentracion de 50 ng/ pl.

5.9. PCR cuantitativo (qPCR)

Se disefaron oligonucleétidos especificos de cada PUE (Claudina 2,
Claudina 3, Ocludina, y Zonocludina 1), y de proteina ribosomal 4 (RPL4) de
acuerdo a sus secuencias reportadas en Genbank. Se utiliz6 como gen de
referencia el gen de RPL4 para normalizar las variaciones en el mRNA. Las

secuencias de los oligonucleotidos se presentan en el Cuadro 2.

La expresion relativa de las PUE en yeyuno e ileon, se analiz6 por reaccion
en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR). Para llevar a cabo su amplificacion y
cuantificacion, se empled el kit comercial Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master
Mix (Fermentas Corp., Glen Burnie, MD, EEUU). Las reacciones de amplificacion
se realizaron con un termociclador de tiempo real CFX96 Touch, version 3.0 (Bio-
Rad, Herefordshire, England).

El volumen final de cada reaccion de gPCR fue de 25 pl, éstas incluyeron 8.5
ul de agua libre de nucleasas, 12.5 pl de SYBR Green Mix, 3 ul de oligo Mix (5 uM
de cada oligonucleotido) y 1 ul de cDNA con una concentracion de 50 ng/ul. Todas

las muestras al igual que el gen de referencia se analizaron por duplicado.
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Cuadro 2. Secuencia de los oligonucledtidos para analisis de expresion de mRNA

derivados de proteinas de union estrecha (claudina 2, claudina 3, ocludina y

zonocludina-1) y RPLA4.

Secuencia Tamano
MRNA Oligo- del
nucleotidos (5'-3") amplicon
(pb)
Claudina 2, Sentido ATCTAGCGCCATCTCCTCGT
(GenBank: _ ) 319
NM_001161638.1) Antisentido GGAGCGATTTCCTTGCAGTG
Claudina 3, Sentido TCCTCGTGTCCGTCTATCCG
(GenBank: _ ) 385
NM_001160075.1) Antisentido TGTGATAATGCTGCTGCCGA
Ocludina, Sentido ATTTATGACGAGCAGCCCCC
(GenBank: 274
NM_001163647.2)  antisentdo ACGCCTCCAAGTTACCACTG
Zonocludina-1, Sentido TGGCGCTACAAGTGATGACC
(GenBank: _ ) 289
XM_021098860.1) Antisentido  CGCTTGTGGTGAGTAGGGAG
RPL4, Proteina Sentido GCGTAAAGCTGCTACCCTCA
Ribosomal L4 Antisentid 291
. ntisentido
(GenBank: GAATGGTGTTTCGGCGCATT
DQ84576.1)

En cada ensayo se utilizaron tres blancos, por duplicado que contenian lo

siguiente:

1) Reactivos de PCR sin DNA

2) Reactivos de PCR sin oligo Mix
3) Reactivos de PCR sin SYBR Green Mix

El programa de amplificacion de las reacciones de gPCR fue el siguiente:

1) Desnaturalizacién inicial y activacion del ADN polimerasa a 95 °C durante

5 minutos.
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2) Amplificacion con 40 ciclos: desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos,
alineacion de oligonucledtidos a 58°C por 15 segundos, y extension de las
cadenas a 72°C por 30 segundos.

3) Curva de desnaturalizacion de 65°C a 95°C.

La fluorescencia del SYBR Green fue medida al final de cada ciclo de

amplificacion y cada 0.5 °C durante la curva de desnaturalizacion.

La expresion relativa de los mRNA de las PUE fue calculada de acuerdo a
Livak y Schmittgen (2001), con el gen de RPL4 para normalizar el resultado de
expresion; se considerd la ecuacion 2-22Ct | os resultados obtenidos se utilizaron

para comparar los tratamientos TN-P, EC-T y EC-P con el tratamiento TN-T.

5.10 Analisis enzimatico

Se midid la actividad enzimatica de superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT) en las muestras de suero sanguineo,

empleando kits comerciales para pruebas ELISA de la marca Cayman Chemical.

Antes del andlisis, las muestras de suero fueron descongeladas en frio (sobre
una cama de hielo) y se centrifugaron a 10,000 x g por 15 minutos. Posteriormente,
se removio lo mas posible la capa blanca (leucocitos) que se formé en la parte
superior de las muestras. Para el andlisis de CAT, las muestras de suero no se
diluyeron. En los analisis de GPX se diluyeron las muestras en una relacion 1:2 con
buffer de muestra (incluido en el kit), y en el andlisis de SOD, se diluyeron en una
relacion 1:5 con buffer de muestra.

5.10.1. Actividad de catalasa

Para analizar la actividad de la enzima CAT (EC 1.11.1.6; oxidorreductasa
2H202) el primer paso fue diluir y/o reconstituir los reactivos del kit, de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Se utilizo el plato estéril de 96 pozos que incluye el kit
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para hacer la reaccion. Todas las muestras, los estandares y el control positivo se

analizaron por duplicado.

En cada pozo a utilizar se le agregaron 100 pl de buffer de ensayo, 30 ul de
metanol y 20 pl de muestra. En los estandares y control positivo se agregaron a la
reaccion sus reactivos correspondientes. En el plato fueron utilizadas las primeras

dos columnas exclusivamente para el estandar de formaldehido y control positivo:

1) Pozosde la A— G para estandar de formaldehido con 20 ul de una dilucion
de buffer de muestra y diferentes concentraciones de formaldehido (0, 5,
15, 30, 45,60y 75 pM)

2) Pozos H para control positivo con 20 pl catalasa control

La reaccion inicié agregando 20 ul de perdxido de hidrégeno y se incubd por
20 minutos a TA en agitacion. Después, se afiadieron 30 ul de hidréxido de potasio
y 30 ul de CAT Purpald. La reaccion se dej6 incubando por 10 minutos a TA en
agitacion. Pasado el tiempo correspondiente, se le agregd 10 pl de periodato de
potasio catalasa a cada muestra y se incubd por otros 5 minutos. Por ultimo, se ley6
la absorbancia (Abs) a 540 nm en el lector de ELISA (Multiskan EX, Thermo

Scientific) y se imprimieron los resultados.

Para determinar la actividad de catalasa, se calcularon los promedios de las
Abs de los estandares (pozos A-G de las columnas 1 y 2) y de las muestras.
Después, se resto el promedio de la Abs del estandar A con la misma (A-A, B-A, C-
A..)) y las muestras (Muestra — A) para obtener la Abs corregida. Se graficé esta
Abs corregida de los estandares en funcion de su concentracion final de
formaldehido y se calculé la concentracion de formaldehido de las muestras,
utilizando la siguiente ecuacion obtenida de la regresion lineal de la curva estandar,

sustituyendo la Abs corregida:

Abs - (y-intercepto) 0.17 mi
pendiente 0.02 ml

Formaldehido (uM) = (

Por dltimo, se calcul6 la actividad de CAT usando la siguiente ecuacion:
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MM de la muestra

Actividad de CAT = - X Dilucién de la muestra = nmol/min/ml
20 minutos

5.10.2. Actividad de glutatién peroxidasa

Para analizar la actividad de la enzima GPX (EC 1.11.1.9), el primer paso fue
diluir y/o reconstituir los reactivos del kit, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. En este andlisis las reacciones fueron llevadas a cabo en microtubos de
1.5 ml. Todas las muestras, el blanco (background) y el control positivo se

analizaron por duplicado.

En los microtubos se afiadieron 50 pl de buffer de ensayo, 50 pl de mezcla
de co-sustrato, 50 pl de NADPH y 20 pl de muestra. Para el blanco, se afiadieron
70 ul de buffer de ensayo, 50 pl de mezcla de co-sustrato y 50 ul de NADPH. Para
el control positivo, se afiadieron 50 pl de buffer de ensayo, 50 ul de mezcla de co-
sustrato, 50 pl de NADPH y 20 pl de GPX diluido (control). La reaccién inicio
afadiendo 20 pl de hidroperoxido de cumeno y se homogenizé la mezcla.
Posteriormente se leyeron las Abs a 340 nm con el espectrofotometro (Genesys 50,
Thermo Fisher Scientific) cada minuto, hasta obtener 5 puntos del tiempo. La Abs

inicial debia estar en el rango de 1.2 — 0.5.

Para determinar la actividad de GPX, se graficaron los valores de la Abs en
funcién del tiempo en el que se midié para obtener la pendiente de la curva. Se
graficaron los valores de la Abs de las muestras, el blanco (background) y controles
positivos. Posteriormente se corrigié la tasa Abs/min, restando la pendiente que se

obtuvo de la muestra menos la pendiente del blanco (background).
Por udltimo, se calculé la actividad de GPX usando la siguiente ecuacion:

Abs/mincorregida = 0.19 mi

Activi PX = X X Dilucié = I/mi |
ctividad G 0.00373 uV-1 0,02 ilucion de muestra = nmol/min/m
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5.10.3. Actividad de superéxido dismutasa

Para analizar la actividad de la enzima SOD (EC 1.15.1) el primer paso fue
diluir y/o reconstituir los reactivos del kit, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se utilizé un plato estéril con capacidad de 96 pozos que incluye el kit.

Todas las muestras y el estandar se analizaron por duplicado.

En cada pozo se le agregaron 200 ul de detector de radicales y 10 pl de
muestra en cada pozo. En el estandar se agregaron a la reaccion los reactivos
correspondientes. En el plato se utilizaron las primeras dos columnas
exclusivamente para el estandar SOD: Pozos de la A — G para estandar SOD con
10 pl de una dilucién de buffer de muestra y diferentes concentraciones de estandar
SOD (0, 0.005, 0.010, 0.020, 0.030, 0.040 y 0.050 U/ml).

La reaccion inicié afiadiendo 20 pl de xantina oxidasa a todos los pozos, se
mezcl6 con cuidado y se incubd por 30 minutos en agitacion a TA. Posteriormente,
se leyéd la Abs a 440 nm y a 460 nm en el lector de ELISA (Multiskan EX, Thermo
Scientific) y se imprimieron los resultados.

Para determinar la actividad de SOD, se calcularon los promedios de Abs del
estandar (pozos A-G de las columnas 1y 2) y de las muestras. Después, se dividio
el promedio de la Abs del estandar A con la misma (A/A, A/B, A/C...) y las muestras
(A/Muestra) para obtener la Abs corregida. Se graficé la Abs corregida del estandar
en funcion de la actividad final de SOD y se calculd la actividad de SOD en las
muestras, utilizando la siguiente ecuacion de la regresion lineal de la curva estandar,
sustituyendo la Abs corregida:

Abs - (y-intercepto) 0.23 ml

SOD (U/ml) = ( sendiente ) X 0.01 X Dilucion de la muestra

5.11. Andlisis de aminoacidos en suero sanguineo

Los tubos con 1 ml de suero se liofilizaron en una liofilizadora Labconco

(Llames y Fontaine, 1994). Al terminar el proceso de liofilizacion, las muestras de
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suero se enviaron al laboratorio de analisis quimicos de la Universidad de Missouri,
USA, en donde se determino la concentracion de AA mediante cromatografia liquida
de alta resolucién de intercambio i6énico (HPLC), mediante el método 98.30 de la
AOAC (2005).

5.12. Andélisis estadistico

Los analisis de varianza de los datos obtenidos fueron realizados de acuerdo
con el disefio experimental de Bloques Completos al Azar con un arreglo factorial
2x2, analizando los factores de: TA, la dieta (D) y su interaccion (TAxD). Las
diferencias de medias se evaluaron con un nivel de significancia de P<0.05. Cuando
se encontrg significativa la interaccion (P<0.05), se construyeron dos contrastes no
ortogonales para analizar el efecto del probidtico dentro de cada TA (TN-T vs. TN-
P y EC-T vs. EC-P). El programa estadistico utilizado fue Statistix 10 (Statistix
Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).
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6. RESULTADOS

6.1. Temperatura ambiental y humedad relativa

En la sala TN el promedio de TA fue de 21.7 °C y la humedad relativa de
68%. La temperatura minima dentro de la sala TN fue de 17.8 °C a las 0700 hy la
maxima de 26.5 °C a las 1600 h. La maxima humedad relativa se alcanzé a las 0800
h con 80.3%, y la minima de 47% a las 1500 h (Figura 4). Dentro de la sala EC el
promedio de TA fue de 28.0 °C y la humedad relativa de 46%. La temperatura
minima dentro de la sala EC fue de 19.8 °C a las 0600 h y la maxima de 36.1 °C a
las 1500 h. La humedad relativa maxima se alcanzé a las 0500 h con 69.0% y la
minima de 21.5% a las 1500 h (Figura 5). El promedio de los indices de temperatura

y humedad calculados fueron de 74 para TN y 84 para EC (Figura 6).
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Figura 4. Promedio de la temperatura ambiental (°C) y humedad relativa (%) de los

21 dias de experimentacion de la sala en TN.

35



35.0 60.0

©

¢ 550 >
S g
2 30.0 50.0 5
g ©
s 450 =
= 3
= 250 400 3
= £
2 350 T
(]

= 200 30.0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Hora del dia

—Temperatura -——Humedad

Figura 5. Promedio de la temperatura ambiental (°C) y humedad relativa (%) de los

21 dias de experimentacion de la sala en EC.
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Figura 6. Promedio del indice de temperatura y humedad durante las 24 h del dia

en las salas (TN y EC) de los cerdos.
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6.2. Temperatura intestinal

La Tl promedio de los cerdos EC-T fue de 40.8 °C y la de EC-P fue de 40.6
°C (Figura 7). La temperatura intestinal de los cerdos no fue diferente de las 0400 h
hasta las 1330 h (P>0.05). Sin embargo, se observé que, a partir de las 1400 h

hasta las 0330 h del dia siguiente, la temperatura de los cerdos EC-P se redujo
hasta 0.4 °C (P<0.05).
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012 34 567891011121314151617181920212223

Temperatura corporal, °C

Hora del dia
Testigo - - Probio6tico

Figura 7. Temperatura intestinal (°C) de los cerdos en EC con y sin probiético.
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6.3. Frecuencia respiratoria

El tipo de dieta, dieta testigo y testigo adicionada con probidtico, no modifico
la frecuencia respiratoria de los cerdos en EC a las 0700 h (P>0.05), ésta fue de 61
y 57 eventos por minuto. Esta variable tampoco fue diferente entre los cerdos
cuando se evaluo a las 1700 h (P>0.05), la frecuencia respiratoria fue de 96 y 97
eventos por minuto respectivamente. Sin embargo, la frecuencia respiratoria de los
cerdos a las 1700 h fue significativamente mayor (P<0.01) a la que presentaron a
las 0700 h.
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Figura 8. Frecuencia respiratoria (eventos/minuto) de los cerdos en condiciones
de EC.

6.4. Comportamiento productivo

Los resultados del comportamiento productivo de los cerdos se muestran en
el Cuadro 3. La TA elevada afectdé negativamente (P<0.01) las variables de
ganancia diaria de peso (30% menos), consumo diario de alimento (22% menos) y
relacion consumo:ganancia (15% mas). El probiético adicionado a las dietas,

provocoé que los cerdos aumentaran su ganancia diaria de peso en promedio 0.070
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kg en TN y 0.057 kg en EC, y la relacion consumo:ganancia aumentdé 9% en TN y
11% en EC. No se observo interaccion entre TA y adicion del probidtico a las dietas

para ninguna variable de comportamiento productivo en los cerdos (P>0.05).

Cuadro 3. Comportamiento productivo de los cerdos alimentados con una dieta

testigo (T) o adicionada con probidtico (P) en condiciones TN o EC.

Contrastes, valores
TN EC de P

Variable T p T P EEM TA D  TAXD

Peso vivo inicial, kg 21.8 220 216 21.8 34 0460 0.510 0.690

Ganancia diaria de

peso, kg/d 0.730 0.800 0.499 0.556 0.047 0.001 0.008 0.781

Consumo diario de

) 1.366 1.374 1.046 1.099 0.041 0.001 0.284 0.447
alimento, kg/d

Consumo : Ganancia 1.933 1.768 2.223 2.000 0.150 0.001 0.011 0.695

Contrastes: TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD,

interaccién temperatura ambiente y dieta.

6.5. Histomorfologia

Los resultados de caracteristicas histolégicas del epitelio intestinal se
presentan en el Cuadro 4. En duodeno, se observé interaccion entre la TA y la dieta
(P<0.05), los cerdos en EC-P mostraron la mayor altura de vellosidades, y ésta fue
en promedio 60 um mas alta que en los cerdos de EC-T que presentaron la menor
altura de vellosidades. Ademas, el EC disminuyo6 en promedio 73 pum la profundidad
de las criptas (P<0.01) en comparacion con aquellos en TN; y la suplementacion del
probiotico también la redujo en promedio 48 um (P<0.01). En la relacion V:C se
observé disminucién de 14% por el EC (P<0.01) y aumento de 14% en aquellos

cerdos adicionados con probiotico en la dieta (P<0.01).
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En yeyuno, la altura de las vellosidades de los cerdos en EC se incremento
en promedio 38 um (P<0.01). Se observo interaccion entre la TA y la dieta en la
profundidad de la cripta (P<0.05), en ambos casos, tanto TN y EC, el probiético
redujo la profundidad en promedio 101 pum y 59 pm, respectivamente. ElI EC
aumento 9% la relacion V:C en comparacion con TN (P<0.01) y la adicion del

probiotico aumentd 21% esta relacion (P<0.01).

En ileon, los cerdos en EC mostraron reduccion en la altura de vellosidades
(P<0.01) y profundidad de la cripta (P<0.01), en promedio 40 um para ambas
variables. La adicion de probiético aumenté en promedio 39 um la altura de las
vellosidades (P<0.01) y redujo en promedio 48 um la profundidad de la cripta

(P<0.01). Se observo una interaccion entre temperatura y adicién de probiotico a la

dieta en la relacién V:C (P<0.01), la mayor relacion fue en los cerdos EC-P, mientras
EC-T fue 24% menor.

Figura 9. Microfotografias con objetivo 4X teflidas de H&E de las secciones de
duodeno, yeyuno e ileon de cerdos alimentados con una dieta testigo (T) o

adicionada con probidtico (P) en condiciones TN o EC.
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Cuadro 4. Histomorfologia de las vellosidades de intestino delgado de los cerdos
alimentados con una dieta testigo (T) o adicionada con probidtico (P) en condiciones
TN o EC.

Tratamientos Contrastes, valores de P

TN EC
Variables, pm EEM TA D TAXxD
T P T P

Duodeno
Altura de vellosidades 579 581 542 602 10.9 0.455 0.005 0.009

Profundidad de cripta 445 379 354 324 103 0.001 0.001 0.359

Relacion V:C 14 16 16 19 0.04 0.001 0.001 0.634
Yeyuno

Altura de vellosidades 614 601 641 634 11.5 0.009 0.370 0.811

Profundidad de cripta®® 426 325 381 322 9.0 0.009 0.001 0.022

Relacion V:C 1.5 20 18 2.0 0.05 0.001 0.001 0.237
ileon

Altura de vellosidades 505 545 447 484 89 0.001 0.001 0.858

Profundidad de cripta 327 293 301 239 8.0 0.001 0.001 0.388

Relacion V:C 17 20 16 21 0.06 0.939 0.001 0.170

Contrastes: TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD,
interaccion temperatura ambiente y dieta. @ Efecto del probi6tico en cerdos TN:
P<0.05. P Efecto del probidtico en cerdos EC: P<0.05.

6.6. Expresién relativa de proteinas de unién estrecha

La expresion relativa de las cuatro PUE en yeyuno e ileon se presenta en la
Figura 10. En yeyuno, se observé efecto de interaccion entre la TA y la adicién de
probiotico (P<0.05) en la expresion de claudina 2; en condiciones de TN, los cerdos

TN-P mostraron un aumento de 169% en la expresion de esta proteina en relacion
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con los cerdos TN-T. Ademas, la adicion del probidtico a los cerdos en EC redujo

significativamente la expresion de esta proteina (P<0.05).

En ileon, la adicion de probiotico no afecto la abundancia del mRNA de las
cuatro PUE (P>0.05). Sin embargo, la exposiciéon a EC incrementé en promedio
65% la expresion relativa de claudina 3 de los cerdos en comparaciéon con aquellos
gue se encontraban en TN (P<0.05). Por el contrario, para el caso de ocludina, el
EC redujo la expresion de la proteina en promedio 82% en los cerdos,

independientemente de su dieta (P<0.01).
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Figura 10. Efecto del probidtico en dietas para cerdos en TN o EC en la
expresion relativa de proteinas de union estrecha en yeyuno e ileon. Contrastes:
TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAXD, interaccion
temperatura ambiente y dieta. Medias de tratamientos con literal diferente, difieren
al P<0.05.
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6.7. Actividad antioxidante de catalasa (CAT), glutatiébn peroxidasa
(GPX) y superéxido dismutasa (SOD)

Los resultados de la actividad de las enzimas antioxidantes en suero
sanguineo se muestran en el Cuadro 5y en la Figura 11. La actividad antioxidante
de las enzimas analizadas se afectd de manera diferente por la TA y dieta. La
actividad de CAT no se afectd por la TA ni por la adicion de probiético en la dieta
(P>0.05).

La interaccion entre el probidtico en la dieta y la TA fue significativa para GPX,
siendo significativa la comparacion TN-T vs TN-P y SOD teniendo significancia con
EC-T vs EC-P. Los cerdos del tratamiento TN-P redujeron 50% la actividad de GPX
en comparacion con los TN-T (P<0.05). Mientras que, la actividad de SOD aumenté
33% en los cerdos EC-P en comparacion con los del tratamiento EC-T (P<0.05).

Cuadro 5. Actividad enzimatica en suero sanguineo de los cerdos alimentados con

una dieta testigo (T) o adicionada con probiético (P) en condiciones TN o EC.

Contrastes, valores

™ EC os
Variables T P T P EEM TA D TAxD
CAT, 1250 141.6 1250 1203 8.4 0.224 0.495 0.222
nmol/min/ml

GPX, 403.4 2011 452.6 6295 70.7 0.002 0.859 0.011
nmol/min/ml 2

SOD, U/ml b 32 29 30 40 03 0094 0224 0.035

Contrastes: TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD,
interaccién temperatura ambiente y dieta. 2 Efecto del probidtico en cerdos TN:
P<0.05. P Efecto del probidtico en cerdos EC: P<0.05.
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Figura 11. Actividad enzimatica de CAT, GPX y SOD en suero sanguineo de cerdos
alimentos con o sin probiotico en condiciones de EC o TN. Contrastes: TA, efecto
de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD, interaccion temperatura
ambiente y dieta. Medias de tratamientos con literal diferente, difieren al P<0.05.
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6.8. Concentracién de aminoacidos en suero

La composicion de AA esenciales y no esenciales en suero sanguineo de los
cerdos del presente experimento se muestran en los cuadros 6 y 7,
respectivamente. Los AA esenciales, Arg, His, Leu, Lis, Met, Fen y Tre, presentaron
menor concentracion en el suero de los cerdos en EC en comparacion con los
cerdos que se mantuvieron en condiciones TN (P>0.05). La adicion de probidtico a
la dieta de los cerdos incrementd la concentracion sérica de Fen (P>0.05)
independientemente de la TA a la que se encontraran los cerdos. Se observé una
interaccion entre TA y adiciébn de probidtico a la dieta de los cerdos en la
concentracion sérica de Trp (P>0.05), su concentracion fue menor en los cerdos

EC-P y mayor en los cerdos TN-P.

La concentracion sérica de los AA no esenciales Ala, Asn, Asp, Sery Tir, se
redujo (P <0.05) por efecto de la TA elevada; pero la concentracion del resto de los
AA no esenciales se mantuvo sin cambio. Sin embargo, no se observé efecto de la
adicidon de probidtico a la dieta sobre la concentracion sérica de AA no esenciales
de los cerdos (P>0.05).
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Cuadro 6. Concentracion de aminoacidos esenciales (ug/ml) en suero sanguineo
de los cerdos alimentados con una dieta testigo (T) o adicionada con probidtico (P)
en condiciones TN o EC.

Tratamientos Contrastes, valores de P
L’glrrﬁb'es’ - L - - = ~— EEM A D  TAXD
Arg 38.482 41.118 29.308 34.894 2.961 0.019 0.184 0.625
His 15.748 15.948 10.422 10.492 0.892 0.001 0.882 0.943
lle 15.142 21.704 16.374 15.312 1.928 0.200 0.173 0.066
Leu 25.222 30.944 21.832 22.006 2.470 0.024 0.250 0.278
Lis 42510 39.524 14818 24176 3.531 0.001 0.380 0.100
Met 8.324 9.754 5.072 4.902 0.732 0.001 0.402 0.290
Fen 17.434 20.808 9.260 11.508 1.125 0.001 0.024 0.623
Tre 28.702 29.100 13.884 15.570 1.845 0.001 0.580 0.732
Trp 2 19.518 23.778 10.094 9.976 1.046 0.001 0.065 0.05
Val 36.170 37.976 31.430 30.638 3.008 0.062 0.999 0.672

Contrastes: TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD,
interaccion temperatura ambiente y dieta. @ Efecto del probi6tico en cerdos TN:
P<0.05.
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Cuadro 7. Concentracion de aminoacidos no esenciales (pug/ml) en suero
sanguineo de los cerdos alimentados con una dieta testigo (T) o adicionada con
probiético (P) en condiciones TN o EC.

Tratamientos Contrastes, valores de P
Xémb'es’ - = > - = P EEM  TA D  TAXD
Ala 92.134 91966 70.776 61.652 9.610 0.016 0.635 0.648
Asn 12.228 12.150 6.890 6.972 1336 0.001 0.999 0.953
Asp 5746  7.386  3.152 3.338 0.782 0.001 0.260 0.367
Glu 35.300 32.080 32.522 31.646 5.17/8 0.760 0.698 0.824
GlIn 73.612 76.220 72566 69.650 8.448 0.658 0.986  0.748
Gly 56.670 59.214 72.476 56.626 6.664 0.336 0.333  0.187
Pro 60.300 62.244 47.314 38.560 6.469 0.120 0.606 0.421
Ser 23.900 29.558 15.208 14.968 2.988 0.001 0.378 0.338
Tir 20.226 20.704 14.256 14.282 1.885 0.005 0.895 0.906

Contrastes: TA, efecto de temperatura ambiente; D, efecto de dieta; TAxD,

interaccidon temperatura ambiente y dieta.
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7. DISCUSION

El continuo aumento de la TA y la frecuencia de dias calurosos en regiones
tanto tropicales como templadas, han causado gran problema en la produccion
porcina (Lorenz et al., 2019; Ringseis y Eder, 2022). Como consecuencia, cuando
la TA excede la zona TN de los cerdos (16 — 24°C) y su capacidad para disipar el
calor a través de la respiracion, o jadeo no puede prevenir el aumento de la
temperatura corporal, ocurre el EC (Noblet et al., 1994; Horowitz et al., 2004). Los
cerdos suelen tener una alta susceptibilidad al EC debido a su falta de glandulas
sudoriparas funcionales, su alta y rapida acumulacién de grasay, en especial, a su

alta produccion de calor metabdlico (Dallaire et al., 1996).

Por otro lado, los probidtico son cepas de microorganismos vivos que pueden
ejercer efectos benéficos al huésped (Markowiak y Slizewska, 2018). Especialmente
en intestino delgado se ha visto que los probiético modulan la poblaciéon de la
microbiota, mantienen homeostasis en la mucosa y la integridad de la barrera
intestinal, lo que se relaciona con una mayor absorcién y disponibilidad de nutrientes
(Liao y Nyachoti, 2017; Markowiak y Slizewska, 2018; Barba-Vidal et al., 2019).
Como consecuencia, los cerdos adicionados con probiético en condiciones TN, han
demostrado tener mejor salud intestinal, rendimiento del crecimiento (Yirga, 2015)
y bienestar (Barba-Vidal et al., 2019). Con dichos antecedentes podemos suponer

que pudieran ser una estrategia nutricional ante el EC.

Entre los microorganismos probidtico se encuentra Bacillus subtilis, que es
una bacteria no patégena utilizada para mejorar la funcion intestinal de los animales
(Su et al., 2020). B. subtilis se adiciona en forma de esporas, que se distingue por
tolerar las sales biliares, temperaturas extremas y pH bajo del estobmago
(Elshaghabee et al., 2017; Errington y Aart, 2020). Se ha observado que en cerdos
promueve el crecimiento (Alexopoulos et al., 2004; Modesto et al., 2009; Kritas et
al., 2015), la inmunidad intestinal y la digestibilidad de los nutrientes al secretar
enzimas hidroliticas (Hu et al., 2014; Lee et al., 2019; Su et al., 2020).
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De acuerdo a lo anterior, la propuesta de esta investigacion fue analizar si la
adicion de un probiético en la dieta a base de B. subtilis podria ayudar a mitigar

algunos de los efectos negativos causados por la exposicién a EC.

En el presente experimento, ambas salas registraron variaciones de TA y
humedad relativa. La sala en TN se mantuvo dentro del rango de confort de los
cerdos en crecimiento, con TA promedio de 19 — 25 °C e ITH de 73 - 79. Por el
contrario, aquellos cerdos alojados en la sala EC estuvieron 21 dias expuestos a TA
superior a los 25 °C a partir de las 0900 h hasta las 0500 h del siguiente dia, siendo
a las 1500 h, la hora mas caliente con promedio de 36 °C y un ITH de 86. La
temperatura confort de los cerdos en crecimiento tiene un rango de 16 a 24°C y la
exposicion por encima de los 25 °C, asi como alta humedad relativa, causan
alteraciones en la fisiologia y comportamiento (Huynh et al., 2005; Pearce et al.,
2013). También, de acuerdo a Xin y Harmon (1998), a partir de 80 en ITH, los cerdos
en crecimiento se encuentran en condiciones de EC. Las diferencias ambientales a
las que se encontraban la sala EC, en comparacion con la sala TN, y los parametros
de TN para los cerdos de esta edad y peso, indican que los cerdos dentro de la sala
EC efectivamente se encontraban bajo EC la mayor parte del dia, especialmente

durante la tarde.

El metabolismo de los cerdos se mantiene constante en la zona TN (Gourdine
et al.,, 2021). Sin embargo, cuando la TA aumenta por encima de los 25 °C, los
cerdos dependen principalmente de la pérdida de calor por evaporacion (jadeo),
aumentando la frecuencia respiratoria en un intento de mantener su temperatura
corporal constante (Huynh et al., 2005). Algunos trabajos han demostrado que el
aumento de la temperatura corporal (+ 1.0 — 2.0 °C) de los cerdos en EC, tiene un
patrén similar al aumento de la TA (Yu et al., 2010; Morales et al., 2016; 2018), lo
que demuestra incapacidad para regular su temperatura corporal en estas
condiciones. En el experimento, a los cerdos en EC se les midi6 la frecuencia
respiratoria a las 0700 h y 1700h, resultando mayor la frecuencia a las 1700 h, la
hora mas caliente del dia, con el doble de eventos por minuto en comparacion con

la mafana (0700 h). Algo parecido sucedio con la temperatura intestinal, a las 0700
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h se registré un promedio de 40.0 °C y conforme el dia iba avanzando, ésta aumenté
hasta 41.3 °C alrededor de las 2000 h. Este aumento de eventos en la respiracion
y en la temperatura corporal se han observado en estudios previos (Pearce et al.,
2013; Morales et al., 2022), lo cual puede ser una estrategia para disipar el calor y

adaptarse al EC.

Por otro lado, a los cerdos en EC que se les adiciono el probidtico en la dieta
(EC-P) registraron menor temperatura intestinal de hasta 0.4 °C en un horario de
1400 h hasta las 0330 h del dia siguiente. Estos resultados sugieren que la adicion
de probidtico a la dieta puede ayudar a reducir la temperatura intestinal en cerdos
en EC en respuesta a la modulacion de la microbiota intestinal, lo que se podria
asociar a una reduccion de la inflamacion a nivel local (Bongers et al., 2023). Esto
altimo pudiera respaldarse con los datos de Wang et al. (2018), quienes
suplementaron B. subtilis a pollos de engorda bajo condiciones de EC y mostraron
mayores concentraciones en higado de IL-10, una citosina antiinflamatoria, y
menores de IL-6, citosina proinflamatoria. Sin embargo, estas citosinas en intestino
delgado no fueron medidas en el presente experimento, por lo tanto, no podemos

confirmar esta suposicién.

Un efecto importante observado en los cerdos bajo condiciones de EC, es la
reduccion del consumo voluntario de alimento (Baumgard y Rhoads, 2013;
Cervantes et al., 2016; Morales et al., 2014; 2018; Serviento et al., 2020; Vasquez
et al., 2022) lo que se ha asociado con un mecanismo para reducir la produccion de
calor por la digestion. En consecuencia, varios autores han reportado que se
produce pérdida de peso o reduccién en la ganancia de peso en los cerdos
(Renaudeau et al., 2011; Morales et al., 2014; Serviento et al., 2023; Vasquez et al.,
2022). En el presente estudio se observaron ambos efectos en los cerdos en EC, el
consumo voluntario de alimento se redujo 22% y la ganancia diaria de peso 30% en
comparacion con aquellos en TN. Se ha indicado que en EC, los cerdos reorganizan
el uso de nutrientes para llevar a cabo cambios fisiolégicos que le ayuden a

enfrentarse al calor (Morales et al., 2014; Cervantes et al.,, 2017). Ademas, se
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disminuye la disponibilidad y absorcion de nutrientes, debido a la restriccion

alimenticia y dafio en la integridad intestinal (Lambert, 2009; Morales et al., 2016).

Por otra parte, el probiético no afectd el consumo voluntario de alimento, sin
embargo, aumentd la ganancia diaria de peso 10% en TN y 11% en EC vy, en
consecuencia, se aumento la conversion alimenticia de los cerdos. En coincidencia
con los resultados del experimento, autores como Alexopoulos et al. (2004),
Balasubramanian et al. (2016) y Gracia et al. (2023) han reportado que la
suplementacién con B. subtilis en la dieta mejora la ganancia diaria de peso, pero
no el consumo voluntario de alimento de cerdos en crecimiento en condiciones TN.
La mejora de la ganancia diaria de peso y la eficiencia alimenticia observados en el
presente experimento debido a la suplementacién con B. subtilis pudieran estar
asociados a una recuperacion de la integridad intestinal que mejora la disponibilidad

y absorcion de los nutrientes.

7.1. Histomorfologia intestinal

El EC provoca cambios en el funcionamiento e integridad del intestino
delgado, los cuales pueden perjudicar gravemente la salud, rendimiento y bienestar
de los cerdos (Cui y Gu, 2015). Cuando se eleva la TA, el organismo intenta perder
calor, y la sangre se redistribuye hacia la periferia del cuerpo, reduciendo el flujo
sanguineo esplacnico (Lambert, 2009). En consecuencia, puede haber hipoxia en
el epitelio intestinal como resultado de la reduccion del flujo sanguineo, también se
reduce el flujo de nutrientes, comprometiendo la integridad y funcién intestinal (Yan
et al., 2006). El dafio a la integridad intestinal deriva en una menor area y superficie
para absorcion de nutrientes, y, por lo tanto, el peso corporal y crecimiento de los
cerdos se afectan negativamente (Baumgard y Rhoads, 2013). Asi, se incrementa
la pérdida de células epiteliales que resulta en acortamiento de las vellosidades,
aumento en profundidad de las criptas y la relacion entre ambas (Yu et al., 2010;
Pearce et al., 2013; Vasquez et al., 2022; Morales et al., 2022). En general, la
morfologia del intestino delgado es un factor importante en el mantenimiento de la

funcién intestinal; especialmente la relacion entre la altura de las vellosidades y la
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profundidad de la cripta es considerada el parametro mas importante para la salud
y recuperacion intestinal (Montagné et al., 2003). Una relacién V:C alta indica que
la vellosidad es suficientemente madura y funcionalmente activa, ademas, una
cripta poco profunda indica una constante renovacion celular (Jayaraman et al.,
2013).

Por otra parte, los probidticos como B. subtilis se utilizan para mejorar la
funcién intestinal (Su et al., 2020). La mejora en la integridad y salud intestinal se
atribuye al conjunto de metabolitos que produce B. subtilis como: enzimas
hidroliticas y antioxidantes, péptidos antimicrobianos e inmunomoduladores
(Elshaghabee et al., 2017).

Como era de esperarse, la morfologia del epitelio intestinal de los cerdos del
presente experimento se vio alterada por el EC. En yeyuno la altura de las
vellosidades aumento, posiblemente por una adaptacion al calor después de los 21
dias de exposicion en un intento de reparar el epitelio. En ileon, se observaron
vellosidades mas cortas (-11 %) en comparacion con las de TN. También, se
observé que la profundidad de la cripta se disminuyé en los tres segmentos. En
cambio, la morfologia de los cerdos adicionados con probiético mejor6 en la mayoria
de las variables analizadas. Especificamente, aumentd la altura de las vellosidades
de duodeno e ileon, y redujo la profundidad de las criptas de los tres segmentos;
como consecuencia, la relacion V:C aumentd. Estos resultados demuestran que la
adicién del probidtico a las dietas en cerdos puede contribuir a reducir el dafio a la
integridad intestinal provocado por el EC, y que la mejoria de la morfologia intestinal
es un indicador de un epitelio maduro y funcional que pudiera resultar en incremento

en la disponibilidad y absorcién de nutrientes.

Estos resultados coinciden con los de otros autores que probaron B. subtilis
sobre la histomorfologia en cerdos y pollos de engorda (Samanya y Yamauchi,
2002; Jayaraman et al., 2013; Lee et al., 2014; Deng et al., 2020). Samanya y
Yamauchi (2002) analizaron alteraciones histolégicas en pollos alimentados con B.
subtilis var. Natto, y observaron que las aves presentaron mayor altura de

vellosidades, area y mitosis celular en duodeno. Por otra parte, Jayaraman et al.

52



(2013) probaron la suplementacion con B. subtilis PB6 en pollos de engorda con
enteritis inducida por una mezcla de patégenos (Eimeria y C. perfringens), y
observaron que el probidtico aumenté 30% la longitud de las vellosidades y la
relacion V:C en el duodeno de los pollos en tanto el grupo testigo (sin enteritis
inducida) como en el grupo con enteritis inducida. En investigacién con cerdos,
Deng et al. (2020) observaron que adicionar 0.1% de B. subtilis en la dieta,
aumentaba la altura de vellosidades y la relacion V:C en ileon; y Lee et al. (2014)
observaron que adicionar 0.45% de B. subtilis LS 1 mejora la altura de las

vellosidades y la relacidén V:C en los tres segmentos del intestino delgado.

7.2. Expresion relativa de proteinas de unién estrecha

Como se menciond anteriormente, la integridad y funcién intestinal se ven
comprometidos por el EC y, en consecuencia, la permeabilidad intestinal se altera.
La permeabilidad transcelular y paracelular, dependen estrechamente de que
diversos componentes de la barrera intestinal eviten el paso de materiales o
microrganismos exogenos no deseados hacia la lamina propia y torrente sanguineo
(Chelakkot et al., 2018). La permeabilidad paracelular permite el flujo pasivo de
moléculas a través del espacio entre dos células epiteliales adyacentes (Turner,
2009). Este flujo paracelular es regulado por proteinas llamadas uniones estrechas,
como claudinas y ocludinas. Estas proteinas forman poros de varios tamafios que
permiten la entrada a diferentes moléculas y forman una barrera ante materiales
nocivos y extrafios provenientes del lumen intestinal (Turner, 2009). Ademas, se
encuentran vinculadas al citoesqueleto mediante otras proteinas llamadas ZO
(“zonula occludens” o “tight junction proteins”), de las que se conocen tres tipos: ZO-
1,Z0-2y Z0-3 (Salvo-Romero et al., 2015). La funcion principal de las ZO es regular
la permeabilidad paracelular, la adhesion, formacion y estabilizacion de las PUE,
asi como, regular la comunicacion hacia el interior de la célula para regular procesos

celulares (Umeda et al., 2006).

Anteriormente se discuti6 que el EC reduce la integridad intestinal en

respuesta a hipoxia e inflamacién, en consecuencia, se alteran las PUE y ZO. En
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momentos de estrés, las claudinas y ocludinas se redistribuyen o relocalizan
(Turner, 2006; 2009); esta redistribuciébn también se ha observado como
consecuencia del estrés oxidativo (Musch et al., 2006). Pearce et al. (2013) y
Vésquez et al. (2022), demostraron que la exposicién aguda al EC aumenta la
expresion de claudina 2, claudina 3 y ocludina en ileon. Esta regulacion positiva
pudiera ser una respuesta inmediata de restauracion de la barrera intestinal para
compensar el aumento en la permeabilidad observada en los primeros dias de

exposicion (Dokladny et al., 2006; Pearce et al., 2013).

Los resultados del presente estudio demuestran que la expresién de
Claudina 3 aumenta en respuesta al EC. Sin embargo, después de tres semanas
de exposicién al calor, se observo una reduccion en la expresion de ocludina. Este
resultado pudiera asociarse con la recuperacion de la barrera y epitelio intestinal, y
como un indicador de adaptacion de los cerdos ante 21 dias de exposicion al calor,

o0 EC crénico.

7.3. Actividad de enzimas antioxidantes

El EC provoca estrés oxidativo a nivel celular, lo que resulta de una alteracion
en la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales, y en la cadena
transportadora de electrones y sintesis de ATP en mitocondrias (White et al., 2012;
Emami et al., 2021). En respuesta a esta alteracion, existe un aumento en la fuga
de electrones, que conduce a niveles elevados de radicales libres como: anion
superoéxido y peroxido de hidrégeno (Kikusato y Toyomizu, 2013). En consecuencia,
se alteran la funcién y estructura de moléculas importantes como proteinas y ADN
(Ngoula et al., 2020).

Para mantener un estado redox estable, un sistema de enzimas antioxidantes
regula la cantidad de radicales libres a nivel celular, convirtiéndolos en moléculas
inertes (Emami et al., 2021). Este sistema antioxidante incluye a las enzimas SOD,
CAT y GPX. Al aumentar los niveles de superoxido, la primera enzima de defensa
es SOD, encargada de amortiguarlo y convertirlo en peroxido de hidrégeno (H202),
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la cual, es una molécula méas estable que puede difundirse por la célula (Emami et
al., 2021). Posteriormente, CAT es la encargada de mantener bajo control los
niveles altos del peréxido de hidrogeno, convirtiéndolo en agua y oxigeno molecular
(Surai et al., 2019). GPX tiene la misma funcién que CAT, de reducir el peréxido de
hidrogeno, sin embargo, esta enzima tiene un sistema diferente que utiliza el
glutation reducido, dando como resultado glutation oxidado y agua (Lubos et al.,
2011). Diversos antecedentes han demostrado que la produccion y actividad de las
tres enzimas antioxidantes se ve comprometida durante el EC, que resulta en el
aumento de estrés oxidativo (Yang et al., 2014; Lv et al., 2020; Pardo et al., 2021;
Pérez-Bustillo, 2021).

Se ha demostrado que algunos probidticos pueden producir antioxidantes,
eliminar radicales libres (Gan et al., 2014; Hou et al., 2015) y, en consecuencia,
podrian utilizarse para aliviar el estrés oxidativo producido por el EC. Para el caso
de Bacillus, algunas especies son conocidas por ejercer actividad antioxidante,
produciendo varias enzimas (Lin y Chang, 2000; Amanatidou et al., 2001). Dentro
de ese grupo de especies se encuentra B. subtilis que es conocido por producir
SOD, CAT y otros metabolitos antioxidantes (Lowen y Switala, 1987; Murphy et al.,
1987). Ademas, B. subtilis posee un mecanismo de adaptacion contra
concentraciones altas de peréxido de hidrogeno (Arias-Padro et al., 2021).

En el presente trabajo, el probiotico en la dieta en condiciones TN disminuyo
50% la actividad de GPX, lo cual, pudiera ser respuesta de un mejor balance redox
e integridad intestinal. Mientras que en condiciones de EC, aumenté 33% la
actividad de SOD. De acuerdo a lo discutido, es posible que el EC haya aumentado
la produccion de superdxido y ante esta situacion, se especula que B. subtilis
aumenté la produccion de SOD, la cual, es la primera enzima en actuar como
defensa ante este anion, que es una molécula muy dafiina dentro del grupo de los
radicales libres. Por otro lado, la actividad de CAT no fue diferente al adicionar el
probiotico a la dieta. Cabe destacar que la actividad enzimatica fue colectada a los
21 dias de exposicion y, de acuerdo a los diferentes resultados observados como
los histologicos y de expresion de PUE, se ha demostrado que los cerdos

55



posiblemente tuvieron una respuesta adaptativa al estrés, por lo cual, estos datos

no concuerdan con diversos antecedentes.

7.4. Concentraciéon sérica de aminoacidos

Como se ha venido discutiendo, la alta carga de calor tiene un gran impacto
negativo en la barrera intestinal, funcién y morfologia de su epitelio. Este impacto
se observa como atrofia, inflamacion, hipoxia, acortamiento de las vellosidades
intestinales, aumento en la permeabilidad intestinal, disminucién de mucosa e
invasion de patogenos (Lambert, 2009; Yu et al., 2010; Pearce et al., 2013; Vasquez
et al., 2022). Este conjunto de alteraciones, provocan cambios en la digestibilidad y
absorcion de los nutrientes a través del epitelio intestinal que resultan en cambios
en el uso de nutrientes para sobrellevar el EC y, en consecuencia, el crecimiento de

los cerdos se ve afectado (Lambert, 2009; Morales et al., 2016).

La disminucién en la absorcién de nutrientes se refleja en los cambios en su
concentracion sérica. Al estar afectados los sistemas de transporte, y disminuida el
area de las vellosidades, la cantidad de nutrientes transportados al torrente
sanguineo disminuye, lo que resulta en una reduccion en la concentracion sérica de
nutrientes. Morales et al. (2014) y (2016) reportaron cambios en la concentracion de
AA en suero sanguineo de cerdos bajo condiciones de EC. Especificamente, una
disminucién de hasta 30% en los AA como Arg, Lis y Tre han sido reportados como
resultado de mayor requerimiento de ciertos AA bajo un EC crénico (Morales et al.,
2016). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en el presente
experimento. La concentraciobn sérica méas afectada fue la de Lis con una
disminucion del 33%, seguido por Tre con 25% menos. Otros AA esenciales en
suero afectados fueron Arg, His, Leu, Met y Fen, los cuales se redujeron entre 10 —
20%. También, ciertos AA no esenciales disminuyeron su concentracion sérica por
el EC entre 10 — 20%, tales como: Ala, Asp, Asn, Ser y Tir. Esta reduccion en la
concentracion seérica pudiera estar fuertemente relacionada a la reduccion del

consumo voluntario de alimento observada en los cerdos en EC. Ademas, se ha
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demostrado que tanto las necesidades de la célula, como las interacciones entre los

AA en el intestino, alteran su absorcion y liberacion a la sangre (Liao et al., 2015).

Lisina es considerado el primer AA limitante en la alimentacion de cerdos
alimentados con dietas ricas en cereales y pasta de soya; este es un AA catidnico
que tiene algunas propiedades quimicas comunes con Arg, lo que resulta en un
antagonismo por compartir los mismos transportadores en el enterocito (Liao et al.,
2015). En condiciones de EC severo, arginina se clasifica como AA esencial, ya que
tiene un papel importante como precursor para la sintesis de las poliaminas que
estimulan la proliferacion y metabolismo de las células intestinales (Flynn et al.,
2002; Wu et al., 2009). También se reconoce su importancia para la sintesis de
oxido nitrico, cuya funcion es estimular la vasodilatacion (Flynn et al., 2002).
Comparando ambos, la concentracion de Arg disminuyd 11%, mientras que Lis
disminuyo 33%. Descrito lo anterior, es probable que la absorcion de Lis se redujera
porque el requerimiento de Arg en el epitelio intestinal y su liberacion al torrente
sanguineo de los cerdos en EC fuera mayor, con el fin de reparar y proliferar las
vellosidades intestinales afectadas, y de reducir la constriccion de los vasos

sanguineos.

Por otra parte, treonina se considera el segundo AA limitante en la
alimentacion de cerdos en crecimiento (Chen et al., 2017). Generalmente se conoce
por mediar la sintesis proteica, metabolismo energético, absorcion de nutrientes,
promover el crecimiento animal, mejorar la funcion inmune y mantener la salud
intestinal (Chen et al., 2017). Treonina desempefa un papel muy indispensable en
la regulacién del crecimiento y proliferacion celular (Ochocki y Simon, 2013).
También, se ha demostrado que gran porcentaje de Tre proveniente de la dieta es
utilizado en el intestino, especificamente por las células caliciformes, para sintetizar
la mucina que conforma parte de la barrera intestinal (Schaart et al., 2005). Diversos
autores han demostrado aumento de estas proteinas y células caliciformes en
cerdos en EC en comparacion con TN, por ejemplo, Vasquez et al., (2022)
observaron que cerdos en EC presentaron mayor nimero de células productoras

de mucina en duodeno y Pearce et al. (2014) observaron un incremento en la
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expresion de mucina en el intestino delgado. Estos antecedentes pudieran reforzar
la suposicion que Tre fue utilizado en el intestino delgado para sintetizar mucina en
respuesta al EC para proteger la entrada de microorganismos y toxinas nocivos a
través del epitelio (Chen et al., 2014) y, por lo tanto, la concentracion sérica de este

AA se vio disminuida en los cerdos.

Anteriormente se ha discutido la informacion existente acerca de un mejor
rendimiento en el crecimiento de los cerdos por la suplementacién con probiético
(Chen et al., 2005; Wang et al., 2009; Kim et al., 2015). El efecto positivo de los
probioticos en el crecimiento ha sido asociado a un aumento en la digestion de los
nutrientes, resultado de un mejoramiento y reparacion de ciertos componentes de
la barrera intestinal (Gracia et al., 2023). Jorgensen et al. (2016), Balasubramanian
et al. (2016) y Gracia et al. (2023) demostraron que esta respuesta positiva también
es observada al suplementar con Bacillus en cerdos, en los que se mejord la
digestibilidad de los nutrientes. Descrito esto, se podria suponer que B. subtilis
podria mejorar la digestibilidad y absorcion de nutrientes de los cerdos en EC del
presente experimento y, por lo tanto, se observarian mayores concentraciones
séricas de nutrientes. Sin embargo, B. subtilis no modificd las concentraciones
séricas de los AA, lo cual pudiera asociarse a la disminucion del consumo voluntario
de alimento y a la respuesta adaptativa que se observo en algunas variables

analizadas.
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8. CONCLUSIONES

La exposicion de cerdos en crecimiento a ambientes con temperatura
elevada afecta negativamente sus variables productivas, la histomorfologia del
epitelio intestinal, enzimas antioxidantes y concentracion sérica de aminoacidos. La
adicion del probidtico a base de Bacillus subtilis contrarresto los efectos causados
por estrés por calor sobre la temperatura intestinal, variables productivas,
caracteristicas e integridad del epitelio intestinal y actividad de enzimas

antioxidantes.
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