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1. RESUMEN

El proceso del destete en cerdos y otros factores de estrés durante el
crecimiento reducen la productividad y predisponen a los animales a desérdenes
digestivos metabdlicos durante la etapa de engorda. Actualmente se estan
buscando nuevas alternativas que ayuden a subsanar esta situacion y permitan a
Su vez, sustituir el uso de antibiéticos promotores de crecimiento (APC) en la dieta.
Diferentes fuentes de sustancias humicas (SH), a excepcion de SH extraidas de
lombricomposta, se han evaluado en cerdos al destete, crecimiento y finalizacion
como promotoras del crecimiento, obteniendo resultados promisorios. Por lo cual se
realizaron dos experimentos con el objetivo de evaluar los efectos de la adicion de
SH extraidas de lombricomposta en el alimento sobre la productividad, estatus
antioxidante, morfometria y numero de células caliciformes en las vellosidades y la
microbiologia en lechones al destete, asi como el balance de nutrientes en cerdos
en crecimiento. Al destete, se usaron 200 lechones, alojados en 10 corrales por
tratamiento que se asignaron a uno de cuatro tratamientos: 1= Dieta control positivo
(CP) con antibiotico promotor del crecimiento (APC:), 2= Dieta control negativo (CN)
sin APC, 3 y 4= Dietas sin APC adicionadas con 2500 y 5000 ppm de SH,
respectivamente. Durante el periodo de 1-42 dias posdestete, se evalu6 el peso
corporal (PC), consumo diario de alimento (CDA), ganancia diaria de peso (GDP) y
eficiencia alimenticia (EA). La capacidad antioxidante en musculo Psoas mayor,
Longissimus dorsi y suero sanguineo, morfometria intestinal y el conteo de células
caliciformes se evaluaron al destete, 3 y 7 dias posdestete. La materia seca (MS) y
cenizas del metacarpo se determinaron al destete y dia 7 posdestete. Los
resultados fueron sometidos a ANOVA en un modelo de bloques al azar. En el
periodo de 1-42 dias, se observo mayor GDP (4= 297 y 3=261.7 vs 2= 2224y 1=
242.9 g/dia; P=0.05; EEM= 15.021), y mayor EA (4= 0.58, 3= 0.53 vs 1=0.50 y 2=
0.49; P=0.05; EEM = 0.023) en los lechones que recibieron SH, respecto a los CP



y CN. El potencial antioxidante de la actividad de eliminacion de radicales 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo aument6 de acuerdo al nivel de inclusion de SH, en musculo
Longissimus dorsi y suero sanguineo a los 3 y 7 dias posdestete, y al dia 7
posdestete en musculo Psoas mayor. Respecto a la histologia de vellosidades en
el yeyuno, al dia 3 posdestete los cerdos adicionados con SH tuvieron una mayor
altura de vellosidades (3=317.75, 4= 310.46 vs 2=278.08 y 1= 307.12 um; P=0.05;
EEM= 10.86), ancho de vellosidades (3= 94.64, 4= 95.04 Vs 2= 85.39, y 1= 93.51
um; P=0.01; EEM= 2.32) y area de vellosidades (3= 95841, 4= 93678 Vs 2= 76646
y 1= 93471 um?; P= 0.01; EEM=4343), respecto al CN. La profundidad de criptas
fue mayor en lechones adicionados con SH (3= 236.78, 4= 241.85 vs 1= 194.65 y
2= 203.01 um; P= 0.01; EEM= 6.57) respecto al CP y CN. Al dia 7 posdestete los
lechones adicionados con SH mostraron mayor altura de vellosidades (3= 293.24,
4=282.45 vs 1=258.95y 2= 253.03 um; P=0.01; EEM=7.89); area de vellosidades
(3= 101354, 4= 94575 vs 1= 85633 y 2= 82125 um?% P= 0.01; EEM= 3818) y
profundidad de criptas (3= 326.82, 4= 337.28 vs 2=283.88 y 1= 321.53 um; P=0.01;
EEM=8.285) comparados con el CP y CN. Posteriormente, fueron usados en cerdos
en crecimiento, cuatro tratamientos en un disefio factorial de 2 dietas (1: control con
colistina 1kg/ton [APC] y 2: con 5000 ppm de SH [SH]) combinadas con 2 indculos
(1: solucién salina fisiologica [SSF] y 2: lipopolisacarido capsular de Escherichia coli
(LPS) por via intramuscular. En los resultados no se encontro diferencia significativa
en las interacciones. El CDA (1= 1318.6 vs 2= 1414.5 g/d; P=0.05; EEM= 28.550),
GDP (1=556.2 vs 2= 667.2 g/d; P= 0.05; EEM= 34.423) y EA (1= 0.41 vs 2= 0.47,
P= 0.05; EEM= 0.0208) fueron mas altos en los cerdos adicionados con SH. No
hubo diferencias en la digestibilidad o retencién de nitrégeno (N) y energia € entre
APC y SH. La GDP (1= 673.6 vs 2= 549.8 g/d; P= 0.05; EEM= 35.329) y EA (1=
0.48 vs 2= 0.40; P= 0.05; EEM= 0.0203) fueron mayores en los cerdos inoculados
con SSF. No hubo diferencias en la digestibilidad o retencién de Ny E entre SSF y
LPSEc. Los resultados sugieren que en cerdos que experimentan condiciones de
estrés, como el destete o la exposicion a agentes infecciosos, la adicion de SH de
v



lombricomposta en la racion mejora las variables productivas, el estatus
antioxidante y la integridad intestinal y mantiene la digestibilidad y retencion de Ny
E al mismo nivel que los cerdos adicionados con APC.

Palabras clave: Lechones, Destete, Colistina, Sustancias hudmicas,
Productividad, Digestibilidad.



ABSTRACT

The weaning process in pigs and other stress factors during the growth
reduce productivity and predispose animals to digestive and metabolic disorders
during the fattening stage. New alternatives are being sought to help remedy this
situation and allow, in turn, to replace the use of antibiotic growth promoters (AGP)
in the diet. Different sources of humic substances (HS), with the exception of HS
extracted from vermicompost, have been evaluated in pigs at weaning and growing
stages as growth promoters, with promising results. Therefore, two experiments
were carried out with the objective of evaluating the effects of the addition of HS from
vermicompost in the feed on the productivity, antioxidant status, morphometry and
number of goblet cells in the villi and microbiology in piglets at weaning, as well as
the nutrient balance in growing pigs. At weaning, 200 piglets were used, housed in
10 pens per treatment and were assigned to one of four treatments: 1= Positive
control diet (PC) with AGP, 2= Negative control diet (NC) without AGP, 3 and 4=
Diets without AGP added with 2500 and 5000 ppm HS, respectively. During the
period of 1-42 days post-weaning, body weight (BW), daily feed intake (DFI), daily
weight gain (DWG) and feed efficiency (FE) were evaluated. The antioxidant
capacity in psoas major muscle, longissimus dorsi and blood serum, intestinal
morphometry and goblet cell count were evaluated at weaning, 3 and 7 days
postweaning. Metacarpal dry matter (DM) and ash were determined at weaning and
day 7 postweaning. The results were subjected to ANOVA in a randomized complete
block design. In the period of 1-42 days, higher DWG (4= 297 and 3= 261.7 vs 2=
222.4 and 1= 242.9 g/day; P=0.05; SEM= 15.021), and higher FE (4= 0.58, 3= 0.53
vs 1= 0.50 and 2= 0.49; P=0.05; SEM = 0.023) were found in piglets receiving HS,
compared to the PC and NC. The antioxidant potential of 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical scavenging activity increased according to the dietary levels of
HS, in longissimus dorsi muscle and blood serum at 3 and 7 days postweaning, and
at day 7 post-weaning in psoas major muscle. Regarding the histology of villus in the

VI



jejunum, on day 3 post-weaning the pigs added with HS had a greater villus height
(3= 317.75, 4= 310.46 vs 2= 278.08 and 1= 307.12 pm; P= 0.05; SEM= 10.86 ),
villus width (3= 94.64, 4= 95.04 Vs 2= 85.39, and 1=93.51 um; P=0.01; SEM= 2.32);
and villus area (3= 95841, 4= 93678 Vs 2= 76646 and 1= 93471 um2; P= 0.01,;
SEM=4343), compared to the NC. The crypt depth was greater in piglets added with
HS (3= 236.78, 4= 241.85 vs 1= 194.65 and 2= 203.01 um; P= 0.01; SEM= 6.57)
compared to the PC and NC. On day 7 postweaning, the piglets added with HS
showed greater villus height (3= 293.24, 4= 282.45 vs 1= 258.95 and 2= 253.03 um;
P=0.01; SEM=7.89); villus area (3= 101354, 4= 94575 vs 1= 85633 and 2= 82125
um2; P=0.01; SEM= 3818) and crypt depth (3= 326.82, 4= 337.28 vs 2= 283.88 and
1=321.53 um; P=0.01; SEM= 8.285) compared to the PC and NC. In growing pigs,
four treatments were used in a factorial design of 2 diets (1: control with 1kg/ton
colistin [AGP] and 2: with 5000 ppm HS [HS]) combined with 2 inoculums (1:
physiological saline solution [FSS] and 2: Capsular lipopolysaccharide from
Escherichia coli (LPS) intramuscularly. In the results, no significant difference was
found in the interactions. The DFI (1= 1318.6 vs 2= 1414.5 g/d; P=0.05; SEM=
28.550), DWG (1= 556.2 vs 2= 667.2 g/d; P= 0.05; SEM= 34.423) and FE (1= 0.41
vs 2= 0.47; P= 0.05; SEM= 0.0208) were higher in pigs added with HS. There were
no differences in the digestibility or retention of N and E between AGP and HS. DWG
(1= 673.6 vs 2= 549.8 g/d; P= 0.05; SEM= 35.329) and FE (1= 0.48 vs 2= 0.40; P=
0.05; SEM= 0.0203) were higher in pigs inoculated with FSS. There were no
differences in N and E digestibility or retention between FSS and LPS. The results
suggest that in pigs experiencing stress conditions, such as weaning or exposure to
infectious agents, the addition of HS from vermicompost in the rations improves
productive variables, antioxidant status and intestinal integrity and maintains

digestibility and retention of N and E at the same level as the pigs added with AGP.

Keywords: Piglets, Weaning, Colistin, Humic substances, productivity,

digestibility.
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2. INTRODUCCION

El destete constituye uno de los eventos mas estresantes en la vida del cerdo
afectando la productividad y predisponiendo a desérdenes digestivos en el corto y
mediano plazo. Los lechones al destete sufren diferentes factores de estrés, que
pueden ser alimenticios, sociales, ambientales e infecciosos; las consecuencias son
cambios profundos en la fisiologia digestiva, respuesta inmune, conducta vy
capacidad de crecimiento (Reis de Souza et al., 2012; Gresse et al., 2019; Renteria
et al., 2021). Ante esta problematica, es comun el uso de antibiéticos promotores
del crecimiento (APC) en la dieta, los cuales ayudan a controlar el desarrollo de
bacterias patégenas y disminuir el riesgo de enfermedades que afectan
negativamente el crecimiento, la eficiencia productiva y la rentabilidad de la industria
carnica. Sin embargo, se ha sefalado que el uso prolongado de los APC puede
ocasionar resistencia en bacterias patdgenas, poniendo en riesgo la salud de los

animales y el hombre (Cassini et al., 2019; Woolhouse et al., 2015).

Por lo que, se estan buscado alternativas para reducir el uso de los APC en
los alimentos, manteniendo una produccion eficiente y obteniendo alimentos de alta
calidad, inocuos y a bajo costo (Aluthge et al., 2019; Faba et al., 2020); siguiendo la
recomendacion de la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA) de
adoptar una estrategia integrada con nuevos alimentos y aditivos funcionales
(Cormican et al., 2017). Una de las alternativas al uso de APC son, el empleo de las
sustancias humicas (SH) debido a que se ha demostrado que poseen propiedades
benéficas en la salud del hombre y animales, y sus efectos son multidireccionales
actuando sobre la microbiota, integridad intestinal, uso de nutrientes y respuesta
inmune (EMEA, 1999; Klocking y Helbig, 2005; Jacob et al., 2019). Las fuentes
comerciales mas concentradas de SH son la leonardita y el lignito, que se obtienen
de las minas, y se utilizan ampliamente para mejorar el rendimiento de los cultivos

en la agricultura; en menor medida, son utilizados como promotores del crecimiento


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/S0377840120304235?via%3Dihub#bib0080

en animales (Pefia- Méndez et al., 2005; Arif et al., 2019; Maguey-Gonzalez et al.,
2022). Los componentes principales de las SH son los acidos humicos (AH), &cidos
fulvicos (AF) y las huminas; que son constituyentes organicosdel suelo, arroyos, lagos
y océanos (Lehmann y Kleber, 2015; Piccolo et al., 2019). En los extremos de las
cadenas laterales de las SH hay grupos funcionales que confieren diferentes
cualidades, por ejemplo, coloidales, espectrales, electroquimicas y de intercambio
de iones (Pefa-Méndez et al.,2005; Piccolo et al., 2019).

En cerdos al destete suplementados con SH provenientes de leonardita se han
reportado mejoras en el crecimiento y estatus mineral, reduccion de biomarcadores séricos
indicativos de estrés oxidativo y disminucion de la incidencia de diarreas (Trckova et al.,
2018; Dell’Anno et al., 2020). En pollos de engorda se han adicionado SH extraidas
de lombricompostas, ya sea en el agua de bebida o alimento, con resultados
promisorios en la eficiencia productiva (Dominguez et al., 2021; Maguey-Gonzélez
et al., 2022); en cerdos no se ha evaluado la suplementacion con SH extraidas de

lombricomposta como opcion al uso de los APC.

El destete en cerdos provoca bajo consumo de alimento y cambios
morfologicos y funcionales en el intestino incluyendo una longitud intestinal mas
corta, atrofia de vellosidades, hiperplasia de las criptas, aumento de mitosis y
reciclaje de células epiteliales, reduciendo la actividad enzimética del borde de
cepillo y la capacidad de absorcion (Renteria et al., 2021). Ademas, se
establecié que el destete temprano induce la expresion de citocinas pro
inflamatorias y provoca un deterioro sostenido de la funcion de barrera intestinal
(Hampson, 2004; Pluske et al., 2009); lo que ocasiona un aumento de la
permeabilidad paracelular, con un mayor transporte de antigenos a la lamina
propia, lo que lleva a la inflamacién intestinal; beneficiando la proliferacion de
bacterias patdgenas, provocando cambios en la produccion de células caliciformes
secretoras de mucinas, y aumentando la susceptibilidad del lechdn a las infecciones
bacterianas (Renteria et al.,, 2021). Ante esta situacion, surge la necesidad de

emplear APC en la dieta animal para controlar su desarrollo, y de esta manera
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disminuir el riesgo de enfermedades que afecten negativamente el crecimiento y la

eficiencia productiva (Wang et al., 2022).

Se han propuesto varios mecanismos de accidn para explicar éstas mejoras
en cerdos adicionando SH en su dieta, pero ninguno ha sido confirmado hasta la
fecha (Angeles et al., 2022). Se ha propuesto que las SH pueden estimular el
crecimiento de microorganismos actuando como fuentes de nutrientes y
estimulando la absorcion de nutrientes a través de la pared celular de las bacterias.
En la microbiota intestinal de los animales, se ha reportado que las SH pueden
estimular el crecimiento de bacterias benéficas como Lactobacilos en pollos
(Dominguez-Negrete et al., 2019), actuando posiblemente como acidificantes y
antimicrobianos al disminuir el pH, mejorando asi la salud intestinal y la
productividad (Disetlhe et al., 2017); mientras que en cerdos al destete pueden
estimular el crecimiento de Prevotella como respuesta adaptativa al cambio de dieta
(Trckova et al., 2018).

Se ha sugerido, que las SH tienen la habilidad de crear capas protectoras
sobre la membrana mucosa epitelial del tracto digestivo impidiendo la penetracion
de bacterias y sustancias toxicas producidas por estas mismas, debido a sus
caracteristicas coloidales y alta capacidad de formar agregados dentro de
soluciones (Kuhnert et al., 1991; EMEA, 1999). Este efecto protector de las SH
sobre el epitelio digestivo también se ha asociado a aumentos en la digestibilidad
de nutrientes en pollos y cerdos (Pisafikova et al., 2010; GOmez-Rosales y Angeles,
2015), aumentos en la altura de las vellosidades, profundidad de criptas y area de
superficie epitelial en ratones (Yasar et al., 2002) y pollos (Taklimi et al., 2012;
Disetlhe et al., 2017). De igual forma, se ha demostrado que la proteccion de la
mucosa digestiva por las SH mejora la integridad intestinal, lo que se ha asociado a
una mayor expresion de mucina-2 en el yeyuno y ciego (Mudronova et al., 2020);
permitiendo que las vellosidades mantengan su integridad frente a patdgenos,
toxinas y alteraciones en la dieta (LOpez-Garcia et al., 2023). Siendo ésta una de

las principales mucinas formadoras de gel, que representa el componente de
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barrera primario de las capas de moco y un sitio donde reside la IgA secretora
(Honda y Takeda, 2009; Macpherson y Harris, 2004). Confiriendo a su vez, efectos
inmunoestimulantes e inmunomoduladores por parte de las SH, sobre diferentes
enfermedades infecciosas; lo que se ha asociado con sus propiedades
antiinflamatorias (Schepetkin et al., 2002; Schepetkin et al., 2003; Van Rensburg,
2015).

Sin embargo, en trabajos previos se reportdé que no hubo efectos por la
adicion de las SH en la digestibilidad de algunos componentes de la dieta o hubo
impacto negativo en la digestibilidad de proteina y grasa en cerdos (Korniewicz et
al.,, 1999; Pisafikova et al., 2010), lo que se asocié a dosis altas de SH.
Probablemente porque las SH poseen una alta capacidad de adsorcion, lo cual
pudiera afectar la capacidad de reabsorcion de nutriente; dando como resultado un
paso mas lento del contenido intestinal, un periodo de digestion prolongado y un

aumento de los procesos anabdlicos de la energia (Pisafikova et al., 2010).

En pollos se inform6 un mayor peso corporal y ganancia de peso y una menor
tasa de conversion alimenticia por la adicion de SH usando diferentes fuentes
comerciales (Ozturk et al., 2010; Ozturk et al., 2012; Taklimi et al., 2012; Arif et al.,
2019). Utilizando un extracto liquido o seco de SH de lombricomposta, se ha
informado mayor peso corporal final y ganancia de peso y menor conversion

alimenticia en pollos de engorda (Angeles et al., 2022a).

Hasta la fecha no se ha evaluado el efecto de SH extraidas de
lombricomposta sobre la microbiota digestiva, el crecimiento, capacidad
antioxidante de la carne y suero y la histologia de las vellosidades intestinales; asi
mismo no se ha evaluado la digestibilidad y balance de nitrégeno (N) y energia (E)

en cerdos alimentados con SH de lombricomposta.



3. REVISION DE LITERATUTA
3.1. Aditivos alimenticios como alternativa al uso de APC

El principal fundamento del uso de APC en los alimentosde los animales, en
dosis sub terapéuticas es el control del desarrollo de bacterias patégenas para
disminuir el riesgo de enfermedades que afectan negativamente el crecimiento, la
eficienciaproductiva y la rentabilidad de la industria carnica. Contrario a esto, se ha
seflalado que el uso prolongado de los APC puede ocasionar resistencia en
bacterias patdgenas, poniendo en riesgola salud de los animales y el hombre
(Cassini et al., 2019; Woolhouse et al., 2015). Se estan buscado alternativas para
reducir el uso de los APC en los alimentos, manteniendo una produccion eficiente
y obteniendo alimentos de alta calidad, inocuos y a bajo costo (Aluthge et al., 2019;
Faba et al., 2020).

Existe una lista muy extensa de aditivos alimenticios que se han probado para
substituir los APC,dentro de los cuales se incluye diferentes tipos de probibticos
como bacterias del géneroLactobacilos, Bacilos y Bifidobacteria y levaduras como
Saccharomyces cerevisiae. También se han evaluado algunos prebidticos como
los mananooligoscaridos (MOS) derivados de S. cerevisiae y diferentes acidos
organicos; mas recientemente los fitoaditivos como extractos de plantas y aceites
esenciales han ganado interés en esta area (Puvaca, 2008; Windisch et al., 2008;
Cortes-Coronado et al., 2017). Aungque no se ha encontrado ninguna alternativa
efectiva que sustituya totalmente los efectos de los APC sobre el control de la
microbiota, la mayoria de los aditivos mencionados han mostrado beneficios sobre
la produccion y salud de los animales. Algunos productos pueden reducir los
efectos negativos de bacterias patdgenas, otros estimulando el crecimiento de
bacterias benéficas, o mejorando la integridad intestinal y uso de nutrientes, o
estimulando la respuesta inmune local y general. Una alternativa al uso de APC son
las SH, debido se ha demostrado que las SH poseen propiedades benéficas en la

salud del hombre y animales, y sus efectos son multidireccionales actuando sobre



la microbiota, integridad intestinal, uso de nutrientes y respuesta inmune (EMEA,
1999; Klocking y Helbig, 2005; Jacob et al., 2019). Las SH se pueden usar por via
oral en caballos, rumiantes, cerdos y aves de corral para el tratamiento de diarrea,
dispepsia e intoxicaciones agudas siguiendo las recomendaciones del Comité de
Medicamentos Veterinarios de La Agencia Europea para la Evaluacion de
Medicamentos (EMEA, 1999). Las SH son macromoléculas que se producen por
la biodegradacion de la materia organica, que involucra procesos fisicos, quimicos
y microbioldgicos , en los que eucariotas (lombriz y hongos) y procariotas (bacterias
aerobicas) descomponen alun mas la materia organica (Maguey-Gonzalez et al.,
2022). Los componentes principales de las SH son los AH, AF y huminas; son
constituyentes organicos del suelo, arroyos, lagos y océanos (Lehmann y Kleber,
2015; Piccolo et al.,, 2019). En las cadenas laterales de las SH hay grupos
funcionales que confieren diferentes cualidades, por ejemplo, coloidales,
espectrales, electroquimicas y de intercambio de iones (Pefia-Méndez et al.,2005;
Piccolo et al., 2019).

3.2. Mecanismos de accion propuestos para las sustancias humicas

Durante siglos, las SH se han usado en humanos como suplemento
nutricional y con fines terapéuticos y en la agricultura como suplemento de suelos
(Pefia-Méndez et al., 2005; Swidsinskiet al., 2017; Jacob et al., 2019). Las primeras
descripciones de las aplicaciones médicas de las SH se pueden encontrar en
Sanscrito y escritos antiguos de Roma y China, donde se les atribuian propiedades
misticas (Swidsinski et al., 2017). El uso balneoterapéutico de la turba en la antigua
Babilonia, en la Baja Mesopotamia, y en el Imperio Romano, representa la
aplicacién médica massignificativa de las SH, donde los habitantes ya reconocian
los efectos curativos del barro (Priegnitz, 1986). Pero fue hasta principios de 1800
gue se llevo a cabo por primera vez su caracterizacion y descripcion quimica por

Berzelius (1839) uno de los predecesores de la quimica moderna. Se han sugerido



diferentes efectos bioldgicos de las SH en microorganismos, plantas y animales.
Se ha indicado que las SH provenientes de lignito tienen accion protectora sobre
la mucosa intestinal, efectos antiinflamatorios, adsortivos y antitoxicos y
propiedades antimicrobianas en los animales (EMEA, 1999). En la siguiente
seccion se revisan los principales mecanismos de accion de las SH relacionados a
su intervencion en la proteccion de la mucosa intestinal, incluyendo la presencia de
bacterias benéficas y patdgenas, el reforzamiento de la capa de moco y la

respuesta inmune intestinal.

3.3. Efecto de las sustancias humicas sobre el crecimiento de

microorganismos.

En las éareas de ciencias del suelo y plantas, se han documentado
extensamente los efectos benéficos de las SH sobre diversos microorganismos
(Kulikova et al., 2005) incluyendo bacterias del Filo Firmicutes (Gramss et al., 1999)
encontradas comunmente en el aparato digestivo de los animales. Los
mecanismos mas sobresalientes de las SH sobre la actividad de los

microorganismos son:

a) Como fuente de sustratos, aportando principalmente carbono y nutrientes
como N, fésforo, oligoelementos y vitaminas, y aportando estructuras (alifaticas y
aromaticas) dentro de las cadenas biosintéticas de las células bacterianas. Se ha
observado la utilizacibn completa de SH por los microorganismos cuando

constituyen la Unica fuente de carbono y N (Filip y Berthelin, 2001), y

b) Aumentando la absorcién de nutrientes como N y otros micronutrientes en las
bacterias debido a su caracter anfifilico, comportandose como surfactantes
naturales ya que pueden adsorberse en diferentes superficies naturales que
incluyen membranas biologicas (Samson y Visser, 1989; Vigneault et al., 2000)

aumentando su permeabilidad a los nutrientes disponibles en el medio.

En animales suplementados con SH, los efectos sobre la microbiota intestinal
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han sido inconsistentes. En dos estudios se han reportado incrementos en los
conteos de Lactobacilos enel intestino de pollos con respecto al grupo tratado con
antibiéticos (Aksu y Bozkurt, 2009; Dominguez-Negrete et al., 2019). Pero en otros
trabajos no se observaron cambios en los conteosde Lactobacilos en el intestino y
ciego en pollos suplementados con SH (Shermer et al., 1998; Maguey-Gonzalez et
al., 2018a). Respecto al efecto de SH sobre el crecimiento de E. coli, en ensayos
in vitro no se ha encontrado inhibicién de los conteos de esta bacteria (Ansorg y
Rochus,1978; Yarkova, 2011), mientras que en estudios in vivo se han reportado
conteos menores de E.coli en intestino y ciego (Aksu y Bozkurt, 2009) y conteos
de hasta de 10-100 veces mayores de E. coli en el ciego (Shermer et al., 1998) en
pollos adicionados con SH respecto al grupo control. En pollos y cerdos
suplementados con SH no se han observado efectos inhibitorios sobre el
crecimiento de C. perfringens (Kaevska et al., 2016; Dominguez-Negrete et al.,
2019). Tampoco se han observado efectos inhibitorios sobre los conteos de
Salmonela spp en el ciego de pollos que consumieron SH (Maguey-Gonzalez et
al., 2018b).

En cerdos al destete suplementados con SH se report6 menor abundancia
relativa de Firmicutes, Bacteroides, Anaerovibrio, Oscillospira, y Ruminococcus, y
una tendencia a mayor abundancia de Prevotella en las heces en comparacién con
los cerdos del grupo control (Trckova et al., 2018).Los autores sugieren que el
consumo de una dieta basada en vegetales adicionada con SH mantuvo el balance
de la microbiota intestinal en respuesta al cambio de una dieta liquida a una dieta
sélida después del destete, lo que se explica por la disminucion de Bacteroides, que
pueden utilizar mejor la lactosa de la leche de la cerda, y el aumento de Prevotella

gue tienen mayor capacidad de degradar polisacaridos de plantas.

La informacién revisada indica que las SH pueden estimular el crecimiento de
microorganismos actuando como fuentes de nutrientes y estimulando la absorcion
de nutrientes a través de la pared celular de las bacterias. En la microbiota

intestinal de los animales, se ha reportado que las SH pueden estimular el
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crecimiento de bacterias benéficas como Lactobacilos en pollos, mientras que en
cerdos al destete pueden estimular el crecimiento de Prevotella como respuesta
adaptativa al cambio de dieta. Por otro lado, las SH no han mostrado efectos
inhibitorios sobre el crecimiento de bacterias potencialmente patégenas como E.

coli, Salmonela y C. perfringens.

3.4. Efecto de las sustancias humicas sobre la barrera de moco intestinal

Se ha sugerido que las SH tienen la habilidad de crear capas protectoras
sobre la membrana mucosa epitelial del tracto digestivo impidiendo la penetracion
de bacterias y sustancias toxicas producidas por bacterias, debido a sus
caracteristicas coloidales y alta capacidad de formar agregados dentro de
soluciones (Kuhnert et al., 1991; EMEA, 1999). Esta sugerencia ha sido apoyada
por los resultados de dos trabajos recientes. En condiciones in vitro simulando la
digestiéon en pollos se encontré aumento de la viscosidad del contenido en el buche
y el intestinoen los tratamientos que incluyeron SH, y en condiciones in vivo se
reportd mayor viscosidad intestinal y menor translocacion bacteriana al higado en
pollos que recibieron SH (Maguey- Gonzalez et al., 2018a). También en pollos
suplementados con SH se reporté mayor expresion del gen de la mucina intestinal
2 (MUC-2) en intestino (Mudroriova et al., 2020). La MUC-2, es una delas
principales mucinas formadoras de gel, representa el componente de barrera
primario de las capas de moco y un sitio donde reside la IgA secretora. La MUC-2
es la primera lineade defensa que limita el contacto epitelial o la penetracion de la
microbiota y otros antigenos potencialmente peligrosos al organismo (Honda y
Takeda, 2009; Macpherson y Harris, 2004).

Los cambios en la cantidad, aumento o disminucion, o en la composicién del
moco pueden conducir a reacciones inflamatorias indeseables (Wang et al., 2018).
En el estudio de Maguey-Gonzalez et al. (2018b) se sometido a los pollos a

restriccion alimenticia por 24 h para inducir inflamacion del intestino y provocar



mayor permeabilidad de bacterias a través de las células epiteliales (Kutappan et
al., 2015). En los pollos tratados con SH ademas de que se redujo la translocacion
bacteriana al higado, se redujo el paso del intestino a la sangre de un marcador de
permeabilidad, el isotiocianato de fluoresceina dextrano (FITC-d); lo que sugiere
gue las SH redujeron la inflamacién de la mucosa, probablemente por la asociacion
de sus propiedades coloidales y la estimulacion en la secrecion de mucinas, lo que

se reflej6 en un aumento de la viscosidad intestinal.

Este efecto protector de las SH sobre el epitelio digestivo también se ha
asociado a aumentos en la digestibilidad de nutrientes en pollos y cerdos
(Pisafikova et al., 2010; GOmez-Rosales y Angeles, 2015), aumentos en la altura
de las vellosidades, profundidad de criptas y area de superficie epitelial en ratones
(Yasar et al., 2002) y pollos (Taklimi et al., 2012; Disetlhe et al., 2017) y aumento
en la actividad de enzimas digestivas en la mucosa de pollos (Mao et al., 2019) y

peces de agua dulce (Gao et al., 2017).

3.5. Efecto de las sustancias humicas sobre la respuestainmune e

inflamacion

Se ha demostrado que las SH exhiben diferentes efectos inmunoestimulantes
e inmunomoduladores sobre diferentes enfermedades infecciosas, lo que también
se ha asociado con sus propiedades antiinflamatorias (Schepetkin et al., 2002;
Schepetkin et al., 2003; Van Rensburg, 2015). Parece ser que las SH forman
complejos soélidos con carbohidratos, que permiten la formacion de glicoproteinas
con la capacidad de unirse a células NK vy linfocitos T y permiten la comunicacion
posterior entre estas células (Schepetkin et al., 2003). En estudios in vitro se ha
observado la activacién de granulocitos humanos después de ser estimulados con
SH,con aparicion de H,O; en la superficie de las células y de la correspondiente
actividad de oxidasa unida a la membrana (Riede et al., 1991). Se ha reportado

incremento en la proliferacion de linfocitos humanos con el uso de dosis crecientes
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de SH, inhibicion de la liberacidén de citocinas proinflamatorias como TNF-aq, IL-1,
IL-6 e IL-10 e inhibicion del complemento a través de las vias: alternativa y clasica
(Van Rensburg y Naude, 2009).

En macréfagos peritoneales de roedores se encontré que la adicion de acido
fulvico (AF) aumento la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido
nitrico (que representan mecanismos citotoxicos y citostaticos de inmunidad
inespecifica), asi como la incorporacion de timidina en el DNA de linfocitos
extraidos del bazo (Schepetkin et al., 2003). Otros reportes indican que las SH son
eficaces en la supresion de la hipersensibilidad tardia, el edema de la pata e
hipersensibilidad por contacto en ratas, reducen los niveles de proteina C reactiva
de los pacientes que sufren osteoartritis de la rodilla y reacciones alérgicas de tipo
1 de los pacientes que padecen rinitis estacional (Van Rensburg, 2015).

En pollos adicionados con SH se observé estimulacion del crecimiento de
organos del sistema inmune, principalmente el timo y la bolsa de Fabricio (Disetlhe
et al., 2017). También en pollos suplementados con SH se ha reportado aumento
en los titulos de anticuerpos contra el virus de la Influenza aviar (Tohid et al., 2010),
la enfermedad Infecciosa de la Bolsa de Fabricio (Nagarajuet al., 2014) y el virus
de Newcastle (Aksu y Bozkurt, 2009; Mehdiy Hasan, 2012). Sin embargo, en pollos
no se han observado efectos benéficos de la adicion de SH en la concentracion de
IgA en el intestino (Maguey-Gonzalez et al., 2018a) o la expresion génica de IgA
en el ciego (Mudrofiova et al.,, 2020). En cerdos adicionados con SH se ha
reportado mayor recuento relativode linfocitos en la sangre (Wang et al., 2008) y
aumento en la actividad de neutréfilos, lo que podria proteger contra bacterias
patégenas y disminuir la tasa de mortalidad durante la infeccién bacteriana aguda
(Dabovich et al., 2003).

3.6. Adiciéon de sustancias humicas en cerdos

La idea de utilizar las SH como aditivos promotores del crecimiento en los
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animales es reciente, especialmente en cerdos (Trckova et al., 2005). En un estudio
en cerdos al destete adicionados con leonardita y lignito como fuentes de SH en
los alimentos se observé mayor peso corporal, menor incidencia de diarreas y
ausencia de mortalidad (Trckova et al., 2018) en comparacion con el grupo control.
En otros trabajos también se han observado mejoras en el crecimiento de cerdos al
destete adicionados con SH (Slavik, 1999; Zraly y Pisafikova, 2010). En el estudio
de Trckovaet al. (2018) los cerdos al destete suplementados con SH tuvieron
menor abundancia relativa de Firmicutes, Bacteroides, Anaerovibrio, Oscillospira,
y Ruminococcus, y una tendencia a mayor abundancia de Prevotella en el intestino
en comparacion con los cerdos del grupo control. Los autores sugieren que el
consumo de una dieta basada en vegetales adicionada con SH mantuvo el balance
de la microbiota intestinal en respuesta al cambio de una dieta liquida a una dieta
sélida después del destete, lo que se explica por la disminucion de Bacteroides,
que pueden utilizar mejor la lactosa de la leche de la cerda, y el aumento de
Prevotella que tienen mayor capacidad de degradar polisacéridos de plantas.
También se reporté cambios en la microbiota y reducciones en la concentracion de
acidos grasos volatiles y produccion de gas en el ciego de lechones la destete
suplementados con SH (Visscher et al., 2019), lo que sugiere junto con los
resultados de Trckova et al. (2018) que las SH influyen positivamente en las
bacterias intestinales manteniendo un balance adecuado en la microbiota en

funciéon del cambio en la dieta.

En cerdos en crecimiento adicionados con diferentes fuentes de SH en los
alimentos también se han reportado mayores ganancias de peso y eficiencia
alimenticia (Ji et al., 2006; Wang et al., 2008; Bai et al.,, 2013). En ratas
suplementadas con SH se aumentd el peso corporal y la retencién de nitrégeno lo
gue se asocidé con una mayor area de la superficie epitelial,mayor longitud de las
vellosidades y mayor profundidad de la cripta en la mucosa digestiva (Yasaret al.,
2002). Se ha sugerido que las SH causan una menor tasa de pasaje del alimento

a través del intestino aumentandose el tiempo de exposicion de los nutrientes a las
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enzimas digestivas (Korniewicz et al. 1999; Suchy et al. 1999. El aumento en la
viscosidad en el intestino debido a la formacion de geles se ha asociado a
disminucién de la tasa de pasaje del alimento a través del aparato digestivo (Van
Der Klis et al., 1993; Yasar, 2003).

Otros efectos colaterales observados en cerdos suplementados con SH son
las mejoras en la calidad de la carne con incremento del marmoleo y disminucion
del grosor de la grasa dorsal (Ji et al., 2006; Wang et al., 2008; Bai et al., 2013).
Estos hallazgos podrian estar relacionados al incremento en la actividad de la
lipasa sensible a hormonas y disminucién de la actividad de la lipoproteina lipasa
en el tejido adiposo de cerdos adicionados con cantidades crecientes de AF en el
alimento (Chang et al., 2014). Otros cambios detectados en cerdos suplementados
con SH son el aumento en la concentracion sérica de minerales (Ca, P y Mg) y
porcentaje de linfocitos (Trckova et al., 2018), asi como disminucién del estrés

oxidativo después de un desafio con LPS de E. coli (Weber et al., 2014).

Opuesto a los resultados revisados, en algunos trabajos no se han
observado beneficios o los resultados de produccién han sido inconsistentes en los
cerdos suplementados con SH (Ji et al.,2006; Weber et al., 2014; Visscher et al.
2019). La variabilidad en los efectos de las SH sobre el crecimiento y otras
respuestas en cerdos probablemente se debe a los diferentes origenes y dosis de
SH empleadas. Las SH presentan caracteristicas diferentes, como la longitud de la
cadena principal, la composicion de las cadenas laterales en funcion de su origen
(plantas, suelos, turba y carbén). Las fuentes comerciales mas usadas de SH son
la leonardita y lignito, las cuales son extraidas de minas, y constituyen recursos no
renovables. Las lombricompostas también contienen cantidades importantes de
SH (8-12%) debido al proceso de humificacién que es coadyuvado por el trabajo
de las lombrices. En un estudio previos donde se usO acido humico (AH) de
lombricomposta en pollos de engorda, se encontré reduccion de la permeabilidad
intestinal y de la traslocacion bacteriana al higado después de un desafio para

provocar inflamacion del intestino (Maguey-Gonzélez et al., 2018?); mientras que
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en otra investigacion donde se adicioné un extracto de SH en pollos se observo
mayor rendimiento de la canal, o que se asocio a un aumento de Lactobacilos en
el yeyuno y reducciénde la excrecién de oocistos de coccidias (Dominguez-
Negrete et al., 2019). En cerdos no se ha evaluado la inclusién de SH provenientes

de una lombricomposta como promotor del crecimiento.

3.7.Sustancias humicas obtenidas de lombricomposta

El lombricompostaje es un proceso bio-oxidativo que implica la
descomposicion de materiales organicos por especies de lombrices detritivoras
que habitan en la hojarasca. Estas son importantes porque fragmentan los
materiales organicos y aumentan la superficie, pero las especies microscopicas en
el estbtmago de las lombrices y sus excrementos son responsables de la
descomposicion real. Se considera que estos procesos relacionados con el
intestino y las heces tienen un impacto significativo en las propiedades del
lombricompostaje. Por su parte, las especies de lombrices utilizadas en
lombricomposta son: Eisenia fétida, Eisenia andrei, y Dendrobaena veneta; siendo
E. fétida una de las especies de lombrices de tierra mas utilizadas debido a su alta
tasa de digestion de materia organica, tolerancia a las condiciones ambientales,
rapida tasa de reproduccion, ciclo de vida corto y tolerancia al manejo (Maguey-
Gonzalez et al., 2022).

Se pueden distinguir dos fases en la lombricomposta: 1) una fase activa en
la que las lombrices procesan los desechos mediante trituracion fisica, ingestion y
descomposicion microbiana, y 2) una fase similar a la de maduracioén en la que las
lombrices se mueven hacia capas mas frescas de desechos no digeridos y los

microbios proporcionan descomposicion adicional (Dominguez et al., 2015).

La materia organica fresca como el estiércol animal utilizado en el presente
experimento, se transforma en sustancias mas estables similares al humus, los

nutrientes se reciclan y se crea energia durante todo el proceso de
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lombricompostaje; el cual debe ser aerdbico y una parte del mismo debe tener lugar

en circunstancias termofilas (Maguey-Gonzalez et al., 2022).

3.8.Extraccion/ aislamiento de sustancias humicas

AH, AF y huminas son los tres tipos principales de compuestos humicos que
se encuentran en suelos y sedimentos (Pefia-Méndez et al., 2005; Lehmann y
Kleber, 2015). Se utiliza una solucién acuosa fuertemente basica de hidroxido de
sodio o hidroxido de potasio para extraer SH del humus y otras fases sélidas. Las
SH precipitan en esta solucién cuando el pH se ajusta a 1 con acido clorhidrico o
sulftrico, dejando a los AF en la solucion (parte superior) (Stevenson, 1982;
Maguey-Gonzélez et al., 2022). Siendo la distincibn mas importante entre estos:
los AF son insolubles en medios alcalinos, mientras que los AF son insolubles en

medios acidos y las huminas son insolubles a cualquier pH ( Figura 1).

LOMBRICOMPOSTA

SOLUCION ALCALINA

SUSTANCIAS HUMICAS

/ SOLUCION ACIDA \

ACIDOS FULVICOS ACIDOS HUMICOS
Insolubles pH alcalino Insolubles pH acido

HUMINAS
Insolubles cualquier pH acido

Figura 1. Fracciones de Sustancias Humicas
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Ademas de los disolventes alcalinos, para la extraccion de SH se han
propuesto agentes quelantes, disolventes organicos y soluciones salinas acuosas.
Los disolventes alcalinos son los mas eficientes y comunmente utilizados (Maguey-
Gonzalez et al., 2022). La extracciéon de AH con NaOH es un método estandar para
aislar AH, con una eficiencia de extraccion de mas del 80% de las muestras de

suelos ( Tabla 1).

Tabla 1. Agentes utilizados para la extraccion de sustancias humicas.

Agente Extraccion SH (%)
NaOH 80
NasP20~ 30
Quelantes Orgéanicos 30
Acetil-acetona/Hidroxiquinona 30
Acido férmico 55

Las SH se encuentran conformadas por cadenas alifaticas o anillos
aromaticos, y en las cadenas laterales se distinguen grupos funcionales (carboxilos
(COOH), hidroxilos (OH), fendlicos, carbonilos (C=0)) que confieren diferentes
cualidades (coloidales, espectrales, electroquimicas y de intercambio de iones).
(Pefa-Méndez et al., 2005; Sanmiguel et al. 2014; Piccolo et al., 2019).

o) o 0 o)
o © ° OH
o
o HO HO OHHO OHHO OHHO OH
0L_OHOLOH 7 OH o : oH o

Figura 2. Estructura 2D de SH extraidas de lombricomposta (Dominguez-Negrete et al., 2019).
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3.9 Uso potencial de sustancias humicas de lombricomposta en cerdos

al destete

El destete constituye uno de los eventos mas estresantes en la vida del
cerdo afectando la productividad y predisponiendo a desordenes digestivos en el
corto y mediano plazo. Los lechones al destete sufren diferentes factores de estrés,
que pueden ser alimenticios, sociales, ambientales e infecciosos; las
consecuencias son cambios profundos en la fisiologia digestiva, respuesta inmune,
conducta y capacidad de crecimiento (Reis de Souza y Mariscal, 2012; Gresse et
al., 2019; Renteria et al, 2021). Los cambios alimenticios son los mas importantes
porque la composicién de los alimentos sélidos al destete es variable e incluyen
granos de cereales y pasta de soya que contienen almidones y proteinas
complejas, que el lechon no digiere completamente ya que su capacidad
enzimatica esta apenas en desarrollo, y ademas pueden contener antigenos o
factores antinutricionales (Reis de Souza et al., 2005; Aguilera et al., 2006). Debido
a esto, el lechon rechaza el alimento al principio, y el alimento consumido es
parcialmente digerido quedando grandes cantidades de almidones y proteinas en
el intestino, los cuales son fermentados por bacterias, dando lugar a diarreas ya
sea mecdanicas o infecciosas (Reis de Souza et al., 2010; Reis de Souza et al.,
2012).

Al destete se presenta un consumo bajo y erratico de alimento con ayunos
gue pueden variar desde algunas horas hasta dias, o que provoca retraso o
suspension de los movimientos estomacales, congestidon de los vasos sanguineos
intestinales provocando hemorragias y ulceraciones en la mucosa, ademas de
edematizacion e inflamaciones con presencia de células epiteliales inmaduras. El
resultado es la atrofia de las vellosidades intestinales, descamacion y muerte
acelerada de los enterocitos, lo que reduce la concentracién de enzimas digestivas
y la superficie de digestion de la mucosa (Reis de Souza et al., 2005; Aguilera et al.,
2006). El destete, también afecta negativamente el funcionamiento de la barrera

intercelular que llevan a cabo proteinas conocidas como uniones estrechas que
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consisten principalmente en complejos de proteinas transmembrana como las
claudinas, ocludinas y las proteinas citosélicas zona occludens, que unen las
proteinas transmembrana a las actinas citoesqueléticas. Las uniones estrechas
conectan y sellan el espacio entre dos enterocitos y en condiciones normales evitan
elpaso de moléculas grandes como antigenos, 0 agentes patdgenos, COmMo Virus,
bacterias y parasitos a través del espacio intercelular, lo que se conoce como

funcion de barrera (Moeser y Blikslager, 2007; Kim et al., 2012).

El sistema inmune asociado a la mucosa intestinal (innato y adaptativo) es
inmaduro en lechones destetados entre los 21 a 28 dias de edad y su respuesta
post-destete se reduce debido a los cambios dramaticos que sufre la superficie de
la mucosa intestinal. Ademas, al destete se elevan las concentraciones de cortisol
en la sangre, lo que causa una inmunosupresion adicional (Moeser et al., 2007;
Gallois et al., 2009; Smith et al., 2010). Es por ello que, los cerdos jévenes son
susceptibles a una serie de enfermedades bacterianas, que incluyen la colibacilosis
causadapor serotipos de E. coli enterotoxigénica y la salmonelosis causada por
Salmonella spp (Hampson y Pluske, 2004; Pluske y Hampson, 2009). Esto se debe
principalmente al deterioro de la funcién de barrera de la mucosa, debido a que la
matriz proteica que se encuentra en los espaciosintercelulares se debilita por la

inflamacion del intestino, lo que aumenta la permeabilidad del epitelio.

En estudios con cerdos al destete adicionados con SH en los alimentos se han
reportado mejorasen las variables productivas y la salud (Slavik, 1999; Zraly y
Pisafikova, 2010; Trckova et al., 2018); también se reporté un mejor balance en la
microbiota intestinal de lechones al destete por efecto del cambio de dieta (Trckova
et al. (2018).
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4. HIPOTESIS

La adicion de SH a partir de una lombricomposta en el alimento de cerdos
destetados, favorece la homeostasis de la microbiota intestinal, mejora el
crecimiento en el periodo posdestete, la integridad intestinal de los animales,

favorece la digestibilidad y retencion de nutrientes en cerdos jovenes.
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5. JUSTIFICACION

La adicién de SH a la dieta en cerdos, es una alternativa para reducir o alternar
el uso de los APC en los alimentos, manteniendo una producciéon eficiente y
obteniendo alimentos de alta calidad, inocuos y a bajo costo; debido a sus posibles
efectos positivos en la microbiota intestinal, reduccion de la inflamacion y

reforzamiento de la funcién de barrera intestinal.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano y promotor del crecimiento de un extracto de

SH a partir de una lombricomposta en lechones al destete sobre las variables

productivas, estatus antioxidante de la carne, respuesta inmune en la mucosa

digestiva, cambios histologicos, y en cerdos en crecimiento la digestibilidad y

retencion de nutrientes.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Obtener el extracto de SH a partir de una lombricomposta elaborada con excretas
de ovinos a través de una extraccion alcalina.

Determinar la dosis 6ptima de SH (0, 2500 y 5000 ppm de inclusion) que optimiza
las variables productivas al destete.

Evaluar la estabilidad y el estatus antioxidante en carne y suero sanguineo.
Estimar los cambios en la histologia de las vellosidades intestinales.

Comparar la digestibilidad y el balance de N y E en cerdos alimentados con APC
y SH de lombricomposta, inoculados o no con lipopolisacarido de Escherichia coli
(LPS).
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1Declaracioén ética

El presente estudio fue revisado y aprobado por el Subcomité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE) de la Universidad

Nacional Autbnoma de México, protocolo niumero: SICUAE.DC-2021/1-1.

7.2Ubicacién

Las actividades experimentales se llevaron a cabo en las instalaciones del
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal
(CENIDFyMA) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP); ubicado en la localidad de Ajuchitlan, municipio de Colon,
Querétaro, México. La extraccion de SH se realizdé en el médulo de tratamiento de
residuos y laboratorio de nutricion animal. El primer experimento correspondiente a
la prueba de comportamiento productivo en lechones al destete, se desarroll6 en la
“Unidad Experimental Porcina”; la capacidad antioxidante se realiz6 en el
“Laboratorio de calidad de carnes”; las determinaciones de histologia intestinal en
el “Laboratorio de Reproduccion Animal”; y la respuesta inmune en el “Laboratorio
de biologia molecular”. El segundo experimento correspondiente al balance de Ny

E en cerdos en crecimiento se realizé en la “Unidad Metabdlica”.

7.30btencién de sustancias humicas

En un estudio previo (Dominguez-Negrete et al., 2019) se extrajo y aislo las
SH de la misma lombricomposta que fue usada en el presente trabajo y se reporto
la concentracion de AH, AF, cenizas y aromaticidad de 47.1, 29.6, 23.2 y 53.8%
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respectivamente; asi mismo se reportaron los resultados de grupos funcionales,

analisis elemental y tipos de cristales.

En primera instancia, el estiércol de oveja pasé por un proceso de pre-
descomposicion de dos semanas antes de ser inoculado con lombriz roja
californiana y se cosecho tres meses después. El lombricompostaje se realizo en
invernadero con ventilacion natural, y previo a su extraccion se retiraron los
materiales extrafios que contenia; se secaron a temperatura ambiente y se
pasaron a través de una malla metalica con el fin de homogeneizar el tamafio de

las particulas.

La extraccion y aislamiento de SH se realizd en tres fases siguiendo las
recomendaciones de Stevenson (1982). Esto es, en la primera fase se depositaron
100 kg de lombricomposta seca en un contenedor y se mezclaron con 400 L de
hidroxido de sodio (NaOH, 0.5 M), se homogeneiz6 la mezcla y se dej6é reposar
durante 24 h. La mezcla se decanto para separar la fraccion liquida, que se recogi6
en un recipiente. En la segunda fase se adicionaron 300 L de NaOH 0.1 M a la
fraccion soélida restante, se homogeneizé y luego de 24 h se decanté la fraccion
liquida y se recogi6 en el mismo recipiente. En la tercera fase, se agregaron 100 L
de agua a la fraccion solida restante, se homogeneizé y se dejé reposar
nuevamente durante 24 h. La mezcla se decantd y la fraccion liquida se almacend
en el recipiente. Las tres fracciones liquidas extraidas se mezclaron y
homogeneizaron, depositandolas en lechos de secado con piso de concreto
cubierto con plastico, dentro de un invernadero con ventilacion natural. Se
depositaron cincuenta litros de extracto en cada cubeta y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante siete dias. Al final de este periodo, el sélido se
recogié y se sec6 durante 48 h a 55°C en un horno de aire forzado (Shel Lab,
Cornelius, OR, EUA.) previo a molerlo en un molino (Thomas Willey, Thomas

Scientific, EUA) con una pantalla de 0,1 mm de diametro.
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7.4 ldentificacion de estructuras quimicas y grupos funcionales de las

sustancias humicas

Para la identificacion de grupos funcionales, se utilizé6 un espectrofotometro
infrarrojo (Spectrum GX, Perkin-Elmer, EUA) con transformacién de Fourier con
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) con un accesorio ATR. Todos los espectros
fueron recolectados en un rango de 4000—400 cm™, con una resolucién de 4 cm™,
utilizando 32 escaneos por muestra. La muestra se analiz6 por triplicado. El analisis
elemental de SH se llevé a cabo utilizando espectroscopia de rayos X dispersiva de
energia (EDS). Se utilizd6 un microscopio electronico de barrido ambiental Phillips
XL30 /40 EDS-ESEM equipado con una fuente de rayos X (microspot XTrace) y un
detector XFlash® 6/10 (Bruker Nano GmbH). La muestra se analizé por triplicado,
utilizando mapeo de zona. Los tipos de cristales se detectaron con difraccion de
rayos X (DRX). Las muestras se analizaron por triplicado en un difractdmetro
(SmartLab 2100, Rigaku, Japén). Se utilizaron una fuente de radiacion CuKa de 30
kV y una fuente de alimentacion fija de 20 mA. Los patrones de difraccion se
midieron en una region 2-Theta de 3 a 70°, usando un paso de 0.02°. Los resultados
se utilizaron para el célculo de la aromaticidad. La aromaticidad se calcul6 en base
al método descrito anteriormente. Se identificaron las bandas y y G, que representan
las partes alifaticas y aromaticas, respectivamente. Se realiz6 la desconvolucién del
patron XRD obtenido por el programa PeakFit v.4.12, y se determind el &rea bajo la
curva usando la siguiente formula:

Banda Gx 100
Banda G + Banday

Aromaticidad, % =

7.5Prueba de comportamiento productivo en lechones al destete
7.5.1 Animales, tratamientos y manejo

Se utilizaron 200 lechones ([Large whitexLandrace]xLarge white)

provenientes de dos lotes de paricion, destetados a los 22 dias de edad con un peso
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corporal promedio de 5.58 + 0.69 kg; los cuales se aleatorizaron de acuerdo a la
camada de origen, sexo y peso en uno de los siguientes tratamientos: 1= dieta
control positivo (CP) que contenia colistina a una dosis de 40 ppm, 2= dieta control
negativo (CN) sin APC, 3= dieta sin APC y adicionada con 2500 ppm de SH, y 4=
dieta sin APC y adicionada con 5000 ppm de SH. Se tuvieron diez corrales
(repeticiones) por tratamiento con cinco lechones por corral y un total de 50

animales por tratamiento.

Durante las primeras tres semanas posdestete los lechones se alojaron en
una sala cerrada de concreto, con ambiente controlado (28 a 30 + 2°C durante la
primera y segunda, respectivamente), mediante un sistema de calefaccion. La sala
de destete estuvo equipada con corrales elevados en slat a 38 cm de altura, con
piso de rejilla, con 115 cm de ancho y 150 cm de largo, para una superficie efectiva
de 1.7 m?, equipados con un bebedero de chupén y un comedero tipo tolva (con 6
bocas). Los lechones tuvieron libre acceso al agua y se suministraron tres raciones
diarias de alimento a cada unidad experimental, inicialmente de 200 g en promedio
cada racion; la cual se aumenté o disminuy6 segun el consumo diario por corral. La
primera semana se suministro una dieta de Fase 1 (F1), y las 2 semanas posteriores
una dieta de Fase 2 (F2).

Inicialmente se acomodaron cinco lechones por corral y se fueron
disminuyendo en una unidad los tres y siete dias posdestete (toma de muestras);
para quedar un total de tres lechones por corral para la evaluacion de variables
productivas. Los lechones se pesaron individualmente al momento del destete, y
posteriormente cada siete dias hasta el final de la prueba para calcular la ganancia
diaria de peso (GDP). Se registré el alimento ofrecido y rechazado semanalmente y
se estimé el consumo diario de alimento (CDA). La EA se calcul6 dividiendo la GDP
entre el CDA. Se evalu6 en las mafanas la consistencia fecal (CF) en cada corral,
con base a una evaluacion visual (Ball y Aherne, 1987), en una escala de 0 a 3,
donde: 3= heces muy liquida; 2= heces semi-liquidas; 1= heces pastosas; y 0= heces
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con consistencia normal. La calificacion diaria por corral se sumo cada semana y en

el total del periodo experimental, para calcular el nivel de consistencia de las heces.

A los 22 dias posdestete, los lechones se trasladaron a corrales de piso de
concreto, donde permanecieron hasta completar 42 dias posdestete. Las
instalaciones estuvieron parcialmente abiertas, con cortinas que ayudaron a aislar
la temperatura del medio externo; cada corral estuvo provisto de un comedero y un
bebedero automatico. Se empez6 a suministrar una dieta de fase 3 (F3: Tabla 2),
en una racion promedio por dia de 1.5 kg de alimento por corral. Semanalmente se
realizo la lectura de comedero para obtener el rechazo de alimento; de igual manera

se peso a todo el lote y se realizo la evaluacién de consistencia fecal.

Tabla 2. Composicion de dietas experimentales

Ingredientes, g/kg F1 F2 F3
Maiz amarillo 393.9 467.0 618.1
Avena 50.0 40.0 0.0
Soya, pasta 120.0 200.0 306.7
Aislado de soya 76.3 48.5 0.0
Harina de pescado 50.0 0.0 0.0
Suero de leche 246.9 164.6 0.0
Maiz, Aceite 33.5 42.6 37.4
L-Lisina HCI 4.1 5.0 4.6
L-Treonina 1.2 1.3 1.2
DL-Metionina 1.8 1.9 1.3
L-Triptofano 0.3 0.2 0.1
L-Valina 0.2 0.6 0.2
Sal Comun 5.0 5.0 5.0
Colistina 1.0 1.0 1.0
Carbonato de calcio 4.3 6.1 8.2
Fosfato bicalcico 18 8.7 13.3 13.5
Vitaminas* 0.9 1.0 1.0
Colina 1.0 0.8 0.8
Minerales 060** 1.0 1.0 1.0

Composicién calculada de nutrientes

Energia metabolizable, Kcal/kg 3400 3400 3335
Proteina cruda, % 225 20.2 19.5
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Lisina digestible, % 1.50 1.35 1.23
Treonina digestible, % 0.88 0.79 0.73
,;)mlnoaudos azufrados digestibles, 0.82 0.74 068

Triptofano digestible, % 0.25 0.22 0.20
Valina digestible, % 0.96 0.86 0.78
Calcio, % 0.85 0.80 0.60
Fosforo digestible, % 0.54 0.45 0.35

*Aporte / kg de alimento: vitamina A, 4250 Ul/g; vitamina D3, 800 Ul/g; vitamina E, 32 Ul/g; vitamina K3, 1.5 mg/kg; biotina,
120 mg/kg; cianocobalamina, 16 pg/kg; colina, 250 mg/kg; acido félico, 800 mg/kg; niacina, 15 mg/kg; acido pantoténico,
13 mg/kg; piridoxina, 2.5 mg/kg; riboflavina, 5 mg/kg; tiamina, 1.25 mg/kg.

**Aporte / kg de alimento: Zn, 120 mg; Fe, 100 mg; I, 0.80 mg; Co, 0.60 mg; Mn, 40 mg; Se, 0.25 mg; Cu, 14 mg.

7.5.2 Sacrificio y toma de muestras

Al destete se seleccionaron 10 lechones al azar y fueron sacrificados para
llevar a cabo un muestreo basal. A los 3y 7 dias posdestete también se seleccion6
un animal por corral para ser sacrificado. En primera instancia se obtuvo una
muestra de sangre por animal en tubos vacutainer de polipropileno, los cuales se
centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C para obtener suero, las
muestras se almacenaron en microviales de 1.5 ml y fueron congeladas a -20 °C
hasta su determinacion. Posteriormente, se insensibilizaron a los animales con
pistola de perno cautivo de penetracion y se procedié al sacrificio mediante el
desangrado por corte de vena cava anterior; como lo indica la norma oficial
Mexicana NOM-033-ZO0-1995 (Sacrificio humanitario de los animales domésticos
y silvestres). Se procedi6 a la apertura de la cavidad abdominal para la colecta de
diferentes muestras. Se cort6 una porcion de aproximadamente 15 cm de largo de
yeyuno, el contenido fue lavado con 10 ml de agua destilada y colocado en tubos
Eppendorf conteniendo formalina al 10% en solucion salina de fosfato bufferado;
para realizar cortes histologicos, evaluar la integridad del tejido intestinal y la

abundancia de IgA, Muc-2, claudina y ocludina mediante la técnica de PCR.

Para la evaluacion de capacidad antioxidante y oxidacion lipidica, se extrajo
una muestra de muasculo psoas mayor y longissimus dorsi entre la 92 a la 112

costilla, los cuales fueron dispuestos en una camara de frio hasta alcanzar 4°C;
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posteriormente se midio el pH utilizando un potenciémetro para carne HI 99.163

conectado a un electrodo de puncién de vidrio (HANNA Instruments México).

Se obtuvo el metacarpo anterior izquierdo para la determinacion de materia

secay cenizas.

7.5.3 Determinaciones de laboratorio
7.5.3.1 Capacidad antioxidante

Se analiz0 la actividad de captacion de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) y la capacidad antioxidante de radicales férricos (FRAP) siguiendo
procedimientos estandarizados (Serpen et al.,, 2012; Benzie y Strain, 1999). Se
homogeniz6 5 g de carne en 25 ml de tampoén fosfato (homogenizador IKA T25)
durante 1 min, posteriormente se centrifugd el homogenizado durante 30 min a
10.000 rpm a 4°C, para ser filtrado en papel de filtro Whatman N° 4. El filtrado se
colecté en tubos Eppendorf y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.
Para determinaciones de DPPH se mezclaron 25 pL del extracto con 975 uL de la
solucién DPPH en tubos de ensayo y fueron incubados en la oscuridad durante 1 h
a temperatura ambiente. La absorbancia fue leida a 515 nm. Los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de Trolox/g de carne. Para las determinaciones de
FRAP, se mezcld una alicuota de 25 uL del extracto con 975 uL de una solucion de
FRAP (2.5 mL de acido 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)) 40 mM, 2.5 mL de FeCI3 20
mM y 25 ml de tampén de acetato 0.3 mM, pH 3.6) en tubos de ensayo. La
absorbancia fue leida a 593 nm usando un espectrofotometro UV/VIS (GENESYS
10S UV-Vis Thermo scientific, EUA), y las lecturas se tomaron a los 6 min después
del inicio de la reaccion. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes
de Trolox/g de carne. Para el caso de estas determinaciones en suero sanguineo,
se aplicaron los procedimientos mencionados anteriormente y los resultados fueron

expresados en uM de Trolox/ml de suero.
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7.5.3.2 Oxidacion lipidica

La oxidacion de los lipidos se determiné mediante la prueba de sustancias
reactivas al &cido tiobarbittrico (TBARS) segun lo descrito por (Maraschiello et al.,
1999), en donde se homogenizaron 5 g de carne en un bafio de hielo con 20 ml de
solucion de acido tricloroacético (TCA) durante 1 min. EI homogeneizado se
centrifugd durante 20 min a 10.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se filtr6 en tubos
protegidos contra la luz y se almacend a -20°C para su posterior analisis. Los
TBARS fueron determinados en 1 ml del extracto mezclado con 1 ml de TBA en
tubos de ensayo. Los tubos se calentaron durante 30 min a 95°C, enfriados y
centrifugados, hasta su lectura por absorbancia a 530 nm. Los resultados fueron

expresados en mg de malondialdehido (MDA)/ g de carne.
7.5.3.3 Evaluacion histologia, morfometria intestinal

Las muestras de aproximadamente 15 cm de largo de yeyuno, se lavaron
con solucién salina, fueron seccionadas en tres partes de aproximadamente 5 cm
cada una y se fijaron con alfiler a una base de plastico; sumergiéndolas en formol
neutralizado (formalina neutra) al 10% (Nabuurs et al., 1993). Posteriormente, se
realizaron cortes histolégicos de 5 ym de espesor, por medio de la técnica de
inclusion en parafina; los cortes se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) para el
analisis morfométrico de las vellosidades. Se observaron las vellosidades en
microscopio optico a 10X, realizando 10 mediciones de vellosidades por lechén
(Nabuurs et al., 1993). Se determin6 la altura y ancho de vellosidades, y la
profundidad de criptas (Reis de Souza et al., 2005) empleando el software
(AnalySIS Optibasic de Soft Imagining System). Se realiz6 el céalculo de area de
vellosidades y se establecio la relacion altura de vellosidad/profundidad de criptas.

Mediante la tincion Pas de Schiff se cuantificd las células caliciformes
neutras; la tinciébn azul alcian pH 1.0 se empled para cuantificar células
caliciformes fuertemente sulfatadas; la tincion azul alcian pH 2.5 para cuantificar

células caliciformes no sulfatadas. Las células tefidas se cuantificaron desde la
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base hasta el extremo apical de cada vellosidad. Se determind el numero de

células caliciformes por mm?y por vellosidad.
7.5.4 Analisis estadistico

Los datos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) mediante un disefio
de bloques completos al azar; el bloque fue definido por el lote de paricién. Hubo
cuatro tratamientos con diez repeticiones cada una con cinco lechones al inicio, y
con tres lechones a partir del dia siete postdestete; la unidad experimental fue el
corral. Se utilizé6 el procedimiento de diferencia significativa para evaluar la
diferencia entre los tratamientos. Las tablas muestran las medias de minimos
cuadrados y el error estandar de la media. La significacion se definio como P < 0.05,

mientras que la tendencia a la significacién se definié como 0.05 <P < 0.10.

7.6 Prueba balance de nitrdgeno y energia en cerdos en crecimiento
7.6.1 Animales, tratamientos, manejo

Se utilizaron 24 cerdos machos en crecimiento con un peso corporal inicial
promedio de 37 = 0.80 kg; los cuales se alojaron de manera individual en jaulas
metabdlicas ubicadas en una habitacion con ventilacién y extractores de aire, piso
de concreto y paredes de azulejo para facilitar la limpieza; la temperatura oscilé
entre los 21.1 y 22.6°C, las jaulas contaron con bebedero automatico adaptado a
un dispensador con 3 L de capacidad y un comedero individual. El piso fue de slat
y en la parte inferior de la jaula se instal6 una malla y una charola que permitieron

la colecta diaria de heces y el filtrado de la orina.

Durante cinco dias previos a la distribucién de los tratamientos, se suministrd
una dieta basal sin APC ni SH, distribuida en dos raciones diarias, la cual se ofrecio
durante 1 hora para posteriormente determinar su rechazo. Los cerdos se pesaron
al inicio y al final del experimento. La distribucion de los tratamientos se realizo en
forma alternada en ocho jaulas por lote; se usaron cuatro tratamientos en un disefio

factorial de 2 dietas (1: control con colistina en una dosis de 40 ppm [APC] y 2: con
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5000 ppm de SH [SH]) combinadas con 2 in6culos (1: solucién salina fisiolégica
[SSF]y 2: LPS) por via intramuscular. El aporte de E metabolizable (EM) calculado
de las dietas fue de 3390 Kcal EM (Tabla 3); el racionamiento diario de alimento fue
de 555 kcal de EM por kg®® de peso vivo (Velayudhan et al., 2015). Se inici6é con
una inyeccion de 30 ug de LPS/kg de PV via intramuscular cinco dias previos a la
prueba de balance y se repitié cada tercer dia a partir de la primera dosis, con un
aumento del 20% por cada inyeccion, correspondiendo a 37.5 y 45 ug de LPS/kg
de PV, respectivamente. A los cerdos que no recibieron LPS se inyecté SSF en la

misma cantidad. La temperatura rectal se registro diariamente.

Tabla 3. Composicion de dietas experimentales y analisis estimado del aporte de

nutrientes.
Ingredientes, g/Kg APC SH
Sorgo, grano 354.16 354.16
Soya, pasta 272.00 272.00
Maiz amarillo, grano 240.00 236.00
Canola, pasta 60.00 60.00
Sebo 33.17 33.17
Ortofosfato de calcio 9.04 9.04
Calcio, carbonato 8.70 8.70
Soya, concentrado 6.11 6.11
L-Lisina HCI 5.55 5.55
Sal 4.00 4.00
L-Treonina 1.79 1.79
DL-Metionina 1.43 1.43
Colina HCL 1.12 1.12
Sustancias himicas 0.00 5.00
Antibiético (colistina) 1.00 0.00
Minerales traza 0.90 0.90
Premezcla de vitaminas** 0.50 0.50
Enzimas 0.30 0.30
L-Triptéfano 0.13 0.13
Fitasa 0.10 0.10

*Aporte / kg de alimento: Zn, 120 mg; Fe, 100 mg; I, 0.80 mg; Co, 0.60 mg; Mn, 40 mg; Se, 0.25 mg; Cu, 14 mg.
**Aporte / kg de alimento: vitamina A, 4250 Ul/g; vitamina D3, 800 Ul/g; vitamina E, 32 Ul/g; vitamina K3, 1.5 mg/kg;
biotina, 120 mg/kg; cianocobalamina, 16 pg/kg; colina, 250 mg/kg; acido félico, 800 mg/kg; niacina, 15 mg/kg; acido

pantoténico, 13 mg/kg; piridoxina, 2.5 mg/kg; riboflavina, 5 mg/kg; tiamina, 1.25 mg/kg.
Composicidn nutricional estimada: EM (3390 Kcal/Kg), EN (2480 Kcal/Kg), PC (20.90%).
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7.6.2 Prueba de balance y toma de muestras

Se registro el comportamiento productivo y se realizo la prueba de balance
para determinar la diferencia de la retencion de N y E de la dieta entre tratamientos.
Después de siete dias de adaptacion a las dietas experimentales, se adiciond a
estas mismas 6xido de cromo (3 g/kg) como marcador para determinar el inicio de
la colecta de heces; cinco dias posteriores al inicio de la toma de muestras, se
adicion6 nuevamente el marcador en el alimento para determinar mediante las
heces marcadas el fin de la colecta. Durante este periodo la colecta de heces y
orina se realizé de manera consecutiva, cada 24 h. Las muestras de orina fueron
colectadas en una cubeta con capacidad de 4 L a la que se adicion6 40 ml de HCI
6M, con el objetivo de acidificar el medio y evitar la volatilizacién de amoniaco; la
cubeta dispuso de una capa de lana de vidrio y gazas estériles en su superficie
como filtro, para finalmente conservar una alicuota equivalente al 20% del volumen
total colectado, en frascos de plastico. Ambas muestras (heces y orina) se

conservaron a -20 °C hasta su procesamiento.

Al inicio y final del experimento se tom6 una muestra de sangre de la vena
yugular a cada unidad experimental, se separ6 el suero por centrifugacion a 3500
rpm durante 10 min a 4 °C y se congelo la muestra a -20 °C hasta su determinacion.

Se tuvieron seis repeticiones por tratamiento.
7.6.3 Andlisis de laboratorio

Las heces se descongelaron, y secaron en una estufa de aire forzado a 55 °C
durante 48 h. Las muestras de alimentos y heces fueron homogeneizadas
respectivamente y se fraccionaron en un molino a través de una criba de 1 mm, para
posteriormente analizar su contenido de MS (AOAC, 2000), N (AOAC, 2002), E

bruta (EB) mediante bomba calorimétrica adiabatica (modelo 1281, Parr, Moline, IL).

Las muestras de orina se descongelaron, se homogeneizaron y se tomd una

alicuota de 5% para las determinaciones mencionadas. Para la determinacion de E
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se tomaron muestras de 10 ml por unidad experimental, los cuales se dispusieron
en bolsas 2x 3" (S-940, 2mil poly bag), previamente pesadas y taradas en balanza
electrénica; se colocaron en charolas de plastico identificadas y se congelaron a -

45 °C. Se preparé y programo la liofilizadora a 36 h.

Las bolsas con las muestras recién salidas de la liofilizadora se colocaron en
disecadores hasta su procesamiento, 30 min después se registro el peso final de
cada bolsa méas la muestra para determinar el % MS, mediante la diferencia entre
este resultado y el peso inicial de la bolsa més la muestra.

Posteriormente se programé el equipo de calorimetria para introducir como
spike el material auxiliar, en el cual se determiné el calor de 3 bolsas vacias de 2x
3" (S-940, 2mil poly bag) para estandarizar el equipo, las cuales tuvieron el mismo
proceso en disecador y liofilizadora. Se procedié a introducir las bolsas con las
muestras al calorimetro ya programado con “spike” para la determinacion de EB en

cal/g.
7.6.4 Andlisis de los datos

Diariamente se registro el peso del alimento ofrecido y rechazado para calcular
el consumo diario de alimento (CDA) y la eficiencia alimenticia (EA) por jaula
metabdlica. El consumo de alimento se utilizé para obtener el consumo de MS (g/d),
N (g/d) y E (Kcal/d), multiplicando el consumo de alimento por la concentracion del
nutriente en la dieta. La estimacion de la excrecion de materia MS (g/d), N (g/d) y E
(Kcal/d) en heces se realiz6 al multiplicar la cantidad de heces producidas en base
seca por la concentracion de nutrimentos en las heces. La estimacién de la
excrecion de N (g/d) y E (Kcal/d) en orina se estim6 multiplicando el total de orina

producida por la concentracion de nutrimentos en la orina.

La ecuacion establecida para determinar la digestibilidad fecal de MS, Ny E

es la siguiente (Stein et al., 2007):

Da = ((AC x NC — CH x NE)/ (AC x NC)) x 100
Donde: Da = Coeficiente de digestibilidad aparente
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AC = cantidad de alimento consumido
CH = Cantidad de heces
NC = Concentracion del nutriente consumido

NE = Concentracion del nutriente excretado

La estimacion de retencion de N (g) y ED y EM (kcal) se calculé mediante la
siguiente formula:

RT=CNC - CNE(heces) - CNE(orina)
Donde: RT = Estimacién de retencion
CNC = Cantidad de nutrimento consumido

CNE = Cantidad de nutrimento excretado

7.6.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron sometidos a ANOVA como un disefio de bloques completos

al azar, con arreglo factorial de 2 x 2. El bloque estuvo definido por el lote.
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8 RESULTADOS
8.1Comportamiento productivo

La Tabla 4 muestra los resultados del comportamiento productivo de
lechones, entre 1 a 42 dias posdestete. En el periodo 1-7 después del destete, los
lechones de los tratamientos CP y CN tuvieron una GDP mas baja (P< 0,001) y EA
(P< 0,001) frente a los afiadidos con 2500 y 5000 ppm de SH. A partir de los 8-21
dias posdestete, los lechones CP tuvieron una GDP similar al resto de los
tratamientos; pero la GDP fue menor (P < 0.01) en CN en comparacion con los
lechones que recibieron 2500 y 5000 ppm de SH. A los 42 dias posdestete, el PC
(P< 0.05) y la GDP (P< 0.05) fue mas bajo y la EA tendié a ser mas bajo (P< 0.10)
de 22-42 dias después del destete en los cerdos CP y CN en comparacién con los
tratamientos adicionados con 5000 ppm de SH; los cerdos que recibieron 2500 ppm
de SH mostraron respuestas intermedias. De 1-42 dias posdestete, los cerdos CN
mostraron el nivel mas bajo (P< 0,01) y los que recibieron 5000 ppm de SH tuvieron
la GDP mas alta; el CP y los cerdos adicionados con 2500 ppm de SH exhibieron
GDP intermedia. EI CP y CN mostraron el nivel mas bajo (P< 0.05) y los que
recibieron 5000 ppm de SH tuvieron la EA mas alta; mientras que los cerdos
alimentados con 2500 ppm de SH exhibieron una EA intermedia. Se observd una
respuesta lineal ascendente en el PC a los 42 dias posdestete (P< 0.01), la GDP en
los periodos de 1-7 (P < 0.01), 8-21 (P < 0.05), 22-42 (P < 0.01) y 1-42 (P < 0.05)
dias posdestete, y la EA de 1-7 (P < 0.01), 22-42 (P < 0.10) y 1-42 (P < 0.05) dias

posdestete por efecto de los incrementos en la concentracion de SH en la dieta.

Tabla 4. Comportamiento productivo de lechones de 1 a 42 dias posdestete

, SH, ppm a
Variables d t CP CN EEM®  P<
ariables de respuesta 2500 5000
Periodo 1 a 7 dias posdestete
Peso corporal inicial, kg 6.04 6.02 6.00 596 0.230 0.99
Peso corporal dia 7, kg 6.19 6.07 6.32 6.34 0.236 0.84

Consumo de alimento, g/dia 149.7 149.7 161.2 160.8 5.729 0.27
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Ganancia de peso, g/dia 22.1° 7.9° 45.8°

Eficiencia alimenticia 0.13° 0.05° 0.28¢
Periodo 8 a 21 dias posdestete
Peso corporal dia 21, kg 8.51 8.13 8.54
Consumo de alimento, g/dia 254.8 257.9 273.2
Ganancia de peso, g/dia 165.1% 146.89  158.4%
Eficiencia alimenticia 0.73 0.56 0.57
Periodo 22 a 42 dias posdestete
Peso corporal dia 42, kg 16.24° 15.36°  16.99%
Consumo de alimento, g/dia 754.9 689.3 751.4
Ganancia de peso, g/dia 368.4° 344.3>  402.4%
Eficiencia alimenticia 0.49 0.50 0.54

Periodo 1 a 42 dias posdestete
Consumo de alimento, g/dia 487.3 455.6 493.6
Ganancia de peso, g/dia 242.9%° 222.4°>  261.7"
Eficiencia alimenticia 0.50P 0.49° 0.53%¢

54.6°
0.34°

9.00
288.1
189.5°

0.65

18.46°
775.0

450.7°¢
0.58

510.3
297.6¢
0.58°¢

8.643
0.050

0.301
12.920
12.191

0.040

0.785
35.846
28.039

0.028

20.557
15.021
0.023

0.01
0.01

0.26
0.22
0.01
0.29

0.05
0.39
0.05
0.09

0.28
0.05
0.05

a Error estandar de la media; diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia

significativa 4 P < 0.05.

8.2Consistencia fecal y mediciones del metacarpo

La CF de 1-42 dias posdestete y el peso del metacarpo y el contenido de

cenizas a los siete dias posdestete se muestran en la Tabla 5. La CF de 1-7 (P<
0.05), 8-21 (P<0.01) y 1-42 (P< 0.01) dias postdestete, fue mayor en CN, intermedio
en CP y en lechones adicionados con 2500 ppm de SH, y fue el méas bajo con 5000
ppm de SH. La CF disminuy6 linealmente de 1-7 (P< 0,01), 8-21 (P< 0,01) y 1-42

(P < 0,01) dias posdestete conforme se incremento la adicion de SH en la dieta.

Esto indica que la CF con 5000 ppm de SH tiene una inclinacién hacia el 0 donde

se clasifican las heces normales; mientras que CN se acerca mas al 1 donde se

clasifican las heces como pastosas.

No hubo diferencias entre los tratamientos para la materia seca del

metacarpo y el contenido de cenizas a los siete dias después del destete.
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Tabla 5. Consistencia fecal de 1 a 42 dias posdestete, peso y contenido de

cenizas del metacarpo en lechones a los siete dias posdestete.

Variables de respuesta CP CN 250SOH' ppsng)oo EEM®  P<
Puntuacion CF
1-7 dias 0.59b¢ 0.77° 0.40°¢ 0.36° 0.098 0.05
8-21 dias 0.70° 0.89° 0.55°¢ 0.35¢ 0.110 0.01
22-42 dias 0.45 0.64 0.40 0.41 0.106 0.34
1 - 42 dias 0.58° 0.77°¢ 0.47 0.37¢ 0.059 0.01
Medidas del metacarpo
Materia seca, % 33.20 31.56 32.08 32.15 0524 0.21
Materia seca, g 4.81 4.65 4.63 478 0.338 0.48
Ceniza, % 32.01 31.66 33.64 33.06 1.176 0.06
Cenizas, g 1.53 1.47 1.56 1.58 0.116 0.97

a Error estandar de la media; Diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia
significativa b4 P < 0.05.

8.3Respuesta antioxidante

Los resultados de FRAP, DPPH y TBARS en musculo psoas mayor y
longissimus dorsi y FRAP y DPPH en suero se muestran en la Tabla 6. En el
musculo psoas mayor, FRAP, DPPH y TBARS a los tres dias posdestete y TBARS
y FRAP a los siete dias posdestete fueron similares entre tratamientos. A los siete
dias posdestete, el DPPH en mg Eq. trolox/g de carne (P< 0.01) y el % de inhibicion
(P<0.01) fueron mas altos en cerdos adicionados con 2500 ppm de SH e intermedio
en cerdos con 5000 ppm de SH, y fueron los mas bajos en CN y CP. En el masculo
longissimus dorsi, TBARS y FRAP fueron similares entre tratamientos a los tres y
siete dias posdestete. A los tres dias del destete, el DPPH en mg Eg. trolox/g de
carne (P< 0.05) y el % de inhibicion (P< 0.05) fueron mayores en cerdos
adicionados con 2500 y 5000 ppm SH en comparacion con los tratamientos CN y
CP a los siete dias posdestete, el DPPH en mg Eq. trolox/g carne (P< 0.10) y %
inhibicion (P< 0.10) tendi6 a ser mas alto en cerdos con 2500 y 5000 ppm de SH,
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fue intermedio en CN y fueron los mas bajos en CP. En suero sanguineo, FRAP no
tuvo diferencias entre tratamientos a los tres y siete dias posdestete. A los tres dias
posterior al destete, el DPPH en mg Eq. trolox/g carne (P< 0.01) y el % de inhibicién
(P< 0.01) fueron mayores en cerdos que recibieron 2500 y 5000 ppm de SH en
comparacion con los tratamientos CN y CP. A los siete dias después del destete, el
DPPH en mg Eq. trolox/g de carne (P< 0.05) y el % de inhibicion (P< 0,05) fueron
mas altos en los cerdos que recibieron 2500 y 5000 ppm SH, fueron intermedios en
CNy fueron los mas bajos en CP. Se encontraron respuestas crecientes lineales en
DPPH en mg Eq. trolox/g carne (P< 0.05) y % de inhibiciéon (P< 0.05) en el masculo
Psoas mayor a los siete dias posdestete y en el musculo Longissimus dorsi a los
tres y siete dias después del destete debido al aumento en la concentracion de SH
en la dieta.

Tabla 6. Capacidad antioxidante y oxidacion lipidica en musculos Psoas mayor,

Longissimus dorsi, y suero sanguineo a los tres y siete dias posdestete.

SH,ppm  pppva pe
2500 5000

Variables de respuesta CP CN

Musculo Psoas mayor

Dia 3 posdestete

FRAP, mg Eq. trolox/g carne  0.06 0.06 0.06 0.07 0.006 0.39
DPPH, mg Eq. trolox/g carne  0.41 0.44 0.47 0.53 0.041 0.21
DPPH, % inhibicion 17.67 18.81 20.34 22.76 1.798 0.23
TBARS, mg MDA/g carne 0.19 0.15 0.24 0.23 0.044 0.43
Dia 7 posdestete

FRAP, mg Eq. trolox/g carne  0.06 0.05 0.06 0.06  0.005 0.37
DPPH, mg Eq. trolox/g carne  0.59%° 0.51° 0.71¢ 0.61¢¢ 0.038 0.01;LyC
DPPH, % inhibicién 25.16" 21.54°> 30.2¢ 26.05* 1.660 0.01;LyC
TBARS, mg MDA/g carne 0.24 0.24 0.19 0.26 0.036 0.55

Musculo Longissimus dorsi
Dia 3 posdestete
FRAP, mg Eq. trolox/g carne 0.04 0.03 0.04 0.05 0.05 0.24
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DPPH, mg Eq. trolox/g carne
DPPH, % inhibicién

TBARS, mg MDA/g carne
Dia 7 posdestete

FRAP, mg Eq. trolox/g carne
DPPH, mg Eq. trolox/g carne
DPPH, % inhibicion

TBARS, mg MDA/g carne

Dia 3 posdestete

FRAP, uM de trolox/ml suero
DPPH, pM de trolox/ml suero
DPPH, % inhibicion

Dia 7 posdestete

FRAP, uM de trolox/ml suero
DPPH, uM de trolox/ml suero
DPPH, % inhibicién

0.34°> 0.38" 0.50° 0.51°
15.31° 17.36° 22.59¢ 23.54°
0.17 0.14 0.16 0.18
0.04 0.03 0.03 0.04
0.41 0.54 0.59 0.59
18.86 2475 26.85 26.49
0.16 0.13 0.20 0.24
Suero sanguineo
7.20 6.72 7.54 7.13
13.07° 11.90° 14.98° 22.90°
7.81° 7.01> 9.12° 14.54°
6.38 6.63 6.12 6.20
14.91° 13.02° 15.36° 22.01°
9.07° 7.78° 9.38> 13.93°

0.043
1.929
0.031

0.005
0.048
2.250
0.040

0.294
1.251
0.857

0.271
2.030
1.390

0.05;L,C
0.05;L,C
0.84

0.21
0.10
0.10
0.26

0.28
0.01;L,C
0.01;L,C

0.56
0.05;L,C
0.05;L,C

a Error estandar de la media; diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia
significativa P9 P < 0.05; L: efecto lineal; C: efecto cuadratico.

8.4 Histologia, morfologia intestinal

La Tabla 7 muestra los resultados de morfologia intestinal en lechones al

destete a los tres y siete dias posdestete. Se observa que a los tres dias posdestete

los lechones adicionados con 2500 y 5000 ppm de SH mostraron una mayor altura

de vellosidades (P< 0.05) en comparacion con CN; y resultados similares con CP.

De igual manera se evidencia un mayor ancho de vellosidades (P< 0.01) y una

mayor area de vellosidades (P< 0.01) por parte de los tratamientos afiadidos con

2500 y 5000 ppm de SH, en comparacion con el CN, y similar con CP.

La profundidad de criptas fue mayor (P< 0.01) en lechones adicionados con

2500 y 5000 ppm de SH, en comparacion con CP y CN.
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En cuanto a la relacion altura de vellosidad/profundidad de criptas, los
tratamientos adicionados con 2500 y 5000 ppm de SH tuvieron valores similares
(P< 0.05) con el tratamiento CN, y 2500 ppm de SH fue a su vez similar con CP.

Obteniendo éste ultimo los mayores valores para esta variable.

A los 7 dias posdestete se observa que los lechones adicionados con SH
tuvieron mayor altura de vellosidades (P< 0.01), mayor area de vellosidades (P<
0.01) en comparacion con el CP y CN; la profundidad de criptas tuvo valores
similares entre tratamientos afiadidos con SH y el CP, y mayores que los del CN (P<
0.01); la relacidn altura de vellosidad/profundidad de criptas fue mayor (P< 0.05) en
2500 ppm de SH en comparacién con CP y 5000 ppm SH, y similar con CN. El

ancho de vellosidades fue similar entre tratamientos.

Tabla 7. Morfologia intestinal en lechones al destete a los tres y siete dias

posdestete
SH, ppm
Variables de respuesta  Destete CP CN 2500 5000 EEM? P <
Dia 3 posdestete
Alto vellosidad, pm 345.49 307.12¢ 278.08> 317.75¢ 310.46° 10.86 0.05,L

Ancho vellosidad, pm 94.49 93.51¢ 85.39° 94.64¢ 95.04¢ 2.322 0.01, L
Area vellosidad, pm2 110257 93471c 766460 95841°¢ 93678¢ 4343 0.01,L
Profundidad criptas, um 200.62 194.65° 203.01° 236.78¢ 241.85¢ 6.566 0.01,L

Alto vellosidad/

A . 1.82 1.66¢ 1.40° 1.50p¢ 1.44b 0.069 0.05
profundidad criptas

Dia 7 posdestete
Alto vellosidad, ym 34549 258.950 253.03® 293.24c 28245¢ 7.893 0.01,C
Ancho vellosidad, ym 94.49 104.07 101.46 109.03  105.53  2.553
Area vellosidad, um? 110257 85633  82125° 101354c¢ 94575¢ 3818 0.01,C

Profundidad criptas, um  200.62  321.53¢ 283.88° 326.82¢ 337.28¢ 8.285 0.01,L
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Alto vellosidad/

: ) 1.82 0.86° 0.93bc 1.01¢ 0.89° 0.040 0.05,C
profundidad criptas

a Error estandar de la media; diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia
significativa ® ¢ P < 0.05. L: efecto lineal; C: efecto cuadratico.

En la Tabla 8 se observa el conteo de células caliciformes productoras de
mucinas neutras, acido sulfatadas y acido no sulfatadas en muestras de yeyuno a
los tres y siete dias posdestete; las cuales muestran una disminucion respecto a los

valores obtenidos al destete, en ambos dias.

El conteo de células caliciformes productoras de mucinas neutras/vellosidad
a los tres dias posdestete muestra diferencias entre tratamientos (P< 0.01),
obteniendo el valor mas alto con 2500 ppm de SH respecto al CP y CN, y similar
con 5000 ppm SH. El conteo de células caliciformes por (mm?) no tuvo diferencia

entre tratamientos.

Al dia siete posdestete el numero de células caliciformes (mm?) y células
caliciformes/ vellosidad fue mayor (P<0.01) con 2500 ppm SH en comparacién con
CP, CNy 5000 ppm SH.

A los tres dias posdestete el conteo de células caliciformes productoras de
mucinas acido sulfatadas, muestran un mayor valor obtenido (P< 0.01) por los
tratamientos adicionados con 2500 y 5000 ppm de SH en comparacion con CN y
similar con CP. Al dia siete posdestete se observa una tendencia (P< 0.10) en el
numero de células caliciformes/vellosidad en donde el tratamiento adicionado con
2500 ppm SH tuvo valores superiores, seguido por 5000 ppm de SH, CN y CP,
respectivamente. Las células caliciformes (mm?) no tuvieron diferencias entre

tratamientos a los tres y siete dias posdestete.

A los tres dias posdestete no se evidencia diferencias en el conteo células
caliciformes productoras de mucinas acido no sulfatadas entre tratamientos. Al dia
siete posdestete los tratamientos adicionados con 2500 y 5000 ppm de SH

mostraron un mayor numero de células caliciformes/vellosidad (P< 0.01) en
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comparacion con CN, y similar con CP. Las células caliciformes por (mm?) no

mostraron diferencia entre tratamientos.

Tabla 8. Conteo de células caliciformes productoras de mucinas neutras, acido
sulfatadas y acido no sulfatadas en muestras de yeyuno a los tres y siete dias

posdestete

SH, ppm

Variable de respuesta Destete CP CN 2500 5000 EEM2  P<

Células caliciformes productoras de mucinas neutras (Pas de Schiff)
Dia 3 posdestete
Cel. caliciformes, mm? 1487.82  768.52 742.32 788.28 748.34 34.76 0.78
Cel. caliciformes/vellosidad 127.74  60.57% 51.84b 66.35¢  63.02¢¢ 235 0.01
Dia 7 posdestete
Cel. caliciformes, mm? 1487.82 607.9¢ 554.98> 712.85¢ 687.27¢ 27.15 0.01
Cel. caliciformes/vellosidad 127.74 48.82¢ 40.34° 69.18¢ 60.32¢ 258 0.01
células caliciformes productoras de mucinas acido sulfatadas (Alcian blue pH 1.0)
Dia 3 posdestete
Cel. caliciformes, mm? 1329.70  786.45 788.54 746.82 727.15 51.30 0.79
Cel. caliciformes/vellosidad 100.66 56.05¢ 47.88° 57.87¢ 58.18¢ 260 0.01
Dia 7 posdestete
Células caliciformes, mm? 1329.70 827.37 877.57 835.21 796.80 53.09 0.76

Células
caliciformes/vellosidad

100.66 61.20 61.64 70.50 62.71 279 0.06
células caliciformes productoras de mucinas acido no sulfatadas (Alcian blue pH 2.5)
Dia 3 posdestete
Cel. caliciformes, mm? 1248.64  788.42 913.38 793.52 726.11 68.64 0.15
Cel. caliciformes/vellosidad 98.14 57.55 55.61 59.19 58.62 266 0.79
Dia 7 posdestete
Cel. caliciformes, mm? 1248.64  902.45 794.83 805.27 864.70 46.23 0.31

Cel. caliciformes/vellosidad 98.14 67.92¢ 56.05° 69.99¢ 70.18¢ 246 0.01

a Error estandar de la media; diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia significativa
b.d p<0.05.

42



8.5Balance de nitrégeno y energia
Los resultados muestran que no hubo diferencia significativa en las
interacciones. En la Grafica 1 se observa que el efecto principal del promotor de
crecimiento fue significativo para CDA (1318.6 vs 1414.5; EEM =28.550), siendo

mayor el resultado obtenido en cerdos afiadidos con 5000 ppm SH (P< 0.05).

Grafica 1. Consumo diario de alimento (CDA)
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a,b Efecto del Promotor del Crecimiento, P< 0.05.

En la Gréfica 2 se muestra que la GDP fue mayor en los tratamientos

afiadidos con 5000 ppm de SH respecto a los tratamientos con APC (P< 0.05).

Grafica 2. Ganancia diaria de peso (GDP)
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En cuanto a la eficiencia alimenticia observada en la Grafica 3, hubo

diferencia significativa por efecto del promotor de crecimiento (P < 0.05), siendo
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mayor el resultado obtenido en el tratamiento con 5000 ppm de SH respecto a los
que se adiciond APC. Se observa también un efecto por parte del inéculo, en donde
SS muestra una mayor EA respecto a LPS (P< 0.05).

Grafica 3. Eficiencia Alimenticia (EA)
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En la Tabla 9 se observan los resultados del balance de MS, el cual no
muestra diferencias para las variables evaluadas entre tratamientos, tanto por el

efecto promotor del crecimiento (SH, APC), ni por efecto del inéculo (LPS, SSF).

Tabla 9. Balance de materia seca.

APC SH
Variables de respuesta
SSF LPS SSF LPS EEM?
Consumo de MS, g/d 1354.63 1281.93 1418.68 1391.01 36.550
MS en heces, g/d 131.35 115.02 129.84 162.22 14.491
MS digestible, % 88.62 89.93 89.72 86.99 1.519

Consumo MS digestible, g/d 1214.34 1149.50 1261.56 1238.86 43.402
a Error estandar de la media

En la Tabla 10, se observa los resultados del balance de N; en donde el N
consumido muestra diferencia entre tratamientos a los que se afiadié APC respecto
a los que se adicionaron 5000 ppm de SH, mostrando estos ultimos valores mas
altos para esta variable (P< 0.05). Para las demas variables evaluadas no se

muestran diferencias entre tratamientos.
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Tabla 10. Balance de nitrégeno

APC SH

Variables de respuesta

SSF LPS SSF LPS EEM? P<
N consumido, g/d 38.73" 36.69° 41.83° 41.07° 1509 0.05
N en heces, g/d 5.68 4.67 5.13 6.69 0.705
N absorbido, g/d 33.06 32.01 36.70 34.39 1.923
N digestible, % 84.19 87.09 87.76 83.70 2.656
N en orina, g/d 14.96 13.59 16.92 13.84 3.355
N excretado, g/d 20.63 18.27 22.05 20.52 3.619
N retenido, g/d 18.10 18.42 19.78 20.55 4.006

N retenido del consumido, % 44.02 49.72 47.89 50.79 10.074

N retenido del absorbido, % 49.27 57.92 54.46 59.95 11.642
a Error estdndar de la media; diferentes superindices dentro de una fila indican un diferencia
significativa b P < 0.05.

En la Tabla 11, se observan los resultados del balance de E, en donde no
hubo diferencia por efecto promotor del crecimiento (SH, APC) y efecto del inéculo
(LPS, SSF) entre tratamientos.

Tabla 11. Balance de energia

APC SH

Variables de respuesta

SSF LPS SSF LPS EEM?
E en heces, Kcal/d 613.29 530.49 590.54 736.82 67.639
Digestibilidad de la E, % 87.03 88.67 88.53 85.53 1.734
E digestible, Kcal/kg 3190.3 3249.0 3210.7 3118.6 66.084
E excretada, Kcal/d 753.32 674.47 804.48 917.89 81.562
E en orina, Kcal/d 140.03 143.98 213.94 181.07 34.742
E metabolizable, % 84.22 85.64 84.41 82.05 1.948
E metabolizable, Kcal/kg 3086.9 3138.3 3062.4 2992.8 74.214

a Error estandar de la media
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9 DISCUSION

Prueba de comportamiento productivo

Las mejoras en el peso corporal final, GDP y EA observadas en lechones
destetados que fueron adicionados con SH en el presente estudio concuerdan
con publicaciones previas. Se ha observado mayor GDP hasta 21 dias posdestete
en comparacion con el grupo control en lechones a los que se les afiadio 1 % de
humato de sodio (Zraly y Pisafikova, 2010). Cerdos destetados alimentados con
dietas adicionadas con 20 g/kg de leonardita o lignito, mostraron mayor peso
corporal a los 21 dias posdestete y GDP en la segunda y tercera semana
posdestete en comparacion con el grupo control (Trckova et al., 2018). Cerdos
destetados alimentados con 2000 mg/kg de humato de sodio en la dieta, tuvieron
mayor peso corporal a los 16 y 30 dias posdestete, GDP y CDA de 1-30 dias
posdestete, mientras que la EA fue menor en comparacion con el grupo control
(Wang et al., 2020). Ademas, mayor peso corporal en el dia 40 después del destete,
mayor GDP y CDA de 14-40 dias después del destete se encontraron en lechones
destetados a los que se afiadiod 0.25 % de leonardita en su dieta (DellAnno et
al., 2020).

Aungue el mecanismo real no se ha dilucidado por completo, varias teorias han
sido sugeridas para explicar las mejoras en el rendimiento de crecimiento en cerdos
y otros animales de granja, en cuya dieta se han afiadido diferentes fuentes de SH
(Angeles et al., 2022b). Por ejemplo, un efecto positivo de las SH podria explicarse
por el aumento de la actividad metabodlica de las membranas celulares, la
participacion en el transporte de iones y aceleracién de procesos oxidativos que
estimulan funciones vitales debido al aumento de la absorcion de nutrientes (Trckova
et al., 2018; Zraly y Pisafikova, 2010; Islam y Schuhmacher, 2005). Con mayor

frecuencia, la adicién de SH en animales se ha asociado con la formacién de una
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pelicula protectora sobre el epitelio mucoso del tracto gastrointestinal ( Angeles et
al., 2022b; Kuhnert et al., 1991; Maguey-Gonzalez et al., 2018) mejorando su
morfologia, aumentando la actividad de varias enzimas, con la consiguiente mejora
en la digestion y utilizacion de nutrientes, especialmente de proteinas y
oligoelementos (Yasar et al., 2002; Wang et al., 2008; Lopez-Garcia et al., 2023),
asi como la estabilizacion de la microbiota del intestino y la potenciacion de la

respuesta inmune (Wang et al., 2020; Trckova et al., 2018; Kunavue y Lien, 2012).

Durante mas de tres décadas, las SH se han utilizado para tratar la diarrea, la
dispepsia y las intoxicaciones agudas en animales como caballos, cerdos y aves de
corral. A las SH se han atribuido propiedades antiinflamatorias, adsorbentes,
antitoxicas y antimicrobianas (EMEA, 1999, Kuhnert et al., 1991). Sin embargo, los
datos cientificos del uso de SH en la profilaxis de la diarrea en lechones son
escasos. En investigaciones previas, se evidencié que la leonardita y lignito no
pueden prevenir completamente la diarrea en lechones después del destete, pero
redujeron significativamente su severidad y mortalidad relacionada (Trckova et al.,
2018); también se confirmd, que el humato de sodio puede ser una opcién efectiva
para el reemplazo parcial de una dosis terapéutica alta de 6xido de zinc en el
tratamiento de la infeccion diarreica grave por ETEC (Trckova et al., 2015). Ademas,
se reportd una tasa de diarrea mas baja entre 1-30 dias después del destete en
lechones que fueron adicionados con humato de sodio ( Wang et al., 2020). Estos
hallazgos concuerdan con los resultados del presente estudio, en el que se observé

una puntuacion de CF mas baja en cerdos alimentados con SH.

Se cree que las SH son los ligandos naturales mas complejos, con un alto
potencial para formar quelatos con varios iones, lo que se ha relacionado con una
mejor utilizacion de minerales en plantas y animales (Pefia-Méndez et al., 2005;
Angeles et al.,, 2022a). En cerdos destetados alimentados con SH, se han
encontrado resultados contrastantes en los niveles séricos o corporales de algunos
minerales. Por un lado, aumento de la fosfatasa alcalina sérica, Ca, P y Mg

(DellAnno et al., 2020; Trckova et al., 2018), pero por otro lado, se ha informado

a7



una cierta pérdida de Mn y Se del cuerpo en lechones destetados alimentados con
SH ( Zraly y Pisafikova, 2010). En pollos de engorda alimentados con SH, se ha
informado un aumento en el contenido de ceniza, Ca y P en el hueso de la tibia
(Angeles et al., 2022a). En el presente estudio, el peso del metacarpo y el contenido
de cenizas fueron similares entre los tratamientos a los siete dias posdestete. Esto
podria deberse en parte al hecho de que los pollos de engorda habian sido
adicionado con SH por periodos mas largos de tiempo, con un rango entre 21y 36
dias (Angeles et al., 2022a).

La determinacion de la capacidad antioxidante mediante la técnica DPPH
permite evaluar la actividad de compuestos especificos o extractos usando el radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo en una solucion de metanol anhidro (Benzie y Strain,
1999; Serpen et al., 2012). Este radical libre es susceptible de reaccionar con
compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la cesion de un
atomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante (Guija et al., 2015).
La mayoria de los antioxidantes naturales son compuestos fendlicos, los cuales
previenen la formacion de radicales libres y la propagacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), mientras que otros eliminan los radicales libres y quelan los
prooxidantes (Reddy et al., 2018). Valores altos expresados en mg Eq. trolox/g
carne y % inhibicidn para esta variable, indica la capacidad que posee el extracto
evaluado para capturar radicales libres o inhibir su formacion (Antolovich et al.,
2002).

Se ha indicado que el destete genera una gran cantidad de ROS y las TBAR
aumentan un 50% en los lechones destetados de 28 dias en comparacion con los
cerdos antes del destete (Wei et al., 2017), y disminuciones significativas en la
capacidad antioxidante del yeyuno y colon en cerdos destetados a los 21 dias de
nacidos (Xu et al., 2014). Esto debido al estrés nutricional, inmunolégico, social y
ambiental que provoca este proceso (Reis de Souza et al., 2012; Gresse et al., 2019;
Renteria et al., 2021); afectando el estado fisioldgico y bioquimico del organismo, lo

gue provoca un estrés oxidativo (Mota et al., 2014). Siendo éste el principal
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causante del deterioro de la calidad de la carne y su vida util, lo que ocasiona
cambios negativos en su valor nutritivo y en sus propiedades sensoriales y

fisicoquimicas (Horbanczuck et al., 2019).

El masculo psoas mayor posee una actividad metabdlica oxidativa en el cual
intervienen cadenas de acidos grasos, los cuales se oxidan generando mas
radicales libres; demandando a su vez una mayor cantidad de antioxidantes al ser
ma&s propenso a la oxidacion (Jiang y Xiong, 2016). Los resultados indican que el
consumo de SH durante tres dias posteriores al destete no fue suficiente para
provocar cambios significativos en el DPPH en el musculo psoas mayor, como se
observo significativamente a los siete dias posteriores al destete. Por otro lado,
se encontraron incrementos en el DPPH a los tres y siete dias postdestete en el
musculo longissimus dorsi; esto probablemente se debié al hecho de que este
musculo tiene una alta actividad metabdlica glucolitica que utiliza la glucosa y la
grasa como combustibles energéticos; haciéndolo menos susceptible a la
oxidacién, ahorrando mas agentes antioxidantes con capacidad de inhibicién de
los radicales libres (Jiang y Xiong, 2016). Ademas, los altos niveles de DPPH
detectados en suero a los tres y siete dias después del destete respaldan los
altos niveles de este indice en los musculos. Estos resultados demuestran que
en lechones destetados adicionados con SH en su dieta, aumenta la capacidad
de inhibiciéon de radicales libres de la carne y, de hecho, podria usarse para
prevenir el estrés oxidativo en lechones desencadenado por el proceso de

destete.

En investigaciones previas en lechones al destete adicionados con SH
encontraron concentraciones reducidas de productos activos de TBA y aumento de
la actividad de superéxido dismutasa (SOD) y catalasa respecto al grupo control,
representando un impacto positivo reforzado en el sistema de defensa antioxidante
y los procesos de captacion de radicales libres (Buchko, 2013). Lo que sugiere que
las macromoléculas de los AH presentes en las SH, al poseer grupos fendlicos en

Su composicién, son capaces de actuar directamente como antioxidantes; es decir,
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ser donantes de electrones para los radicales libres, convirtiendo a estos ultimos en
sustancias moleculares, rompiendo asi la cadena de reacciones de los radicales
libres y la reduccién de la cantidad de productos lipidicos y la modificacion oxidativa
de las proteinas en el cuerpo de los animales. En cerdos al destete a los que se
adicioné SH, también se informé una disminucion en el estrés oxidativo después de

un desafio con un lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (Weber et al., 2014).

Trckova et al. (2018), demostraron que la suplementacién de leonardita y
lignito en la dieta de lechones al destete tuvo un efecto benéfico sobre su estado
oxidativo; encontrando niveles significativamente mas bajos al disminuir el
biomarcador sérico de estrés oxidativo (8-iso PGE-2), y una tendencia a disminuir el
biomarcador (8-iso PGF24), en comparacion con el grupo control. De igual manera,
Trckova et al. (2017), encontraron una reduccion del biomarcador sérico (8-iso
PGF2q) en lechones al destete, los cuales fueron suplementados con humato de
sodio proveniente de leonardita. Estos autores sugieren que las sustancias
evaluadas poseen la capacidad para captar y reducir la sobreproduccion de ROS y
radicales libres, y de esta manera evitar el estrés oxidativo en lechones

desencadenado por el proceso del destete.

Los estudios in vitro e in vivo sobre el potencial antioxidante de las SH han
revelado que las quinonas son fragmentos reducibles y los fenoles son fragmentos
donantes de electrones con caracteristicas antioxidantes en contraste con las
quinonas aceptoras de electrones. Ademas, se ha propuesto que los efectos
antioxidantes in vivo de las SH estan influenciados por la composicion de su
estructura; por ejemplo, una alta concentracién de quinonas puede resultar en la
produccion de grandes cantidades de sustancias reactivas al oxigeno que fomentan
el estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos, dominando asi la respuesta
antioxidante del masculo. Sin embargo, son los grupos funcionales que contienen
oxigeno, principalmente los grupos carboxilicos y fendlicos, los que pueden explicar
las propiedades antioxidantes del compuesto (Del’Anno et al., 2020; Khil’ko et al.,
2011).
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Anteriormente se ha propuesto que el coeficiente de absorcion de SH
administradas por via oral parece ser muy bajo, oscilando entre 0.05 y 0.07 %
(EMEA, 1999). Sin embargo, otros estudios han revelado que las SH pueden
asimilarse y transferirse a diferentes tejidos del cuerpo. Se han encontrado
particulas de SH en todas las secciones del intestino delgado y los ganglios
linfaticos asociados con el intestino, la vejiga urinaria y la trdquea en cerdos jovenes
(Buesing et al., 2011). La distribucion de AH también se observé en varios tejidos,
incluida la piel, el suero sanguineo, el higado, los musculos y el tracto digestivo de
ratas en estudios previos que utilizaron 125-AH (Huang et al., 1995). Estos
hallazgos sugieren que las SH podrian ser absorbidas en el intestino y transportadas
en el suero sanguineo a diferentes o6rganos del cuerpo, donde podrian captar y
reducir directamente la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno y
radicales libres, previniendo el estrés oxidativo en los lechones provocado por el
proceso de destete. Otra probable explicacion de las propiedades antioxidantes de
las SH se deriva de su capacidad para formar capas protectoras en la mucosa
digestiva, impidiendo la penetracién de bacterias y toxinas patégenas, de bacterias
y alimentos, que podrian dafar la mucosa digestiva, asi como una probable
estabilizacion de las comunidades microbianas, disminuyendo los desafios
intestinales e, indirectamente, la generacién de radicales libres dentro del cuerpo
(Angeles et al., 2022Db).

Es bien sabido, que el intestino delgado es el sitio principal para la digestion
y absorcion de nutrientes, y la mucosa intestinal juega un papel importante en este
proceso. De igual forma, la altura, ancho y area de vellosidades, profundidad de las
criptas y la relacion entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas
son indicadores que reflejan el estado de salud intestinal en los lechones y se usan
comunmente para la evaluacién de la morfologia intestinal (Liu et al., 2012; Xun et
al., 2018). Durante el destete, la estructura y la morfologia intestinal se ven
afectados por cambios profundos que incluyen la disminucion de las vellosidades y

el alargamiento de las criptas, que reducen la digestién y absorcién de nutrientes en
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los lechones recién destetados (Pluske 2013); y a su vez se relacionan con la
pérdida de células caliciformes productoras de mucinas (Pluske, 2000; Hedemann
et al., 2003). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Hedemann et
al. (2003), quienes identificaron que la altura maxima de las vellosidades se obtuvo
al destete, mientras que fue descendiendo durante los primeros tres dias posteriores
al destete; coincidiendo con otros trabajos reportados, en donde se muestra que
altura de vellosidades alcanzé un valor minimo entre los dos a cinco dias posdestete
(Hampson,1986, Wang et al., 2022). De igual forma, la profundidad de criptas fue
incrementando a partir del destete, indicando una mayor produccion de células
(Hedemann et al., 2003).

Un estudio previo mostré que la disminucion de la altura de vellosidades y la
profundidad de las criptas, da como resultado una mayor pérdida de células o una
breve reduccién en la poblacién de células de la cripta (Pluske et al., 1997; Zapata
et al., 2015). Las células caliciformes se diferencian de las células madre del
endodermo en que se encuentran profundamente en las criptas y, cuando maduran,
migran a la superficie de las vellosidades (Dunsford et al., 1991). Por lo tanto, se
puede sugerir que el aumento o disminucion de mucinas neutras durante el
posdestete esta relacionado con la variacion en los cambios de la morfologia
intestinal, lo que podria afectar la diferenciacion de las células caliciformes y su

maduracion normal (Ghaleb et al., 2011).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Zapata et al. (2015),
quienes cuantificaron el tipo de mucina secretada por las células caliciformes en
lechones alimentados con una dieta basal; encontrando que las mucinas acidas
sulfatadas y no sulfatadas mostraron una mayor disminucién al dia cinco posdestete
con una posterior recuperacion a los dias siete y diez posdestete. En otros estudios
se ha demostrado que las células caliciformes disminuyen al destete y toma entre
seis a ocho dias posteriores para que éstas puedan recuperarse; para finalmente
alcanzar niveles normales entre nueve y catorce dias (Hedemann et al., 2003;

Vente-Spreeuwenberg et al., 2004; Brown et al., 2006).
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La disminucion de mucinas acidas en las células caliciformes, parece estar
asociado con los cambios morfolégicos generados por el proceso del destete; los
cuales han sido evidenciados en el presente estudio. Estos cambios en la
morfologia intestinal se asocian con una disminucion de la altura y el area de las
vellosidades (Parra et al., 2011) y lesion epitelial, ocasionando la pérdida de células

caliciformes secretoras de mucinas acidas (Liu et al., 2013).

Prueba de balance de nitr6geno y energia

Es probable que todos los animales de produccion experimenten de manera
natural una infeccion e inflamacion en diversos grados en algin momento de su
ciclo de vida, como el caso de los cerdos; desencadenando un impacto econémico
negativo en su produccion al comprometer la eficiencia alimenticia, su
reproduccion y el aumento de los costos por atencion médica (Liu et al., 2019). En
el presente estudio se desafiaron a los cerdos con la aplicaciéon de LPS via
intramuscular, utilizando el método establecido por Liu et al. (2019) con el objetivo
de provocar una respuesta inflamatoria sistémica aguda y evaluar los cambios
fisiologicos y de comportamiento productivo, incluyendo los cambios de
temperatura corporal, CDA, GDP vy la digestibilidad de MS, Ny E.

Dell’Anno et al. (2020), encontraron que el CDA en cerdos con una dieta
enriquecida con AH (0.25% de leonardita) fue mayor en comparacion con el grupo
control. En contraste, Ji et al. (2006); encontraron que el CDA de cerdos que fueron
afiadidos con 0.5% y 1.0% de SH fue similar al grupo control. Al suplementar la
dieta de cerdos en crecimiento y finalizacién con niveles de inclusion desde el 0.1%
al 0.8% de AF, se observd que el CDA tuvo resultados similares con el grupo
control (Bai et al., 2013). Por otra parte, el CDA no tuvo diferencias entre
tratamientos a los que se suministré 5% y 10% de SH y la dieta basal (Wang et al.,
2008).

Estos resultados coinciden con estudios previos sobre el uso de SH en
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cerdos (Bai et al., 2013; Dell’Anno et al., 2020); quienes afirman que esto puede
deberse a la capacidad que poseen las SH para mejorar la adsorcion de nutrientes
y acelerar las funciones digestivas que pueden regular el metabolismo y el balance
de los mismos, permitiendo una adecuada redistribucion de nutrientes para mejorar
las variables productivas. Se evidencia también, una diferencia en cuanto al efecto
del in6culo entre los tratamientos a los que se aplico el LPS y SSF; siendo mayor
la GDP de los cerdos que se inyectaron con SSF. Por lo cual, es l6gico pensar que
al inducir un proceso de inflamacion intestinal en cerdos que fueron inoculados con
LPS, estos pueden expresar muchos cambios fisiolégicos y de comportamiento
productivo, incluyendo una temperatura corporal elevada, consumo reducido de
alimento y metabolismo alterado (Liu et al., 2019); comprometiendo de esta forma
su GDP en comparacién con el tratamiento al que se administré SSF. Por su parte
Liu et al. (2019), mediante la inyeccion intramuscular de 30 ug/kg de peso vivo de
LPS de E. coli en cerdos, encontraron que la temperatura rectal de los cerdos a
las 2, 4 y 6 h después de la inyeccion, fue significativamente mas alta que al inicio;
volviendo a su temperatura basal 24 h después. Entre las 2 a 6 h posteriores a la
aplicacion de LPS, los cerdos tuvieron una temperatura rectal superior a 40°C lo
gue indica que indujo fiebre, siendo un sintoma comun de la respuesta inflamatoria
sistémica. Resultados similares fueron obtenidos por Ji et al. (2006), Wang et al.
(2008), Bai et al. (2013). Se observa también una mayor EA en los cerdos que

recibieron SSF, comparados con aquellos a los que se les aplicé LPS.

Se conoce que el proceso de inflamacion desencadena respuestas
inmunitarias que se caracterizan por cambios significativos en la actividad
metabdlica (Kominsky et al., 2010). Sin embargo, los resultados de la presente
investigacion no muestran diferencias para las variables evaluadas en la prueba
de balance de MS entre tratamientos, tanto por el efecto promotor del crecimiento
(SH, APC), ni por efecto del indculo (LPS) y la aplicacion de (SSF).

Por su parte, Pisafikova et al. (2010) determinaron que la digestibilidad de

proteina cruda asi como la grasa cruda fue significativamente menor en el grupo

54


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kominsky%20DJ%5BAuthor%5D

adicionado con humato de sodio (HNa) en comparacion con el control; ademas, los
valores no significativos de digestibilidad de MS, fibra cruda, cenizas, extracto libre
de nitrégeno y materia orgénica fueron mas bajos en el grupo experimental en
comparacion con el control. Una posible explicacién respecto a estos resultados,
puede aludirse al efecto del aparente nivel elevado de inclusién de HNa en la dieta
(3%) sobre el metabolismo y digestibilidad de estos nutrientes; teniendo en cuenta
la alta capacidad de adsorcion de las SH, por lo cual pudiera verse afectada la
capacidad de reabsorcion de nutrientes por parte del HNa; dando como resultado
un paso mas lento del contenido intestinal, un periodo de digestion prolongado y
un aumento de los procesos anabdlicos de la energia. Sin embargo, no se
registraron diferencias significativas en la ganancia de peso promedio durante el
experimento entre el grupo HNa y el control.

Aungue aun no se comprende la razén de la falta de diferencias entre
tratamientos para estas variables; la adicion de SH en la dieta, pudo haber generado
una respuesta inflamatoria ligeramente reducida en los animales a los que se aplicé
LPS; debido a que se ha demostrado que las SH poseen propiedades
inmunoestimulantes y antiinflamatorias (EMEA, 1999; Angeles et al., 2022a),
pudiendo reducir de esta forma la E utilizada durante esta respuesta, asi como
restringir el autodafio celular debido a la inflamacién (Liu et al., 2019). Estudios
previos reportaron una reduccion de la digestibilidad de algunos nutrientes en
cerdos adicionados con SH (Korniewicz et al., 1999; Pisafikova et al., 2010); por
ejemplo, se reportd una reduccion significativa de la grasa dorsal y un aumento de
los valores de marmoleo cuando se afiadié 10% de SH a la dietas de los cerdos, lo
que sugiere que los cerdos que consumieron SH no gastaron necesariamente mas
grasa, sino que éstas SH pueden influir en la distribucion de E; redistribuyéndola en
diferentes tejidos, y evidenciando probablemente que el balance de E fue similar
entre los tratamientos experimentales. Por otra parte, se puede pensar que hubo
mayor gasto energético para sintesis en dietas de cerdos donde se suministraron

SH; lo cual se reflejé en una mayor GDP (Wang et al., 2008).
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Otro aspecto importante a considerar respecto al uso de LPS, es la seleccion
genética; la cual ha aumentado considerablemente los niveles de produccion en
cerdos, siendo seleccionados para alcanzar una alta eficiencia de produccion; sin
embargo, los animales parecen estar mas expuestos a problemas de
comportamiento, fisiolégicos e inmunoldgicos (Rauw et al. 1998); como el caso de
los cerdos de este experimento. Por el contrario, las razas o lineas de cerdos que
no se han seleccionado para tal fin, poseen comunmente rasgos valiosos como
adaptaciéon a condiciones dificiles, incluyendo tolerancia a enfermedades
parasitarias e infecciosas (Chatelet et al., 2018). Aunado a esto, en los sistemas de
produccion convencionales, los cerdos se enfrentan con frecuencia a entornos no
optimos y desafiantes que perjudican su rendimiento y salud (Hyun et al., 1998);
detectando mediante el historial de la granja la presencia de E. coli en sala de
destete; por lo que probablemente los cerdos del presente estudio estuvieron
expuestos a esta bacteria a temprana edad, adquiriendo resistencia frente a los
antigenos de este patdgeno. Por el contrario, la seleccion genética de animales de
alto rendimiento suele llevarse a cabo en condiciones Gptimas para la expresion del
potencial genético y no por su capacidad para hacer frente a los factores estresantes
(Doeschl-Wilson et al., 2009; Prunier et al., 2010; Chatelet et al., 2018). Se ha
sugerido que esto puede conducir a la seleccion de animales que no pueden asignar
suficientes nutrientes a otros procesos exigentes cuando enfrentan desafios
ambientales y de salud, como las respuestas del sistema inmunoldgico (Rauw et al.,

1998), inducidas mediante la aplicacién del LPS en el presente estudio.

De igual forma, se conoce que mantener un sistema inmunitario competente
y generar respuestas inmunitarias efectivas es metabdlicamente méas desafiante
para el animal, lo que requiere compensaciones con otros procesos que demandan
nutrientes, como el crecimiento, la reproduccion y la termorregulacion (Vigors et al.,
2016). En un estudio previo se ha demostrado después de un desafio infeccioso
con LPS, que la proporcion de lisina dirigida al sistema inmunitario aumenta del 2 al

9%, poniendo de manifiesto el costo nutricional de la respuesta inmunitaria a la
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infeccion (Klasing, 2007).

Integracion de discusion

El destete es una etapa critica en la vida de los animales, que puede servir
como modelo de estrés (psicoldgico, alimenticio, social, ambiental e infeccioso) para
evaluar la inclusion de distintos productos, como los promotores del crecimiento, en
los alimentos. En ocasiones se tiene que recurrir a la induccion de modelos de
estrés, como el que se implement6 en los cerdos en crecimiento en la presente
investigacion;, en el que se simuld un proceso de  estrés
inmunologico/microbiolégico, mediante la aplicaciéon del LPS, con el objetivo de
generar un proceso de inflamacién general en el animal. En estudios previos la
aplicacion de LPS ha evidenciado un aumento significativo de cortisol, TNF-a,
antagonista del receptor de interleucinas (IL): IL-1, IL-6 e IL-8 junto con una
disminucién de su actividad dentro de las primeras 6 h después de la inyeccion; y la
reduccion de ingesta de alimentos durante las primeras 24 h posteriores al desafio
(Nordgreen et al., 2018); efectos que de forma natural experimentan los lechones al
destete (Gresse et al., 2019), limitando el crecimiento y la capacidad productiva del
cerdo, al incidir sobre el desarrollo intestinal; afectando los procesos de absorcion y
uso de nutrientes (Renteria et al., 2020). EI cambio de una dieta altamente digestible
como la leche materna a una dieta sélida durante la primera semana posdestete,
resulta en una reduccion drastica de las poblaciones de lactobacillos, bacterias
benéficas para el organismo del animal, aumentando entonces el nimero de
bacterias coliformes (especialmente de Escherichia coli); poblacion que al ir
aumentando y muriendo, induce la liberacién desde su pared celular de productos
proinflamatorios como el LPS (Gutiérrez et al., 2012). Este LPS induce alteraciones
importantes en la estructura intestinal, que conllevan a la interrupcién de su
capacidad funcional, principalmente de los procesos de digestién y absorcion de
nutrientes (Pluske et al., 1997; Amador et al., 2007). Algunos autores han reportado

gue las alteraciones intestinales pueden provocar anormalidades en el transporte
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intestinal de agua y electrolitos (Amador et al., 2007; Garcia et al., 2008). Otros
efectos negativos a nivel intestinal debido a la exposicion del LPS se han observado,
sobre la permeabilidad, transporte y absorcion de algunos nutrientes (Abad et al.,
2001b), identificando la incidencia de las endotoxinas bacterianas sobre la
absorcion de aminoéacidos y azucares a nivel intestinal. Lo que podria verse
representado por el aumento en el catabolismo de la proteina y la disminucion en el
indice de deposicion de la proteina de musculo esquelético de los animales (Liu et
al., 2008).

Por su parte, estudios in vitro e in vivo indican que ante la presencia de
algunas toxinas bacterianas generadas principalmente por el LPS e infecciones
microbianas, y durante los procesos fisiologicos desencadenados por el destete
(Gutiérrez et al., 2012), se estimula la produccién de una variedad de citocinas y de
mediadores inflamatorios como TNF-a, IFN-y y ciertas IL, que inducen la inflamacién
del tejido; lo cual puede ser la razon por la cual se ve afectada la permeabilidad y el

transporte de iones y nutrientes (Liu et al., 2008).

En la presente investigacion, los lechones destetados fueron alimentados con
SH, mostrando mejoras en el PC final, GDP, y EA, lo cual concuerda con hallazgos
previos. La adicion de SH se ha asociado con una mayor actividad metabdlica de
las membranas celulares, transporte de iones, y procesos oxidativos que mejoran
la absorciéon de nutrientes. Ademas, la formacién de una pelicula protectora en el
tracto gastrointestinal mejora la morfologia, la actividad enzimatica, y la estabilidad

de la microbiota, potenciando la respuesta inmune.

El estrés oxidativo generado por el destete en lechones, afecta la calidad de
la carne. En este estudio, la adicion de SH mostré capacidad antioxidante,
especialmente en el musculo Longissimus dorsi. Se observé una mayor capacidad
de inhibicién de radicales libres, lo que podria ayudar a prevenir el estrés oxidativo
asociado al destete. La morfologia intestinal se vio afectada por el destete, con
reduccion de la altura de vellosidades y aumento en la profundidad de criptas. La
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adicion de SH no evitd completamente estos cambios, pero contribuyé a una
respuesta inflamatoria reducida. La disminucion en la secrecion de mucinas acidas
por las células caliciformes puede estar asociada con los cambios morfol6gicos

generados por el destete.

En respuesta al desafio con LPS, la adicion de SH en la dieta provocoé
mejoras en la GDP y CDA en cerdos desafiados respecto a los adicionados con
APC; posiblemente, reduciendo la respuesta inflamatoria y el gasto energético
asociado. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la
digestibilidad de nutrientes. En contraste, los cerdos no desafiados afiadidos con
APC y SH mostraron un consumo de alimento similar. Por consiguiente, bajo estas
condiciones se evidencia que las SH afiadidas tanto en lechones como en cerdos
en crecimiento son efectivas en la mejora del crecimiento y el consumo, comparadas
con el APC, sin ninguna alteracion en el metabolismo; mitigando posiblemente los
efectos negativos del estrés asociado al destete y desafios infecciosos. En
respuesta a ello, se evidencié que los animales no desafiados mostraron un mayor
CDA, en los animales desafiados con LPS/APC el CDA fue el mas bajo; con LPS/SH
el CDA fue intermedio; evidenciando la posible proteccion de las SH a nivel

intestinal.

Estos resultados ponen de manifiesto que al afiadir SH en la dieta de
lechones al destete, se observa un efecto positivo significativo sobre las variables
productivas, respecto a la adicidn de las mismas en cerdos en crecimiento que
fueron desafiados con LPS. Sin embargo, en este ultimo caso el efecto dado por la
interaccién de LPS/SH muestra una mayor GDP respecto a la interaccion LPS/APC.
Por lo cual, se puede considerar que el efecto de las SH fue mucho mas marcado
en los animales al destete que en los cerdos en crecimiento, debido a que estos
altimos en su edad temprana pudieron haber estado expuestos a este agente

patogeno, generando en ellos cierto nivel de tolerancia al mismo.

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede
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concluir que la adicion de SH provenientes de lombricomposta en el alimento de
lechones al destete y cerdos en crecimiento, tienen un impacto significativo en
diversas variables; y en conjunto, respaldan la viabilidad de ser utilizadas como una
alternativa eficaz para reducir o alternar el uso de APC en la alimentacion de cerdos
jovenes, ofreciendo beneficios tanto en el rendimiento productivo como en aspectos
relacionados con la salud intestinal. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones
para profundizar en sus mecanismos especificos de accion, especialmente, en la
modulacién de la fisiologia digestiva asociada a la reduccion de la inflamacion y

permeabilidad de las membranas.
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10 CONCLUSIONES

La adicion de SH de lombricomposta al alimento de los lechones al destete
mejoro linealmente el peso corporal a los 42 dias después del destete y la relacion
GDP y EA de 1-42 dias posdestete. Complementariamente, la CF se mejord
linealmente mediante el aumento de la adiciobn de SH en la dieta. Se observaron
incrementos lineales del radical DPPH y capacidad de inhibicion en musculo
Longissimus dorsi y suero sanguineo a los tres y siete dias postdestete, y en el
musculo Psoas mayor a los siete dias después del destete en respuesta a la adicion
creciente de SH en la dieta. La adicion de SH en la dieta mejor6 la morfometria
intestinal y aumentd el numero de células productoras de moco protector del

intestino en cerdos al destete.

La suplementacion de 5000 ppm de SH provenientes de lombricomposta en
la dieta de cerdos en crecimiento, mejoré las variables productivas (CDA, GDP, EA)
y mantuvo la digestibilidad y retencion de N y E al mismo nivel que los cerdos
adicionados con APC. Confirman también, que la inoculacion de LPSEc redujo las
variables productivas y tuvo un efecto transitorio; o que probablemente evitd una

posible interaccion con las SH.

En resumen, los resultados indican que las SH extraidas de lombricomposta
pueden ser usadas como alternativa sostenible para reducir o alternar el uso de

APC en cerdos jovenes.
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