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RESUMEN

La digestibilidad ileal estandarizada (DIE) de los aminoé&cidos requiere la cuantificacion de
las pérdidas enddgenas basales (PEB) de aminoacidos en el ileon terminal. Las dietas
libres de nitrégeno (DLN) son el método mas utilizado para determinarlas. Sin embargo,
este método puede provocar cambios metabdlicos que podrian afectar las estimaciones de
las PEB y que son dificiles de explicar. Este estudio evaluo el efecto metabdlico de la dieta
en las PEB en cerdos alimentados con DLN y dietas con caseina (DCAS). Ademas, se
utilizé un enfoque protedmico para identificar los cambios en las proteinas presentes en la
digesta. Los resultados mostraron un aumento en la albdmina plasmética en los cerdos
alimentados con DCAS (P <0.05), mientras que la creatinina y las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) aumentaron en los cerdos alimentados con DLN (P <0.03). No se
observaron diferencias significativas en otros metabolitos. Las PEB de proteina en la
digesta ileal fueron similares entre los tratamientos. Sin embargo, en los cerdos alimentados
con DCAS, las PEB de acido glutdmico, acido aspartico, serina, glicina, histidina, treonina,
alanina, tirosina, valina (P <0.05) e isoleucina (P =0.06) se incrementaron
significativamente. El analisis prote6mico identific6 348 proteinas relacionadas con las
funciones metabdlicas del intestino, de las cuales 101 fueron diferencialmente abundantes
(PDA) entre los tratamientos (P <0.05). Las PDA evidenciaron que las DLN incrementan la
inflamacion intestinal, la respuesta inmune, la autofagia y el recambio celular. Ademas, se
reduce la sintesis de secreciones pancreaticas e intestinales. En conclusién, las DLN
conducen a un balance negativo de proteina que afecta las estimaciones de las PEB de
aminoacidos ileales, por lo que es esencial considerar el efecto de la dieta en el estado
metabdlico. En este sentido, las dietas con proteina altamente digestible, como caseina,

son mas apropiadas para la determinacion de las PEB de proteina y amino&cidos.

Palabras clave: cerdos, digestibilidad ileal, pérdidas enddgenas basales, metabolitos

plasmaticos, protedmica.



ABSTRACT

Standardized ileal digestibility (SID) of amino acids requires quantifying basal endogenous
losses (BEL) of amino acids in the terminal ileum. Nitrogen-free diets (NFD) are the most
commonly used method to determine them. However, this method may induce metabolic
changes that could affect BEL estimations and are difficult to explain. This study evaluated
the metabolic effect of diet on BEL in pigs fed NFD and casein diets (CAS). Additionally, a
proteomic approach was used to identify changes in the proteins present in the digesta. The
results showed an increase in plasma albumin in pigs fed CAS (P < 0.05), while creatinine
and low-density lipoproteins (LDL) increased in pigs fed NFD (P < 0.03). No significant
differences were observed in other metabolites. The BEL of protein in the ileal digesta were
similar between treatments. However, in pigs fed CAS, the BEL of glutamic acid, aspartic
acid, serine, glycine, histidine, threonine, alanine, tyrosine, valine (P < 0.05), and isoleucine
(P = 0.06) significantly increased. The proteomic analysis identified 348 proteins related to
intestinal metabolic functions, of which 101 were differentially abundant (PDA) between
treatments (P < 0.05). The PDA indicated that NFD increases intestinal inflammation,
immune response, autophagy, and cell turnover while reducing the synthesis of pancreatic
and intestinal secretions. In conclusion, NFD leads to a negative protein balance that affects
the estimates of amino acids BEL, making it essential to consider the effect of diet on
metabolic status. In this context, diets with highly digestible protein, such as casein, are

more appropriate for determining BEL of protein and amino acids.

Keywords: pigs, ileal digestibility, basal endogenous losses, plasma metabolites,

proteomics.
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1. INTRODUCCION

La producciéon porcina es una de las industrias mas importantes para satisfacer las
necesidades de carne para la alimentacion humana (Shurson y Kerr, 2023). El costo del
alimento representa dos tercios del costo de produccién en cerdos de engorda. Por lo tanto,
las estrategias dirigidas a incrementar la eficiencia en el uso de los nutrientes del alimento
y reducir su excrecion son necesarias para satisfacer la creciente demanda de carne de
cerdo. Después de la energia, la proteina es el componente de mayor costo en las dietas
de los cerdos (Yang et al., 2023). La precision en el aporte de proteina en la dieta de los
cerdos no solo optimiza el crecimiento y la salud de los animales, sino que también
representa una mejora significativa en la energia disponible debido a la disminucién de las
pérdidas energéticas relacionadas con la desaminacion de las proteinas (Shurson y Kerr,
2023). Una de las estrategias utilizadas para mejorar la eficiencia en la utilizacion de
proteina es la formulacion de las dietas de los cerdos basada en los valores de digestibilidad
ileal estandarizada de los aminoacidos de los ingredientes de las dietas. Los valores de
digestibilidad ileal estandarizada se obtienen ajustando los valores de digestibilidad ileal
aparente por las pérdidas enddgenas basales de aminodacidos. Las pérdidas endogenas
basales de aminoacidos son pérdidas inevitables de proteina y aminoacidos relacionadas
con el funcionamiento del tracto gastrointestinal. La cuantificacién precisa de las pérdidas
enddgenas basales de aminoacidos es importante para determinar los requerimientos de
proteina, ya que contribuyen a los costos metabdlicos asociados con la sintesis de

proteinas y el recambio del del tracto gastrointestinal.

La estimacion de las pérdidas enddgenas basales a través de dietas libres de nitrégeno es
el método mas ampliamente utilizado (Kong y Adeola, 2014). Sin embargo, la alimentacion
con dietas libres de nitrégeno puede conducir a anormalidades fisioldgicas y metabolicas
gue pueden afectar las determinaciones de las pérdidas enddgenas basales, lo cual ha sido
la principal critica a este método (Jansman et al., 2002). Por esta razon, se sugiere el uso
de dietas con proteinas altamente purificadas y digestibles para minimizar estos efectos
(Adedokun et al., 2007). No obstante, estas metodologias no proporcionan informacion
sobre la fuente del nitrdgeno enddgeno en el flujo ileal; solo determinan qué amino&cido o
fraccion en particular es o no de origen enddgeno, lo que complica la explicacion de las

inconsistencias encontradas entre los aminoacidos de la digesta (Cowieson et al., 2017).



Con el desarrollo de la biotecnologia, la proteémica ha sido ampliamente utilizada para
identificar los cambios en respuesta a alteraciones fisiol6gicas, patoldgicas y nutricionales
(Wang et al., 2006; Almeida et al., 2014; Li et al., 2017). Por lo tanto, uno de los objetivos
de este estudio es utilizar analisis proteémicos y bioinformaticos para identificar el efecto
de la dieta en las secreciones intestinales y probar la hipotesis de que la alimentacion libre
de nitrégeno modifica el estado metabdlico afectando las secreciones de proteina vy

aminodcidos.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Digestibilidad ileal de aminoacidos y pérdidas enddégenas ileales de

aminoacidos

El contenido de aminoacidos de las proteinas de las dietas de los cerdos no refleja la
cantidad de aminoacidos disponibles. La disponibilidad de los aminoacidos se refiere a la
cantidad que es digerida, absorbida y que esta disponible para el metabolismo o la sintesis
de proteina (Sibbald, 1987). La digestibilidad es una medida indirecta del grado de digestién
de la proteina en aminoacidos dentro del tracto gastro intestinal para su posterior absorcion
(Deglaire y Moughan, 2012) y representa la mayor fuente de variacion en la disponibilidad
de los amino&cidos suministrados en la dieta (Fuller, 2012). Por lo tanto, la digestibilidad es

un factor importante para evaluar la calidad nutricional de los ingredientes de la dieta.

La digestibilidad puede determinarse a nivel ileal o fecal. Sin embargo, la digestibilidad ileal
es mas adecuada debido a que el intestino delgado es el principal sitio de absorcion de
aminoacidos. Ademas, la alta actividad metabdlica de las bacterias del intestino grueso
podria alterar el perfil de los aminoacidos no digeridos de la dieta, lo que puede conducir a

una subestimacion o sobreestimacion en la digestibilidad aminoacidos (Adeola et al., 2016).

La digestibilidad ileal de proteina y aminoacidos de los ingredientes de la dieta se calcula
indirectamente mediante la diferencia entre la cantidad de proteina y aminoacidos
suministrados en la dieta y la cantidad recuperada en la digesta a nivel del ileon distal (Stein
et al., 2007a). La digesta colectada del ileon terminal contiene aminoacidos de la dieta no
absorbidos y aminoacidos de origen enddgeno que son sintetizados y secretados al lumen
intestinal y no reabsorbidos durante el proceso digestivo, contribuyendo asi al flujo total de
amino4cidos en la digesta ileal (Ravindran, 2016; Aderibighe et al., 2021). Estos
amino&cidos enddégenos en el flujo ileal se conocen como pérdidas enddgenas ileales de

aminoacidos (Stein et al., 2007a).

Las pérdidas endbdgenas ileales de aminoacidos se dividen en dos componentes
principales: una fraccion basal y una especifica (Ravindran, 2021). Las pérdidas endégenas
basales son las pérdidas inevitables de proteinas y aminoacidos asociados a las funciones
metabdlicas relacionadas con el flujo fisico de materia seca del alimento a través del tracto
gastrointestinal del animal y representan las pérdidas minimas esperadas bajo cualquier

situacion de alimentacion, por lo que son consideradas independientes de la composicion



de la dieta y, por lo tanto, permanecen constantes. Mientras que las pérdidas endogenas
especificas se incrementan en funcién de los componentes especificos de la dieta. Por lo
tanto, los aminoacidos colectados en la digesta ileal provienen de aminoacidos de la dieta
no digeridos, aminoacidos endogenos basales y aminoacidos enddégenos especificos
(Figura 1).

N o AA de la dieta no digeridos

N excretado en la digesta ileal

Cantidad de ingrediente en la dieta o contenido de N

Figura 1. Flujo total de amino&cidos en el ileon distal y su relaciéon con el contenido de los
ingredientes de la dieta (Adeola et al., 2016).

La digestibilidad ileal es expresada como aparente (DIA), estandarizada (DIE) o verdadera
(DIV), dependiendo de las pérdidas de aminoacidos endégenos que sean considerados en
las determinaciones de digestibilidad ileal. La digestibilidad ileal aparente (DIA) de los
aminoacidos es calculada por diferencia entre la cantidad de aminoacidos ingeridos en la
dieta y la cantidad de aminoacidos recuperados en la digesta en el ileon terminal, sin
considerar la contribucion de los amino&cidos de origen endégeno presentes en el flujo ileal.
Por lo tanto, los valores de DIA aumentan curvilineamente con el aumento de proteina y/o
aminoacidos en la dieta debido a la contribucion relativa de los amino&cidos enddgenos al
total excretado, contribucion que disminuye con el incremento en el consumo de
aminoacidos (Fan et al., 1994). Por lo tanto, los valores de DIA subestiman la digestibilidad
de los aminoacidos, especialmente la de los ingredientes bajos en proteina, como los
cereales (Xue et al., 2014). Formular las dietas en base a los valores de DIA puede resultar



en dietas con alto contenido de proteina y aminoacidos y, consecuentemente, en elevado

costo de las dietas (Cowieson et al., 2019).

La digestibilidad ileal ajustada por las pérdidas endogenas totales (basales y especificas)
de aminoé&cidos se denomina digestibilidad ileal verdadera (DIV). La DIV representa la
porcién de aminoécidos exclusivamente de la dieta que desaparecen en el intestino antes
de llegar al ileon terminal. Las pérdidas endogenas totales de aminoacidos se estiman
mediante el método de la homoarginina o el uso de isotopos marcados (Nyachoti et al.,
1997a). Sin embargo, estos métodos son costosos y requieren de equipo especializado,
por lo que hay poca informacion disponible sobre la DIV de los ingredientes de las dietas y

rara vez se utilizan (Stein et al., 2007b).

Por lo tanto, se considera que el uso de los valores de digestibilidad ileal estandarizada
(DIE) de los aminoacidos de los ingredientes de las dietas es el mas adecuado para la
formulacién de las dietas de los cerdos (Stein et al., 2007b). Los valores de digestibilidad
ileal estandarizada (DIE) se obtienen cuando los valores de DIA son corregidos por las
pérdidas endégenas basales de aminoacidos (Stein et al., 2007a; Ravindran, 2021). Este
ajuste permite la aditividad en las dietas mixtas, es decir, la cantidad de los nutrientes
digestibles en el alimento es igual a la suma de los nutrientes digestibles de cada
ingrediente de la dieta, ya que los valores de DIE son independientes de las pérdidas
enddgenas basales de aminoacidos y del contenido de aminoacidos en la dieta (Xue et al.,
2014). Ademas, los valores de DIE contemplan el efecto que los componentes especificos
de los ingredientes de la dieta inducen en la secrecion de aminoacidos endégenos, ya que
solo las pérdidas endbégenas basales de aminoacidos han sido sustraidas del flujo de
aminodcidos ileales. Estas caracteristicas —la aditividad y representar el efecto de los
componentes especificos de la dieta— son fundamentales para la formulacion precisa de

alimentos de menor costo (Xue et al., 2014).

2.2. Secreciones endogenas del tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal secreta continuamente proteinas sintetizadas enddgenamente
hacia el lumen intestinal para la digestion y absorcion de los componentes de la dieta, asi
como para funciones de defensa inmune en el intestino. Se estima que hasta 1g de proteina
enddgena es secretada al intestino por cada 2g de proteina ingerida en la dieta, y que cerca

del 47-74% del nitrégeno en el flujo ileal es de origen endégeno (Cowieson et al., 2017).



Las fuentes principales de nitrégeno enddgeno son la saliva, las secreciones gastricas,
pancreéaticas e intestinales, la bilis, las mucoproteinas, las descamaciones de células
epiteliales del intestino, las proteinas plasmaticas (albumina, inmunoglobulinas) y algunas

fuentes de nitrégeno no proteico (amidas) (Cuadro. 1).

Cuadro 1. Secreciones de nitrégeno enddégeno en el tracto superior de cerdos en

crecimiento.
] Secrecion de N, | Secrecién de N,
Fuente de N endogeno
g/d %
Saliva y secreciones gastricas 0.3-3.1 4-8
Pancreas 1.8-3.0 7-23
Secrecion biliar 1.5-25 6-19
Moco, enzimas digestivas y descamaciones
o 4.3-32.1 54-79
epiteliales
Secrecion enddgena total 7.9-40.2 100

(Nyachoti et al., 1997b; Starck et al., 2018)

La cantidad de secreciones de proteinas endogenas refleja el nivel de actividad metabdlica
en el intestino. En cerdos en crecimiento, entre 16 y 33 gramos de nitrdgeno endbégeno
ingresan diariamente al tracto gastrointestinal (Nyachoti et al., 1997b). Sin embargo, esta
cantidad no es constante y puede ser afectada por diversos factores como el consumo de
alimento, la composicion de la dieta, la tasa de recambio de mucina, el peso corporal y la
edad del animal, el estado de salud del intestino, la secrecion de enzimas digestivas, el
estimulo ambiental y bacteriano (Moter y Stein, 2004; Piel et al., 2005; Mariscal-Landin y
Reis de Souza, 2006; Pahm et al., 2008).

Las secreciones enddgenas del tracto gastrointestinal inician con la digestion del alimento
en la boca, donde las glandulas salivales secretan saliva que ayuda en la masticacion, a
mantener la integridad de la mucosa del tracto superior, a percibir los sabores y a controlar
los microorganismos (Lamy y Mau, 2012). En cerdos, la mayor parte de la secrecion de
saliva proviene de las glandulas parétidas, mientras que las glandulas submandibular y

sublingual contribuyen principalmente con mucinas y sustancias provenientes del plasma



sanguineo (Gutierrez et al., 2014). La saliva estd compuesta principalmente por agua
(99%), electrolitos (sodio, potasio, cloro y bicarbonato), hormonas, acidos nucleicos y una
gran variedad de proteinas y péptidos (Schipper et al.,, 2007). A través de andlisis
protedmicos, en lechones de 21 dias de edad se han identificado mas de 120 proteinas
secretadas por las glandulas salivales (Prims et al., 2019). Dentro de las proteinas
identificadas con mayor abundancia relativa en las glandulas parétidas se encuentran las
proteinas ricas en prolina, carboxilico éster hidrolasa, antigeno MHC clase Il, anhidrasa
carbonica, alfa-amilasa, metilcistosina dioxigenasa TET2 y lipocalina salival, proteinas
fijadoras de olores, sincoilina, feromaxeina C en las glandulas mandibulares y sublinguales.
El 85.3% de las proteinas identificadas estan involucradas en procesos cataliticos y de
unién. Sin embargo, la composicién y la contribucion de cada glandula cambia con la edad,

el sexo, la alimentacion y las condiciones fisioldgicas del animal (Lamy y Mau, 2012).

Una vez que el alimento llega al estbmago, las células secretoras de la mucosa del
estdbmago, situadas en su mayoria en las fosas gastricas, secretan jugo parietal (células
oxinticas), moco (células columnares) y pepsindgeno (células principales) (Isackson y
Ashley, 2014) que ayudan a convertir el alimento que llega al estbmago a un quimo semi
liquido, destruyen las bacterias ingeridas con el alimento y llevan a cabo cierta hidrdlisis de
almidones (Fry, 2009). El pepsindgeno es una proteina de 42.4 kDa precursora de pepsina
y existe en dos isoformas: pepsinégeno | y Il. Se almacenan como precursores inactivos
para prevenir la autodigestion de la mucosa del estomago. La pepsina | (35kDa) se forma
a través de la hidrolisis del pepsindgeno | dependiente de acido y es responsable de
degradar alrededor del 20% de las proteinas ingeridas (Quintana-Hayashi et al., 2018).
Ademas, las células parietales secretan el factor intrinseco, que es una glicoproteina que
forma complejos con la vitamina B12 para facilitar su absorcion en el ileon. El estémago
también secreta gastrina e histamina, importantes en la regulacion del acido (Fry, 2009). El
guimo que sale del estémago ingresa al intestino delgado, donde ocurre la mayor parte de
la digestion y donde los nutrientes son absorbidos. El intestino delgado, la porcion més
extensa del tracto gastrointestinal, esta unida al estémago por el piloro y al colon por la
valvula ileocecal. Se divide en tres segmentos; duodeno, yeyuno e ileon, siendo el duodeno
el sitio principal de secreciones. El jugo pancreético y la bilis fluyen a través de la papila
duodenal para ingresar al duodeno. Al ingresar el quimo al duodeno, se estimula la

liberacion pancreatica de un fluido alcalino con una alta concentracion de bicarbonato,



protegiendo a la mucosa duodenal de los jugos gastricos acidos y estableciendo un pH
Optimo para la actividad enzimatica (Sensoy, 2021). Ademas, el pancreas secreta enzimas
proteoliticas (tripsina, quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasa A y B), glicosidasas (a-
amilasa) y lipoliticas (lipasa pancreética, carboxilester hidrolasa y fosfolipasa A;, colipasa)

gue ayudan a la digestion del alimento (Ahn et al., 2014).

Se estima que la secrecidn pancreatica representa entre el 7 y el 23% de las secreciones
endogenas de nitrégeno encontradas en el lumen intestinal. Esta variacion esté influenciada
por la edad y el tipo de dieta(Ahn et al., 2014). En cerdos adultos, las enzimas digestivas
como el precursor de la alfa-amilasa pancreatica, el precursor de tripsina, triacilglicerol
lipasa, el precursor de la proteina disulfuro isomerasa, el precursor de la endoplasminay la
glicina amidinotransferasa, constituyen la mayoria de las proteinas con un incremento en
su expresion (Ahn et al.,, 2014). La mayoria de las proteinas identificadas en el acino
pancreatico estan involucradas en procesos metabdlicos y celulares necesarios para
respaldar la alta produccion de enzimas digestivas y el fenotipo secretor de la célula acinar
pancreatica. Dentro del metabolismo, el 26% de las proteinas identificadas pertenecen al
metabolismo de carbohidratos, el 24% al metabolismo de aminoacidos y el 10% al
metabolismo de lipidos, mientras que el 32% de las proteinas pertenecen a procesos
celulares relacionados con la traduccién de proteinas, plegamiento y degradacién, y 8% al

metabolismo energético celular (Lugea et al., 2017).

En el duodeno también se secreta la bilis producida por los hepatocitos del higado y
almacenada en la vesicula biliar. Entre el 6-19% de las secreciones enddgenas de nitrdgeno
en el lumen intestinal en cerdos en crecimiento provienen de la vesicula biliar. La bilis ayuda
a emulsificar las grasas, reduciendo la tension superficial entre la interface agua-aceite, lo
gue permite la accion de la lipasa pancreética y la formacion de micelas necesarias para la
absorcion (Tancharoenrat et al., 2022). La bilis esta compuesta principalmente por agua
(81-88%), electrolitos, sales biliares, grasas neutras como colesterol, glicéridos y
fosfolipidos (lecitina), pigmentos biliares, minerales, electrolitos mucinas, proteinas y
productos de deshecho como bilirrubina y metales pesados (Zaefarian et al., 2019;
Tancharoenrat et al., 2022). El colesterol, el precursor de la bilis, primero es hidrolizado por
la 7-a-hidroxilasa para formar los acidos biliares célico y quenodesoxicélico que se
combinan con taurina o glicina para formar acidos taurocélico y glicocélico, que los hacen

solubles en agua al pH de la bilis y se secretan como sales biliares (Zaefarian et al., 2019;



Isackson y Ashley, 2014). El 95% de las sales biliares son reabsorbidos y transportados al

higado via mesentérica superior y la vena portal (Chiang, 2009).

La digestion posterior ocurre en la membrana del borde de cepillo del intestino delgado.
Debido a sus funciones metabdlicas y de mecanismo de defensa, entre el 54 y el 79% del
nitrdgeno endogeno total que ingresa al lumen intestinal proviene de las secreciones del
intestino delgado, compuestas por células descamadas del epitelio, enzimas epiteliales,
algunas proteinas plasmaticas y principalmente mucoproteinas intestinales (Miner-Williams
et al., 2009). El epitelio intestinal esta formado por una capa de diferentes tipos de células
(enterocitos, células caliciformes, células enteroendocrinas, células de Paneth, células M)
con diferente funcion (Gelberg, 2014). Estas células se diferencian en diferentes tipos
celulares a partir de células madre de la cripta intestinal que migran hacia la punta de las
vellosidades, a excepcion de las células de Paneth que migran hacia la cripta, donde por
procesos de apoptosis, autofagia o dafio celular se descaman hacia el lumen intestinal
(Duangnumsawang et al., 2021) . Se estima que para mantener la funcién del intestino las
células epiteliales deben renovarse rapidamente, de 48-72 horas (Modina et al., 2021). Las
secreciones endégenas provenientes de la descamacion epitelial representan alrededor del

7% de la secrecién de nitrégeno en cerdos en crecimiento.

La funcion principal de los enterocitos es la absorcién de nutrientes, por lo tanto, son las
células mas abundantes del epitelio intestinal y constituyen alrededor del 95, 94 y 89% de
las células epiteliales en el duodeno, yeyuno e ileon, respectivamente. La membrana apical
del enterocito, conocida como borde de cepillo, esta formada por microvellosidades que
secretan enzimas digestivas (enteropeptidasa, aminopeptidasa, carboxipeptidasa,
endopeptidasa, dipeptidasa, maltasa, lactasa, sucrasa, isomaltasa, nucleasas) y contienen
transportadores especificos para carbohidratos, aminoécidos, di y tripéptidos, vitaminas,
sales biliares y 4cidos grasos. Las células caliciformes secretan continuamente moco para
facilitar el transporte del quimo a lo largo del tracto gastrointestinal, pero también funciona
como una matriz que mantiene a otras moléculas de defensa secretadas en una ubicacion
estratégica (Quintana-Hayashi et al., 2018). Las células enteroendocrinas secretan aminas
0 péptidos con accion endocrina (GLP2, PYY, neurotensina) o paracrina (serotonina,
somastotatina). Las células de Paneth secretan lizosimas, lactoferrina, IgA, inhibidores de
proteasas (alpha l-antitrypsin inhibitor and pancreatic secretory trypsin inhibitor (PSTI),

factores de crecimiento, defensinas y péptidos del factor treofil que protegen contra los



patdgenos entéricos. Las células M son células inmunes que captan antigenos del lumen

intestinal y por endocitosis los entregan a las células inmunitarias de la mucosa.

Aproximadamente, el 65% de la sintesis de proteina en la mucosa del intestino delgado es
dedicada a la produccién de mucoproteinas intestinales. Las células caliciformes se
encuentran dispersas entre las células epiteliales que cubren las vellosidades intestinales
y su proporcion se incrementa del intestino proximal al distal (4, 6 y 12% en el duodeno,
yeyuno e ileon, respectivamente) (Duangnumsawang et al., 2021). Las células caliciformes
secretan continuamente moco. El moco esta formado por 95% de agua y el 5% restante
esta compuesto por sales, lipidos, lisozimas, inmunoglobulinas, defensinas, factores de
crecimiento, péptidos antimicrobianos, factores trefoil y especialmente mucinas (McGuckin
et al., 2015; Quintana-Hayashi et al., 2018). Las mucinas son glicoproteinas de alto peso
molecular (1-40 MDa) caracterizadas por un nlcleo de proteina, que generalmente se
compone de repeticiones en tandem ricas en secuencias de prolina, treonina y serina
(dominio PTS), unidos a cadenas laterales de oligosacaridos. La N-acetil galactosamina
(GalNAc), N-acetilglucosamida (GIcNAc), galactosa, fucosa y éacido sidlico son los
oligosacaridos presentes en las mucinas y representan cerca del 80% de la molécula. Los
oligosacéridos le confieren la capacidad de interaccionar con otras moléculas, como los
nutrientes, y de regular su difusion a través de la capa de moco (Duangnumsawang et al.,
2021). Los dos tipos principales de mucinas presentes en el epitelio son mucinas de
transmembrana (superficie de la célula) y las mucinas de secrecion. Las mucinas de
transmembrana se localizan en la superficie apical de las células del epitelio de la mucosa
y participan en la defensa de la mucosa traduciendo los estimulos externos en respuestas
celulares (Duangnumsawang et al., 2021). Mientras que, las mucinas secretoras pueden
ser formadoras de geles (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 y MUC19) o no (MUC7) y
pueden variar en su composicion de aminoacidos y carbohidratos. Mas del 60% de las
mucinas se encuentran en todas las regiones del tracto gastrointestinal. Sin embargo, en el
estobmago MUC5AC es la mucina que se encuentra en mayor proporcién, mientras que en
el illeon MUC2 es la mucina predominante. Y, las concentraciones de otras mucinas
permanecen relativamente constantes en todas las regiones del tracto gastrointestinal
(Barmpatsalou et al., 2021). Las diferentes regiones del tracto gastrointestinal estan
asociadas con funciones especificas, y por lo tanto esto refleja el tipo de proteinas

encontradas en el moco. Las proteinas asociadas con las vias metabdlicas de digestion y
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absorcion se encuentran en mayor proporcién en el moco yeyunal, mientras que las
proteinas relacionadas al sistema inmune y péptidos antimicrobianos en el moco del colon.
Mientras que las proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos, proteinas,
carbohidratos y aminoacidos fueron predominantes en todo el intestino delgado
(Barmpatsalou et al., 2021). La secrecion de mucina puede incrementarse por estimulos
externos como neurotransmisores, citocinas, bacterias y sus lipopolisacaridos (Modina et
al., 2021). Por lo tanto, el grosor de la capa de moco es mayor en la porcion distal del
intestino debido al incremento en el nimero de bacterias intestinales de la parte proximal a

distal del intestino (Duangnumsawang et al., 2021).

Por definicion, el nitrégeno, proteina o aminoacidos enddgenos se refieren a la cantidad o
proporcion de estos constituyentes en la digesta ileal que no son de origen dietario. Por lo
cual, las proteinas de origen bacteriano también son contabilizadas dentro de las pérdidas
endogenas y representan del 30-50% de la cantidad del nitrégeno enddgeno excretado en

el intestino delgado (Moughan y Rutherfurd, 2012).

2.3. Absorcidon de nitrégeno enddégeno

Durante el proceso digestivo, entre el 60-80% de las secreciones enddgenas brutas son
digeridas y absorbidas en el intestino delgado junto con las proteinas de la dieta para ser
utilizadas en la sintesis de nuevas proteinas endégenas en un proceso conocido como
reciclaje de proteinas enddgenas (Souffrant et al., 1993). Se estima que aproximadamente
el 14% de los componentes del flujo ileal consisten en mucinas intestinales, segun la
determinacion de los principales carbohidratos presentes en las mucinas intestinales,
GalNAc y GIcNAc (Miner-Williams et al, 2009). Las altas concentraciones de
mucoproteinas en el flujo ileal pueden atribuirse a la relativa resistencia de los polipéptidos
de la mucina a las proteasas endégenas, ya que los dominios centrales de la mucina estan
protegidos por una alta densidad de O-glicosilacion, y los animales no secretan enzimas
que puedan degradar los O-glicanos (Duangnumsawang et al., 2021). Por lo tanto, la mayor
parte de las mucinas son degradadas por las bacterias del intestino grueso, donde los

carbohidratos son utilizados como fuente de energia (Corfield, 2001).

Las altas concentraciones de acido glutamico, &cido aspartico, prolina, treonina, serina y
glicina encontrados en las proteinas enddgenas a nivel ileal son consistentes con las altas

proporciones de estos aminoécidos en el nucleo de proteina de las mucinas del tracto
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gastrointestinal (Ravindran, 2021), especialmente treonina, serina y prolina, que
representan el 90% de los aminoacidos de la region glicosilada de los polimeros de la

mucina.

Debido a que la mayor parte de la digestion y absorcién de los aminoécidos ocurre en la
porcion proximal del intestino delgado, esta porcion prioriza la proliferacion de las células
absortivas mientras que las células de secrecion de mucina se incrementan del intestino
proximal al distal, en consecuencia, las mucinas secretadas en la region distal tienen menor
oportunidad de ser digeridas y reabsorbidas. Por lo tanto, las proteinas y aminoacidos
encontrados en el ileon terminal estan influenciadas por su punto de entrada al intestino.
Sin embargo, no todos los aminoacidos se absorben a la misma velocidad. Glicina, treonina,
serina, acido aspartico y el &cido glutamico se absorben mas lentamente que otros
aminoacidos (Taverner et al., 1981). Esto puede deberse a que después de la digestion de
las proteinas, solo los aminoacidos neutros y basicos son cuantitativamente absorbidos
desde el intestino como aminoacidos libres, mientras que prolina, glicina, serina, treonina,
acido aspartico y acido glutAmico parecen entrar como constituyentes de pequefos
péptidos y son hidrolizados por peptidasas intracelulares (Taverner et al., 1981), lo que
podria incrementar las concentraciones de estos aminoacidos en el flujo ileal (Ravindran,
2021).

Ademas, los transportadores de aminodcidos localizados en la membrana del enterocito no
se encuentran en las mismas cantidades en todas las porciones del intestino. Morales et al.
(2017) reportaron que los transportadores de aminoacidos neutros B°ATi, que tienen
preferencia por metionina, leucina, isoleucina y valina, se mantienen constantes a lo largo
del duodeno, yeyuno e ileon, lo que podria facilitar la absorcion de estos aminoacidos a lo
largo de todo el intestino delgado. Estos aminodcidos se encuentran en bajas
concentraciones en el flujo ileal y son relativamente constantes independientemente del
método de determinacion de los aminodcidos enddgenos. Sin embargo, las bajas
concentraciones de algunos aminodcidos, como metionina, también puede deberse a que
las proteinas enddgenas estan esencialmente desprovistas de metionina o0 se encuentran

en bajas concentraciones en secreciones intestinales (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Perfil de aminoacidos (porcentaje molar) de las secreciones enddgenas del

tracto gastrointestinal y bacterias intestinales.

Pepsina Tripsina Amilasa Quimotripsina Aminopeptidasa Maltasa MUC2 Microbiana

Gly 8.6 11.3 10.6 10.8 4.8 6.7 7.9 9.0
Glu 7.4 7.7 3.9 0.7 5.7 5.0 4.7 131
Ala 4.9 6.8 6.3 6.3 7.7 5.7 5 11.0
Pro 4.5 4.0 4.1 4.9 4.7 6.1 9.7 51
Asp 11.9 10.6 5.9 4.1 5.1 6.6 4.7 11.9
Leu 6.5 7.4 5.7 10.8 10.4 9.1 6.4 7
Lys 2.5 4.3 3.9 2.6 4.4 3.3 3.1 54
Ser 11.3 121 6.7 11.2 7.4 7.7 7.7 6.3
lle 6.4 6.9 4.9 4.9 5.2 4.9 23 4.8
Val 6.9 7.2 8 8.6 6.5 6.8 53 7.5
Thr 7.8 4.5 4.3 5.2 6.7 5.9 17 6.4
Arg 13 1.7 55 3.4 3.2 4.6 3.5 3.3
Phe 6.0 1.8 5.3 0.7 4.3 5 2.7 3.8
His 11 1.7 1.8 2.2 2.2 2.1 2.8 1.8
Tyr 6.4 3.7 3.7 3 3.9 53 3 2.5
Met 2.8 1 2 0.4 2.6 2.1 0.6 1.6
Cys 2.3 5.2 2.5 3.7 0.6 12 6.3 1.7
Trp 1.7 1.8 3.9 3.7 2.6 2.5 1.2 0.7
Asn 7.4 7.1 6.7 53 2.7

Gin 3.3 5.6 5.3 4.1 3.7

Modificado de Macelline et al. (2021) con datos de https://www.uniprot.org/

Las altas concentraciones de acido glutamico, acido aspartico, treonina y serina en el flujo
ileal también podrian deberse a la composicion de las bacterias intestinales. Ya que las
bacterias gram positivas y gram negativas del intestino incorporan grandes cantidades
acido glutamico mas glutamina, acido aspartico mas asparagina, lisina, aminoacidos
ramificados, treonina y serina, que son “esenciales” para su optimo crecimiento en el
intestino (Dai et al., 2011). Y, al igual que las células inmunes tienen un papel importante
en la salud intestinal, por lo que debido a su importancia relativa pueden resistir a la
degradacion masiva del intestino. Estudios protedmicos han demostrado que alrededor del
25% de las proteinas identificadas en el ileon de los cerdos son proteinas inmunitarias (Li
et al., 2018).
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Por lo tanto, la composicion de las pérdidas endoégenas puede variar en funcién del nivel de
secrecién y la composicién de las proteinas enddgenas secretadas, el punto de entrada al
intestino, la tasa de absorcién de aminoacidos en el intestino delgado y la importancia

relativa de los amino&cidos en el metabolismo intestinal (Ravindran, 2021).

2.4. Determinacion de las pérdidas enddgenas basales de proteinay aminoacidos

La determinacion de las pérdidas enddgenas basales de proteina aminoacidos se realiza
mediante dietas semipurificadas, donde se asume que todos los aminoacidos recuperados
en el flujo ileal son de origen enddgeno. Las pérdidas endégenas basales de aminoacidos
se miden tipicamente usando un marcador indigestible, de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

Mdieta )

PEBlaa = AAdigest (—
aa tgesta x Mdigesta

Donde PEBIaa es la pérdida endégena basal de aminoacidos en g/Kg de materia seca
consumida (MSC), AAdigesta es la concentracion de aminoacidos en la digesta ileal (g/Kg
de MS) y Mdieta y Mdigesta son las concentraciones del marcador indigestible en la dieta
y en la digesta, respectivamente (g/Kg de MS).

Los aminoacidos mas abundantes en el flujo ileal son el acido glutdmico, acido aspatrtico,
treonina, prolina, serina y glicina (Ravindran, 2021). Sin embargo, diversos factores como
la edad y el peso corporal (Mariscal-Landin y Reis de Souza, 2006), el estado proteinico, el
estado sanitario, el consumo de materia seca (Moter y Stein, 2004) y energia (Liu et al.,
2020) y el método por el cual se determinan pueden afectar el nivel y la composicion de los
aminoacidos en las pérdidas endégenas basales de aminoacidos ileales (Cuadro 3)
(Adeola et al., 2016; Park y Adeola, 2020).
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Cuadro 3. Diferencias en el perfil de aminoacidos en las pérdidas endégenas determinadas

por diferentes métodos (Adeola et al., 2016).

Dieta libre de N Dieta Caseina Regresion
aa indispensables
Arginina 0.59 0.73 0.43
Histidina 0.17 0.37 0.23
Isoleucina 0.3 0.46 0.43
Leucina 0.5 0.61 0.63
Lisina 0.4 0.47 0.50
Metionina 0.11 0.35 0.13
Fenilalanina 0.32 0.32 0.43
Treonina 0.52 0.73 0.70
Triptéfano 0.13 0.17
Valina 0.46 0.59 0.57
aa no indispensables
Alanina 0.57 0.68 0.57
Acido aspartico 0.75 1.01 0.93
Cisteina 0.17 0.67 0.25
Acido glutamico 0.94 1.7 1.33
Glicina 1.46 1.45 0.70
Prolina 4.95 6.2 0.67
Serina 0.65 0.9 0.77
Tirosina 0.35 0.25
Total 13.3 17.42 9.37

2.4.1. Dietas libres de nitrégeno

El método con dietas libres de nitrdgeno es preferido debido a la simplicidad y a la definicion
de las pérdidas enddgenas basales de aminoacidos (Kong y Adeola, 2014). En este
método, los cerdos son alimentados con dietas libres de nitrégeno formuladas a base de
almidon de maiz, dextrosa o sucrosa, fibra insoluble (celulosa), aceite vegetal y una

premezcla de vitaminas y minerales, bajo la suposicion de que todos los aminoacidos
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encontrados a nivel ileal son de origen endbégeno y que la dieta permite los procesos
digestivos normales (Kong y Adeola, 2014; Stein et al., 2007b). Sin embargo, se ha
observado que la alimentacién con dietas libres de nitrégeno conduce a diferentes
anormalidades fisioldgicas y metabdlicas que pueden afectar las determinaciones de las
pérdidas enddgenas basales, lo cual ha sido la principal critica a este método (Adeola et
al., 2016; Jansman et al., 2002).

Durante periodos de restriccion de proteina, ocurren cambios metabdlicos adaptativos para
mantener el balance de proteina corporal (Garlick et al., 1999). En el musculo esquelético
se incrementa la degradacion de proteina para mantener la funcion del intestino y el sistema
inmune (Garlick et al., 1999; McNurlan et al., 1979). La proteina muscular es desaminada,
incrementando la produccion de urea en el higado y los niveles plasmaticos de urea (Yin et
al., 2017). A su vez, en el higado y en el intestino se reduce la sintesis de proteina y
disminuye la degradacion (Garlick et al., 1999; McNurlan et al., 1979). En higado se reduce
la sintesis de albumina, que es sintetizada en el higado estimulada por el consumo de
proteina en la dieta. La albumina sirve como un almacenamiento temporal de aminoacidos
esenciales para prevenir la pérdida por oxidacion y, en el periodo posabsortivo, puede
liberar aminoacidos esenciales para que sean utilizados por el musculo y otros tejidos para
mantener la sintesis de proteina (Caso et al., 2007). La restriccién de proteina en la dieta
también modifica el metabolismo de lipidos, a través de la regulacion de genes relacionado
con la lipogénesis (Otani et al., 2020). En animales suplementados con dietas bajas en
proteina se observd mayor cantidad de grasa subcutanea y un incremento en los

triglicéridos, el colesterol y el colesterol de alta densidad (HDL).

El incremento en la degradacién de la proteina muscular conduce a un incremento en los
niveles de prolina y glicina en el flujo ileal cuando los animales son alimentados con dietas
libres de nitrégeno por periodos prolongados de tiempo (Adeola et al., 2016). En algunos
casos, prolina puede representar mas del 30% de la cantidad total de aminoécidos en la
digesta ileal de los cerdos (Jansman et al., 2002). De Lange et al. (1989) sugieren que el
alto contenido de prolina en el flujo ileal es resultado de la liberacion de glutamina, que se
encuentra en grandes cantidades en la proteina muscular. El intestino exhibe altas tasas
de sintesis de proteina para mantener su actividad secretora, y este proceso depende
principalmente de los nutrientes de la dieta (Sarri et al., 2024). Por lo que, para mantener

sus funciones durante periodos de restriccion, el tracto gastro intestinal toma grandes
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cantidades de glutamina que es metabolizada a glutamato, amoniaco, citrulina y prolina en
el tracto gastrointestinal para ser utilizado como fuente de energia. Ademas, la baja
actividad de la enzima prolina oxidasa que degrada prolina conduce a una acumulacién en
los enterocitos que posteriormente es difundida hacia el lumen intestinal (de Lange et al.,
1989; Mariscal-Landin et al., 1995). La administraciéon de aminoacidos intravenosos a
cerdos alimentados con dietas libres de nitrégeno reduce significantemente la pérdida
endogena de prolina, sugiriendo que el catabolismo de proteina se mantiene normal
después de la infusion (de Lange et al., 1989). Por lo tanto, el incremento de prolina en el
flujo ileal ha sido considerado como un indicador de que el animal no se encuentra en un

estado fisioldgico normal.

A nivel intestinal, la composicién y el nivel de proteina y aminoacidos de la dieta tienen un
papel importante en la regulacién de vias metabélicas esenciales para el mantenimiento,
crecimiento y la inmunidad a través de la activacién vias de sefalizacién celular y la
expresion de proteinas y péptidos con diferentes funciones en el tracto gastro intestinal
(Chen et al.,, 2018). Corring et al, (1984) cuantificaron la secrecion pancreatica y
concluyeron que las dietas libres de proteina eran adecuadas para las determinaciones del
nitrégeno enddgeno total en el tracto gastrointestinalHaga clic o pulse aqui para escribir texto..
Sin embargo, estudios mas recientes han observado que la alimentacién con dietas libres
de proteina afecta potencialmente la estimacion de las pérdidas enddgenas basales de
aminoacidos al reducir la secrecién intestinal. Se estima que las pérdidas endbégenas son
20% menores en cerdos alimentados con dietas libres de nitrégeno. Esto podria deberse a
diferentes factores, como la reduccion en la secrecidn pancreatica, ya que es estimulada,
en parte, por la presencia de péptidos en el tracto gastrointestinal. El patrén de enzimas
sintetizadas y secretadas por el pancreas se adapta a la composicién del alimento durante
un periodo de varios dias (Kurz y Seifert, 2021). Estudios en ratas han observado que los
animales alimentados con una dieta baja en proteinas secretaron menos tripsina y
quimotripsina pancreaticas que los animales alimentados con una dieta alta en proteinas
(Kurz y Seifert, 2021). La expresion génica de las enzimas digestivas fue estudiada por He
et al. (2016) quienes demostraron que los cerdos en crecimiento alimentados con un
contenido de proteina cruda del 12% en la dieta tenian un nivel mas bajo de ARNm de
tripsinégeno, quimotripsina B y quimotripsina C en comparacion con los animales con un

contenido de proteina cruda del 18 % en la dieta. Sin embargo, las secreciones de amilasa
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pancreéatica podrian verse incrementadas, ya que la disminucién de proteina en la dieta
incrementa los niveles de almidén en la dieta (Macelline et al., 2021). En pollos alimentados
con dietas libres de nitrégeno y diferentes niveles de almiddn y dextrosa también se observo
que los niveles maltasa, sucrasa y lipasa se incrementaron en comparacion con animales
que consumieron dietas a base de maiz-soya. El incremento de las diferentes enzimas
digestivas también podria deberse a la acumulacion de estas enzimas para ser recicladas
como parte de un proceso de conservacién (Zhou et al., 2022). Por el contrario, la actividad
enzimatica reducida en el estado libre de proteinas podria conducir a una digestibilidad
reducida de la proteina enddgena vy, por lo tanto, acumulacién de nitrégeno endégeno al
final del ileon (Moughan et al., 1998).

Ademas, el alto nivel de almiddon y dextrosa en las dietas libres de nitrégeno podria
promover la secrecién de mucina al incrementar el numero de células caliciformes, debido
a una mayor acumulacién de bacterias en el intestino (Zhou et al., 2022). En contraste, se
ha observado una reduccién en la secrecion de mucina debido a la deficiencia de algunos
aminoacidos. En pollos alimentados con dietas bajas en proteina con bajos niveles de
treonina, prolina y serina se observdé una reduccibn en la excrecion de mucina

(Duangnumsawang et al., 2021).

Teodricamente, la digestibilidad ileal estandariza de aminoacidos debe ser independiente del
nivel de proteina cruda y aminoacidos de las dietas, si las pérdidas enddgenas basales son
corregidas. Sin embargo, si las pérdidas enddgenas basales de aminoacidos inducidas por
una dieta con niveles normales de proteina fueron subestimadas por el método libre de
nitrégeno, los valores de digestibilidad ileal estandarizada determinados en una dieta alta

en proteina pueden ser mayores que los de una dieta baja en proteina (Liu et al., 2020).

2.4.2. Dietas con proteina altamente digestible

La inclusion de proteinas altamente digestibles para estimar de las pérdidas enddgenas
basales de aminoacidos es una alternativa para aminorar los efectos fisiologicos y
metabdlicos adversos de las dietas libres de proteina. Ademas, dado que las dietas siempre
contienen proteina algunos autores sugieren que se deben utilizar dietas con proteina para
la estimacion (Ravindran, 2021). Este método se basa en la inclusién de proteina altamente

digestible, como caseina, y supone que la proteina afiadida es completamente digerida y
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absorbida, por lo que los amino&cidos recuperados en el flujo ileal son de origen endégeno.
La digestibilidad de la caseina debe medirse dentro de cada estudio para garantizar que los
aminoacidos en el flujo ileal son de origen enddégeno (Adeola et al., 2016). Se ha estimado

que la digestibilidad de la caseina es mayor al 94% (Deglaire et al., 2019).

Las pérdidas enddgenas basales de amino&cidos se incrementan cuando se utilizan dietas
con caseina en comparacion con las dietas libres de nitrégeno (Zhang et al., 2002; Kong y
Adeola, 2014; Brestensky et al., 2017). Esto puede deberse a una mayor secrecion gastrica
de mucina en respuesta a un incremento en la secrecion de pepsina, quimosina y acido
clorhidrico cuando la caseina entra al estbmago (Miner-Williams et al., 2014), ademas del
incremento en la secrecidon de mucina intestinal y de enzimas pancreaticas necesarias para
la digestion de la caseina (Brestensky et al.,, 2017). También podria deberse a un
incremento en las bacterias intestinales. Sin embargo, algunos estudios no han observado
diferencias en la pérdida endégena de aminoacidos estimada por diferentes métodos,
posiblemente debido al bajo nivel de inclusién de caseina a las dietas (6%) (Park y Adeola,
2020).

Los cerdos alimentados con dietas que contienen caseina reportan mayores pérdidas
enddgenas basales de acido glutamico, isoleucina y serina, y niveles mas bajos de prolina
y tirosina en comparacién con las dietas libres de nitrégeno (Brestensky et al., 2017; Park
y Adeola, 2020). El incremento en las pérdidas enddgenas basales de acido glutamico en
las dietas con caseina puede deberse a los altos niveles de acido glutdmico en la caseina
(52.3 g/Kg) y a su lenta digestion. Sin embargo, no es claro por qué se incrementan los
niveles de isoleucina y serina cuando se afiade caseina a las dietas libres de nitrégeno
(Park y Adeola, 2020). Se especula que el incremento en el consumo de aminoéacidos puede
estar afectado por la absorcion o el metabolismo de isoleucina y serina en el tracto
gastrointestinal de los cerdos (Park y Adeola, 2020) o a la lenta digestion y a una liberacion

diferente de aminoacidos de los enlaces peptidicos de la caseina (Lacroix et al., 2006).

Algunos estudios han evidenciado un incremento en la pérdida endégena basal de los
amino&cidos esenciales lisina, treonina y triptéfano dependiendo del método utilizado para
su determinacion. Considerando que estos aminoacidos son limitantes en las dietas maiz-
soya, la metodologia para estimar las pérdidas enddgenas basales de aminoéacidos es

importante, ya que puede afectar los coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada de
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estos aminoacidos en las dietas (Park y Adeola, 2020). Por ello, es fundamental profundizar

en la compresion de los métodos de estimacion de las pérdidas enddgenas basales.
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3. JUSTIFICACION

El presente estudio evalla los cambios metabdlicos a nivel plasmatico inducidos por dos
métodos comunmente utilizados para determinar las pérdidas enddgenas basales de
aminoacidos, con el objetivo de determinar el efecto del estado metabdlico del animal en
las secreciones enddgenas presentes en la digesta ileal. Ademas, este estudio identifica y
cuantifica las proteinas de la digesta ileal a través de andlisis protedmicos y bioinformaticos.
Las proteinas identificadas representan la fuente de los aminoacidos estimados mediante
andlisis convencionales (HPLC). Este enfoque, por lo tanto, representa una herramienta
complementaria a los métodos existentes para obtener informacion detallada sobre el

efecto de la composicion de la dieta en las secreciones intestinales.

El método para determinar las pérdidas end6genas basales puede afectar los coeficientes
de digestibilidad ileal estandarizada de los aminoacidos de la dieta (Park y Adeola, 2020).
Los andlisis convencionales no proporcionan informacién sobre la fuente de los
aminoacidos endogeno en la digesta ileal, lo que dificulta explicar el origen de las
variaciones en el perfil de aminoacidos. Comprender los factores que influyen en las
pérdidas enddgenas basales de aminoacidos ayudara a mejorar la utilizacion de nutrientes
a través de la optimizacion de la formulacién de las dietas y el desarrollo de estrategias de
alimentacién que promuevan el desempefio productivo y la salud intestinal (Cowieson et
al., 2017; Zhang et al., 2017).
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4.

5.

HIPOTESIS

Los andlisis protedmicos permiten identificar y cuantificar los cambios en el perfil de
proteinas de origen enddégeno que dan origen a los aminoacidos encontrados en la
digesta ileal de cerdos en crecimiento que se encuentran en diferente estado

metabdlico.

OBJETIVOS

Identificar y cuantificar a través de analisis protedmicos a las proteinas presentes en la

digesta ileal y determinar su relacién con las pérdidas endégenas basales de aminoacidos,

asi como el impacto de la dieta en los metabolitos plasmaticos de cerdos en crecimiento.

5.1. Objetivos especificos:

1.

Determinar los cambios en los metabolitos plasméaticos en cerdos en crecimiento
alimentados con diferentes dietas utilizadas para la determinacion de las pérdidas

endogenas basales.

Determinar las pérdidas endégenas basales de aminoacidos a nivel ileal utilizando

dos diferentes métodos: Dietas libres de nitrégeno y Dietas con caseina.

Identificar y cuantificar a través de analisis protedmicos a las proteinas presentes

en la digesta ileal, asi como su relacion con la composicion de la dieta.

METODOLOGIA

Se realiz6 un experimento con cerdos en crecimiento alimentados con dietas libres de

nitrdgeno y dietas con caseina. Los resultados generados se presentan a continuacioén en

dos articulos enviados a revistas indexadas.
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7. ARTICULO 1

Determinacién de metabolitos plasmaticos y pérdidas endbégenas basales de
aminoacidos en cerdos alimentados con dietas libres de nitrogeno o caseina.

Determination of plasma metabolites and basal ileal endogenous amino acid losses in

growing pigs fed a nitrogen-free or casein diet.
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ABSTRACT

The nitrogen-free diet (NFD) method for determining basal ileal endogenous losses (BEL) of amino acids (AA) has been
associated with different metabolic abnormalities that can affect the accurate determination of BEL. Consequently, the use of
highly digestible proteins has been suggested. This study aimed to determine the metabolic status and BEL of AA in pigs fed
either an NFD or a casein (CAS) diet. Eight cannulated, castrated male pigs (39.8 kg) were randomly assigned to a 2x2
crossover design. An NFD diet based on corn starch, dextrose, cellulose, oil, vitamins and minerals was used. The CAS diet was
equivalent, but 18% of the corn starch was replaced with casein. Pigs were fed one of the diets for a 7-day period, and blood
samples were collected at the beginning and end of each period to determine plasma metabolites. Ileal digesta samples were
collected on Days 6 and 7 to estimate the BEL of the AA. Results indicated that plasma albumin was significantly higher
(p<0.05) in pigs fed the CAS diet, whereas creatinine and LDL levels were higher (p < 0.03) in pigs fed the NFD. No significant
differences were observed in the levels of other plasma metabolites. The BEL of protein did not differ between diets. However,
in pigs fed the CAS diet, the BEL of glutamic acid, aspartic acid, serine, glycine, histidine, threonine, alanine, tyrosine and
valine significantly increased (p <0.05), while isoleucine showed a tendency to increase (p = 0.06). In conclusion, NFD did not
significantly affect energy and lipid metabolism in pigs. However, the decrease in albumin synthesis and increase in plasma
creatinine levels indicate that pigs fed NFD have a negative protein balance, affecting the estimation of the BEL of AA.
Therefore, it is essential to consider the metabolic state of animals when estimating the BEL of AA.

1 | Introduction acids (AA) is essential to calculate the SID (Ravindran 2021). The

main sources of amino acids BEL in the gastrointestinal tract
Pig diet formulations are currently based on the standardized  (GIT) are salivary secretions, gastric secretions, digestive en-
ileal digestibility (SID) of amino acids in diet ingredients, which zymes, mucin, bile secretions, epithelial desquamation and bac-
is also used to estimate amino acid requirements of pigs at all terial proteins (Adeola et al. 2016; Nyachoti et al. 1997). The BEL
stages of production (National Research Council 2012). The of amino acids is defined as the unavoidable loss of protein and
quantification of basal ileal endogenous losses (BEL) of amino amino acids associated with metabolic functions related to the

© 2024 Wiley-VCH GmbH.
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physical flow of feed dry matter through the GIT and represents
the lowest expected loss under any feeding situation; hence, it is
considered independent of diet composition (Stein et al. 2007).
The amino acid BEL is typically estimated by collecting ileal
digesta samples from pigs fed a nitrogen-free diet through a
single T-cannula surgically implanted in the terminal ileum
(Stein et al. 2007). The nitrogen-free diet approach for estimating
the amino acid BEL is the most extensively used method because
of its simplicity, definition and consistent results (Adeola
et al. 2016). However, the use of nitrogen-free diet is associated
with different metabolic abnormalities that can affect BEL
determination (Jansman et al. 2002; Ma et al. 2018; Moughan,
Souffrant, and Hodgkinson 1998; Ravindran et al. 2008; Tian
et al. 2016, 2019); thus, diets with highly digestible proteins such
as casein are more acceptable from a metabolic perspective.
Dietary protein, amino acids and their metabolites play crucial
roles in regulating metabolic pathways essential for maintenance,
growth and immunity through the activation of cellular signal-
ling pathways and gene expression in adipose and skeletal
muscle tissue, as well as participating in energy metabolism
(Chen, Michalak, and Agellon 2018; Wu 2013). During periods of
protein restriction, adaptive metabolic changes occur to maintain
protein balance (Garlick, McNurlan, and Patlak 1999). In skeletal
muscle, protein degradation increases to maintain gut and
immune system function, while in the liver and intestine, protein
synthesis and degradation decrease and endogenous amino acid
recycling increases (Garlick, McNurlan, and Patlak 1999;
McNurlan, Tomkins, and Garlick 1979). The intestine exhibits
higher rates of protein synthesis to maintain its secretory activity,
and this process depends on the diet nutrients, mainly (Sarri
et al. 2024); hence, nitrogen-free diet can affect endogenous
protein synthesis and secretion, impacting the estimation of basal
endogenous losses (Butts et al. 1993; Moughan, Souffrant, and
Hodgkinson 1998; Nyachoti et al. 1997). The mobilization of
body stores under protein restriction affects the circulating
plasma metabolites due to metabolic adaptations. Therefore,
changes in plasma metabolites have been used as indicators of
the relationship between nutrient supply and metabolic status
(Camp Montoro et al. 2022). This study aimed to determine
changes in plasma metabolites and the relationship with BEL of
proteins and amino acids in pigs fed nitrogen-free or casein diets,
given the lack of information on the metabolic response of pigs
used for the determination of BEL.

2 Materials and Methods

|
All experimental procedures were approved by the Institutional
Committee for the Care and Use of Experimental Animals of
the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Husbandry of
the National Autonomous University of Mexico (UNAM) and
followed the guidelines of the Mexican Official Standard (Diario
Oficial de la Federacion 2001) on the technical specifications for
the production, care and use of laboratory animals.

2.1 | Animals and Housing

Eight castrated male pigs [PIC 337 x (Landrace X Large White);
initial body weight 39.8 +6.3kg] were surgically implanted
with a T-cannula in the distal ileum (Reis de Souza et al. 2000).

Pigs were housed individually in metabolism cages with slatted
floors (0.80m?) fitted with a feeder and a nipple drinker in a
temperature-controlled room (19°C).

2.2 | Diets and Experimental Design

Two experimental diets were formulated: a nitrogen-free diet
(NFD) (Stein et al. 2007) and a casein (CAS) diet, in which casein
replaced 18% of the starch in the nitrogen-free diet (Table 1). The
diets were adequate for all nutrients except nitrogen and amino
acids (National Research Council 2012). Titanium dioxide was
added to the diets at 4 g/kg as a digestibility marker. Feeding was
restricted to 2.5 times their maintenance energy requirement
(110kcal ME/kg of BW®%, (Institut National de la Recherche
Agronomique 1984). Pig weights were recorded at the start of
each experimental period to recalculate daily feed amounts. The
calculated feed was divided into two equal meals per day. All
diets were provided in meal form. Pigs had unrestricted access to
water during the experiment. Pigs were randomly assigned to
one of the two experimental diets and two periods in a 2Xx2
crossover design, and each experimental period consisted of 7
days, with a 7-day washout interval in between to allow the
animals to return to their normal metabolic levels.

2.3 | Sample Collection

The first 5 days of each experimental period were considered a
diet adaptation period. Ileal digesta samples were collected for a
12-h period on Days 6 and 7 of the trial using plastic bags

TABLE 1 | Experimental diets composition (as-fed basis).
NFD CAS
Ingredients, g/kg
Maize starch 795.4 615.4
Casein 180.0
Dextrose 100.0 100.0
Soybean oil 30.0 30.0
Cellulose 40.0 40.0
Calcium carbonate 5.0 5.0
Orthophosphate 19.0 19.0
Salt 4.0 4.0
Potassium bicarbonate 0.5 0.5
Magnesium oxide 0.1 0.1
Titanium dioxide 4.0 4.0
Vitamin mineral premix* 2.0 2.0
Calculated nutrient content
Metabolizable energy, Kcal, kg 3481 3473
Crude protein, % 0.0 16.0
Crude fibre, % 2.86 2.83

“*Provided per kilogram of diet: Co 0.42mg, Cu 8.4 mg, Fe 70 mg, I 0.56 mg, Mn
21 mg, Se 0.18 mg, Zn 84 mg, vitamin A 10,100 IU, vitamin D3 2000 IU, vitamin E
120 mg, vitamin K 8 mg, thiamine 0.35 mg, riboflavin 10 mg, pyridoxine 6 mg,
cyanocobalamin 0.05 mg, niacin 60 mg, pantothenic acid 35 mg, folic acid 1.5mg,
biotin 0.3 mg.
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attached to the cannula cylinder. The bags were replaced every
30min or when they were full. To minimize microbial and
enzymatic activity, 10 mL of 0.2 M hydrochloric acid was added
to each plastic bag. Samples from each pig and each period were
homogenised and stored at —20°C until freeze-dried. Fasting
blood samples were taken from each pig at the start of the
experimental period (initial sample) and at the end of each
period to examine plasma metabolites. Blood was collected by
jugular venipuncture using a vacutainer system (BD Vacutainer
Blood Collection System, USA) with sodium heparin vacuum
tubes for biochemical analysis and EDTA vacuum tubes for
lipid analysis (BD Vacutainer Blood Collection Tubes, USA).
Samples were immediately chilled at 4°C in a cooler and
transported to a veterinary laboratory for further analysis.

2.4 | Chemical Analysis

After freeze-drying, the ileal digesta samples were ground to pass
through a 0.5 mm screen using a laboratory mill grinder (Arthur
H. Thomas Co., Philadelphia, PA, USA). Samples of the ingre-
dients, diets and ileal digesta were analysed for dry matter (DM)
and nitrogen (N) content according to AOAC methods 934.01
and 976.05, respectively (Association of Official Analytical
Chemists 2000). The crude protein content was calculated as N X
6.25. The samples were prepared for amino acid determination
using AOAC method 994.12 (Association of Official Analytical
Chemists 2000), which entails hydrolyzing the samples in 6 M
hydrochloric acid at 110°C for 24 h. AA analyses were performed
using reversed-phase high-performance liquid chromatography,
as described by Henderson et al. (2000). Methionine, cysteine and
tryptophan were not analysed. Diets and ileal digesta were ana-
lysed for titanium using the procedure described by Myers et al.
(2004). Immediately after arriving at the laboratory, all blood
samples were centrifuged at 3000 rpm for 10 min at 4°C to sep-
arate the plasma. Plasma aliquots were stored at —20°C until
analysis of plasma metabolites. The plasma samples were ana-
lysed for glucose, total protein, albumin, globulin, urea, creati-
nine, AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine
aminotransferase), cholesterol, high-density lipoproteins (HDL),
low-density lipoproteins (LDL), very low-density lipoproteins
(VLDL) and triglycerides using an automatic blood biochemical
analyser (BA400; BioSystems S.A., Barcelona, Espafia) with re-
agents from the same manufacturer. Plasma nonesterified fatty
acids (NEFA) were measured using an automated clinical
chemistry analyser with the Randox NEFA Assay (Randox Lab-
oratories Ltd., Crumlin, UK).

2.5 | Calculations and Statistical Analysis

The basal ileal endogenous losses of proteins and amino acids
were calculated using the equations described by Stein et al.
(2007). Data normality was confirmed using the UNIVARIATE
procedure in SAS (SAS Version 9.2 2008). Using the MIXED
procedure in SAS and the pig as the experimental unit, BEL data
and plasma metabolites were analysed as a 2X2 crossover
model. Initial plasma metabolite measurements were considered
as covariates for plasma metabolites (Mehrotra 2014). The
LS-means statement in SAS was used to calculate least-squares

means. Statistical significance was set at p<0.05. A tendency
was considered when the p value was between 0.05 and 0.10.

3 | Results

3.1 | Plasma Metabolites

The plasma metabolite concentrations are presented in Table 2.
The addition of casein to the diet did not affect glucose levels.
Plasma albumin concentrations were higher in pigs fed the CAS
diet (p<0.05). However, no significant differences in total
protein, globulin and urea levels were found. Plasma creatinine
concentrations were higher in pigs fed nitrogen-free diet
(p<0.02). There were no differences between AST and ALT
levels. Plasma cholesterol levels were similar between the diets.
However, a reduction in LDL was observed in pigs fed the
nitrogen-free diet (p < 0.03). Differences were not observed in
triglyceride or NEFA.

3.2 | Basal Ileal Endogenous Losses

Table 3 presents the BEL of protein and amino acids in pigs fed
the nitrogen-free and casein diets. There was no significant
difference in ileal endogenous crude protein loss between diets.
The BEL of aspartic acid, glutamic acid, serine, histidine, gly-
cine, threonine, alanine, tyrosine and valine were higher
(p<0.05) in pigs fed the casein diet than those in pigs fed the
nitrogen-free diet, and a trend for increasing isoleucine was
observed (p =0.06). Proline, glutamic acid, glycine and leucine
were the most abundant amino acids in nitrogen-free diet-fed

TABLE 2 | Plasma metabolites of pigs fed nitrogen-free (NFD) or
casein (CAS) diet.

Diet
NFD CAS SEM pvalue
Glucose, mg/dL 75.15 81.86 3.819 0.35
Total protein, g/dL 6.71 7.00 0.204 0.34
Albumin, g/dL 2.84 314  0.108 0.02
Globulins, g/dL 3.85 3.87 0.158 0.95
Urea, mg/dL 17.21 18.53 1.804 0.62
Creatinine, mg/dL 1.85 1.55 0.075 0.02
AST, UI/L 35.17 27.38 5.389 0.34
ALT, UI/L 53.31 44.27 3.839 0.13
Cholesterol, mg/dL 95.06 95.15 6.330 0.99
HDL, mg/dL 46.87 40.41 3.073 0.17
LDL, mg/dL 36.69 48.88 3.433 0.03
VLDL, mg/dL 10.71 5.95 2.026 0.13
Triglycerides, mg/dL  36.73  28.15  5.460 0.29
NEFA, mg/dL 22.21 21.82 1.889 0.89
Abt : ALT, alanine aminot AST, aspartate aminotransferase;

HDL, high-density lipoproteins; LDL, low-density lipoproteins; NEFA,
nonesterified fatty acids; SEM, standard error of the mean; VLDL, very low-
density lipoproteins.
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TABLE 3 | Basal ileal endogenous protein and amino acids losses
in pigs fed nitrogen-free (NFD) and casein (CAS) diet.
Diet
NFD CAS SEM  pvalue
Crude protein, g/kg 12.40 1443 1.282 0.21
Indispensable amino acids, g/kg DMI
Arginine 0.39 0.47 0.045 0.25
Histidine 0.27 0.47 0.041 0.05
Isoleucine 0.29 0.48 0.048 0.06
Leucine 0.49 0.72 0.087 0.11
Lysine 0.23 0.31 0.039 0.22
Phenylalanine 0.37 0.58 0.096 0.18
Threonine 0.25 0.47 0.039 0.02
Valine 0.39 0.79 0.064 0.01
Non-essential amino acids, g/Kg DMI
Aspartic acid 0.54 0.88 0.071 0.02
Glutamic acid 0.70 2.06 0.244 0.01
Alanine 0.38 0.67 0.061 0.02
Glycine 0.59 0.98 0.097 0.04
Proline 1.25 0.97 0.211 0.32
Serine 0.32 0.75 0.046 0.001
Tyrosine 0.33 0.50 0.060 0.04

Abbreviations: DMI, dry matter intake; SEM, standard error of the mean.

pigs. In casein-fed pigs, glutamic acid, glycine, proline and
aspartic acid were the most abundant amino acids.

4 | Discussion

Nitrogen-free diet is the most commonly used method for es-
timating the BEL of amino acids. However, nitrogen-free diets
are considered non-physiological because of the increased
degradation of body proteins to release amino acids and
maintain biological functions (Adeola et al. 2016). Plasma
metabolites provide information about the body's protein status
(albumin, urea), muscle mass (creatinine) and lipid metabolic
status. Consequently, one of the objectives of this study was to
use plasma metabolites to monitor the metabolic status of pigs.
The results of the plasma metabolites in the present study can
be regarded as being within the normal range, except for cre-
atinine, which was elevated, and cholesterol, which decreased
in both diets (Klem et al. 2009).

Albumin is the most abundant protein in the plasma. Serum
albumin modulates plasma oncotic pressure and transports en-
dogenous and exogenous molecules (Caso et al. 2007). In the
liver, albumin synthesis is acutely stimulated by protein con-
sumption to temporarily store essential amino acids from the diet
(Busher 1990; Caso et al. 2007). As a result, pigs fed nitrogen-free
diet showed a decrease in plasma albumin concentration. Other
studies have also found that decreasing protein or amino acid
content in the diet decreased albumin synthesis (Hellwing,
Tauson, and Skrede 2007; Regmi et al. 2018; Wykes et al. 1996).

However, there were no significant differences in globulin and
total protein levels between the diets. Increases or decreases in
globulins are usually linked to acute inflammation or stress
rather than nutritional deficiencies (Bertholf 2014; Busher 1990).
Urea is the end-product of the catabolism of absorbed dietary
amino acids that are not used, as well as those derived from
cellular turnover, and plasma urea concentration reflects nitro-
gen utilization efficiency (Marin-Garcia et al. 2022). Although
plasma urea concentrations in animals fed protein-restricted
diets may be higher due to increased protein catabolism in the
muscle (Watford 2003), no differences in plasma urea concen-
trations were observed in this study. However, plasma creatinine
levels, a waste product generated from muscle metabolism,
increased in nitrogen-free diet-fed animals. A comparable
increase in creatinine was previously observed in pigs fed
nitrogen-free diets for 14 days due to increased muscle protein
degradation (Van den Hemel-Grooten et al. 1998). Additionally,
elevated plasma creatinine and liver enzymes AST and ALT,
which are indicators of muscle damage, have been observed in
cases of muscular dystrophy (Wang et al. 2017, 2021) and were
numerically higher in pigs fed nitrogen-free diet. Thus, the lack
of response in urea plasma concentrations may be because urea
recycling in the gastrointestinal tract is increased during dietary
protein deprivation, improving nitrogen utilization efficiency and
minimizing losses (Fuller and Reeds 1998; Krone et al. 2019;
Thacker et al. 1982).

The plasma concentrations of triglycerides, NEFA, and choles-
terol were used to evaluate the lipo-metabolic status of
the animals. A decrease in LDL plasma concentrations was
observed in pigs consuming the nitrogen-free diet. The reason
for the decrease in LDL concentrations in the current study is
unclear. However, a high- carbohydrate intake in nitrogen-free
diets could stimulate triglycerides and VLDL synthesis in the
liver (van Zwol et al. 2024), which were numerically higher in
pigs fed nitrogen-free diets. Additionally, a protein deficiency in
the diet can decrease the synthesis of proteins associated with
LDL production, such as ApoB 100, lipoprotein lipase or hepatic
lipase (Kobayashi et al. 2015), leading to reduced LDL levels in
the blood. Cholesterol is the primary lipid found in LDL, and its
plasma levels are positively correlated (Feingold 2021). How-
ever, a reduction in cholesterol was not observed in pigs fed
nitrogen-free diets, due to a compensatory increase in other
lipid fractions such as VLDL and HDL. NEFA are released from
lipolysis of triacylglycerol in response to energy needs
(Henderson 2021), and since the diets provided adequate energy
levels, no significant differences were observed in plasma con-
centrations of NEFA and glucose between diets. These results
are consistent with previous research with protein-and amino
acid-restricted pigs (Abeni et al. 2018; Regmi et al. 2018; Yang
et al. 2021), suggesting that short-term protein restriction did
not affect energy and lipid metabolism. However, previous
studies with protein- or amino acid-restricted pigs have shown
changes in carbohydrate and lipid metabolism as a result of
excess energy (Goodarzi et al. 2023; Spring et al. 2020; Yu, Zhu,
and Hang 2019).

Although using highly digestible proteins to estimate the BEL of
amino acids is an alternative for mitigating the metabolic con-
sequences of nitrogen-free diet, it has been observed that the
BEL of proteins is higher when the casein method is used
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(Jansman et al. 2002; Adeola et al. 2016). However, no differ-
ences in the BEL of proteins were observed in the current study.
The lack of difference could be attributed to an increase in non-
protein nitrogen in the GIT of pigs fed nitrogen-free diet, as
approximately 30% of the nitrogen in the ileal digesta is com-
posed of nucleic acids, urea and ammonia, and its concentra-
tion can increase owing to protein restriction (Chung and
Baker 1992; Thacker et al. 1982). This is consistent with the
findings observed for plasma urea concentrations, where no
effects were observed, probably because of the GIT's increased
recycling of non-protein nitrogen to minimize losses.

The BEL of amino acids determined by the nitrogen-free diet
and casein diets were within the range of values reported in
previous studies, except for threonine, which was decreased in
both diets, and proline and glycine in pigs fed the nitrogen-free
diet (Adeola et al. 2016; Brestensky, Nitrayova, and Patras 2017;
Deglaire, Moughan, and Tomé 2019; Kim et al. 2009; Mariscal-
Landin and Reis de Souza 2006; Park and Adeola 2020; Zhang
et al. 2002). Ileal endogenous amino acid losses are higher in
pigs fed the casein diets compared to nitrogen-free diets, except
for proline, which increases with nitrogen-free diets (Jansman
et al. 2002; Ravindran 2021). However, this study found no
differences in the BEL of proline, which is consistent with
previous reports (Mariscal-Landin and Reis de Souza 2006; Park
and Adeola 2020; Zhang et al. 2002). Increased proline levels in
the ileal digesta of pigs fed a nitrogen-free diet have been
associated with increased muscle protein degradation (de
Lange, Sauer, and Souffrant 1989). Glutamine and alanine
account for 50% of the amino acids released during muscle
protein degradation (Zhang et al. 2002). In the small intestine,
glutamine is metabolized to glutamic acid, ammonia, citrulline
and proline, increasing proline concentration in the ileal digesta
(Stein et al. 1999). The washout period between experimental
periods could have prevented changes in the BEL of proline, as
the BEL of proline increased during prolonged periods of low-
protein feeding (Adedokun, Dong, and Harmon 2019; Mariscal-
Landin and Reis de Souza 2006). Additionally, an increase in
endogenous proline in the gastrointestinal tract has also been
associated with an increase in mucin secretions as a physio-
logical adaptation of pigs to diet (Cappai et al. 2013). Some
authors have associated the elevated proline in the ileal digesta
of animals fed nitrogen-free diets with the high carbohydrate
content in these diets, which may stimulate mucin synthesis
(Adedokun, Dong, and Harmon 2019; Barua et al. 2021; Zhou
et al. 2022). On the other hand, protein deficiency in the diet
has been associated with a decrease in the synthesis and
secretion of mucins (Duangnumsawang et al. 2021). Therefore,
novel approaches should be used to identify the proteins that
give rise to the amino acids in the ileal digesta (Avila-Arres
et al. 2024).

Proline is the most abundant amino acid in the ileal digesta
collected from pigs fed the nitrogen-free diet, while glutamic
acid is the most abundant in pigs fed the casein diet
(Ravindran 2021), which is consistent with the findings of this
study. The most abundant amino acids in the ileal digesta are
glutamic acid, aspartic acid, threonine, proline, serine and
glycine. The basal endogenous losses of glutamic acid, aspartic
acid, serine, glycine, histidine, threonine, alanine, tyrosine,
valine and isoleucine were higher in pigs consuming the

casein diet than they were in pigs fed nitrogen-free diet. The
increase of some amino acids in the ileal digesta in pigs fed a
casein diet is likely due to undigested amino acids from casein
(Adeola et al. 2016). Pigs fed the casein diet showed an
increase in the BEL of most amino acids, consistent with other
studies (Zhang et al. 2002). However, in the study by Zhang
et al. (2002), the level of casein in the diet was lower than that
used in this study (5% vs. 18%). Other studies with low levels of
casein in the diet have observed an increase in the BEL of only
glutamic acid, serine and isoleucine compared to those fed
nitrogen-free diet (Brestensky, Nitrayova, and Patra§ 2017;
Park and Adeola 2020). Because glutamic acid is the most
abundant amino acid in casein, it has been suggested that the
increase in glutamic acid in the ileal digesta of pigs fed casein
diets is due to the incomplete digestion of casein (Park and
Adeola 2020). However, glutamic acid, aspartic acid, serine,
proline, glycine, alanine, threonine and branched chained
amino acids are the most abundant amino acids in digestive
enzymes and mucoproteins (Chung and Baker 1992; Macelline
et al. 2021; Ravindran et al. 2008). Several studies have found
that animals fed high-protein diets have increased pancreatic
production of trypsin, chymotrypsin, lipase and amylase
compared to animals fed low-protein diets (Fisinin et al. 2017;
He et al. 2016; Kurz and Seifert 2021). Furthermore, feeding
high-starch and dextrose diets can stimulate mucin secretion,
which depends on dietary glutamic acid and glucose (Zhou
et al. 2022). The most abundant amino acids in the glycosyl-
ated region of mucin are threonine, serine and proline,
whereas glutamic acid, glycine and aspartic acid are the most
abundant amino acids in the non-glycosylated region (Miner-
Williams et al. 2012). Therefore, an increase in these amino
acids in the ileal digesta of pigs fed casein diet could be at-
tributed to the increased secretion of digestive enzymes and
mucin. Mucin secretion is also stimulated by an increased
number of bacteria in the intestine (Modina et al. 2021), which
could be stimulated by the presence of proteins in the casein
diet (Macelline et al. 2021) This could explain the increased
ileal digesta of tyrosine (Dai, Wu, and Zhu 2011). Tyrosine and
histidine are amino acid precursors of polyamines that are
important for bacterial growth and proliferation (Zhao
et al. 2018).

5 | Conclusions

In conclusion, this study provided insight into the metabolic
implications of nitrogen-free diets and casein diets on the
determination of basal ileal endogenous losses of amino acids.
The findings indicated no significant effects on energy or lipid
metabolism in pigs fed nitrogen-free diets. However, there was
a decrease in plasma albumin and an increase in creatinine,
suggesting adaptative and transient metabolic changes during
the period of protein restriction. These changes could nega-
tively impact the secretion of endogenous proteins in the
gastrointestinal tract, as the majority of the basal ileal en-
dogenous losses of amino acids in pigs fed nitrogen-free diets
were lower than those in pigs fed casein diets. More research is
needed to establish the relationship between the metabolic
state and the estimation of basal endogenous losses of amino
acids. Future studies should consider evaluating intermediate
metabolites to elucidate the metabolic pathways involved in
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animal adaptation to the diet and their effects on endogenous
secretions.
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Simple Summary: As variations in the determination of basal endogenoiis losses can affect the
estimation of the nutritional value of diets, this study used a proteomics approach to identify the
composition of endogenotis proteins in the ileal digesta of grow ing pigs fed with a nitrogen-free diet
and a casein diet. The nitrogen-free diet increased the expression of proteins related to intestinal
inflammation, the activation of innate antimicrobial host defense, cellular autophagy, and epithelial
turnover in the ileal digesta. In contrast, the casein diet increased the proteins related to pancreatic
and intestinal digestive secretions. These findings suggest that a casein diet could provide a more
acciirate estimation of basal endogenotis losses.

Abstrack The accurate estimation of basal endogenous losses (BEL) of amino acids at the ileum is
indispensable to improve nutrient utilization efficiency. This study used a quantitative proteomic
approach to identify variations in BEL in the ileal digesta of grow ing pigs fed a nitrogen-free diet
(NFDj or a casein diet (CAS). Eight barrow pigs (39.8 + 6.3 kg initial body weight (BW)) were
randomly assigned toa 2 = 2 crossover design. A total of 348 proteins were identified and quantified
in both treatments, of which 101 showed a significant differential abundance between the treatments
(r < 0.05). Functional and pathway enrichment analyses tevealed that the endogenoiis proteins
wiete associated with intestinal metabolic function. Furthermore, differentially abiindant proteins
(DAPs) in the digesta of pigs fed the NFD enriched terms and pathways that suggest intestinal
inflammation, the activation of innate antimicrobial host defense, an increase in cellular autophagy
and epithelial turnover, and reduced synthesis of pancreatic and intestinal secretions. These findings
stiggest that casein diets may provide a more accurate estimation of BEL becaiise they promote
normal gastrointestinal secretions. Owerall, protecmic and bicinformatic analyses provided valuable
insights into the composition of endogenous proteins in the ileal digesta and their relationship with
the functions, processes, and pathways modified by diet composition

Keywords: protecmics; basal endogenoiis losses; pigs; nitrogen-free diet; casein diet

1. Introduction

Standardized ileal digestibility (SID) values of amino acids are commonly used to
improve nutrient utilization efficiency [1,2]. Calculating SID values requires the deter-
mination of the amino acid basal endogenous losses (BEL) [3]. Regardless of the dietary
composition or feeding conditions, the gastrointestinal tract constantly synthesizes and
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secretes proteins into the intestinal lumen for the digestion and absorption of dietary com-
ponents, which also acts as the first line of immune defense in the intestine [4]. These
endogenous secretions, including saliva, bile, gastric, pancreatic, and intestinal secretions,
as well as mucoproteins, intestinal epithelial cell shedding, bacterial proteins, and plasma
proteins [5,6], are quantitatively greater than those of dietary origin [7,8]. Approximately
60-80% of the proteins secreted into the intestinal lumen are digested and reabsorbed [8],
whereas the non-reabsorbed amino acids from endogenous proteins are quantified at the
end of the ileum of pigs to estimate the endogenous losses of amino acids [9]. In pigs, BELs
of amino acids are typically determined by feeding them a nitrogen-free diet (NFD) or a
diet containing highly digestible protein [10~15]. However, while these methodologies
determine the BEL of amino acids and allow for the standardization of ileal digestibility
values, discrepancies in method selection arise because of variations in the estimated en-
dogenous amino acids, which can affect the accuracy of estimating the nutritional value of
dietary ingredients [3,16].

Furthermore, these methodologies do not provide information on the origin of the
endogenous nitrogen responsible for the variations in amino acids found in the ileal flow,
making it challenging to explain inconsistencies between methodologies or within the
same method. Although previous studies have identified and quantified the sources of
endogenous secretions leading to the amino acids found in the ileal digesta using different
methodologies [4,17,18], these methodologies can be costly or challenging to implement
routinely [6,19].

With advances in biotechnology, proteomic approaches based on mass spectrometry
(MS) have emerged. These approaches allow the identification and quantification of
numerous proteins of endogenous origin and the assessment of the impact of different
dietary factors on intestinal secretions, even without prior knowledge of the proteins
present in the sample [20]. This study aimed to use proteomics to identify and quantify
endogenous proteins secreted in the intestine and those remaining in the ileal digesta of
pigs fed an NFD and a diet containing highly digestible proteins. Gene Ontology (GO) and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses were
performed on the identified proteins to elucidate their functions and metabolic pathways
associated with the variations in basal endogenous losses observed with different diets,
which will provide a better understanding of the response of intestinal physiology to diet.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Design and Collection of Digesta Samples

The Institutional Committee for the Care and Use of Experimental Animals of the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the UNAM approved the animal ex-
perimental procedures (Protocol SICUAE.DC-2021/2-2). The committee adhered to the
guidelines of the Official Mexican Standard (NOM-062-Z0O0-1999) [21] and the Interna-
tional Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals [22].

Eight barrows (GP8 x Fertilis, PIC) with an initial body weight (BW) of 39.8 + 6.3 kg
were surgically implanted with a T cannula in the distal ileum [23]. The pigs were individ-
ually housed in metabolic cages with slat floors (0.80 m?) equipped with a feeder and a
nipple drinker. The cages were kept in a room with a controlled temperature (22-24 °C)
and natural light. The pigs were randomly allocated to the AB (n = 4) or BA (n = 4) se-
quence ina 2 X 2 crossover design. In the AB sequence, pigs received the nitrogen-free
diet (NFD) in period 1 and the casein diet (CAS) in period 2, while in the BA sequence,
pigs received CAS in period 1and the NFD in period 2; there were a total of 8 observations
per treatment. Each experimental period lasted seven days, with a seven-day washout
interval between experimental periods to enable the animals to retumn to their normal
metabolic state before starting the next period. Table 1 shows the composition and nutrient
content of the experimental diets. Titanium dioxide was added to the diets as a digestibility
marker. (Ileal digestibility data not present.) The experimental diets were balanced in
nutrients, except protein, to meet the nutrient recommendations for growing pigs [24].
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Feeding was restricted to 2.5 times the digestible energy requirement for maintenance of
110 kcal/kg BW075 [25]. Feed was provided twice daily, and the pigs had ad libitum access
to water throughout the experiment. Digesta samples were collected for 12 h on days six
and seven of each period using plastic bags tied to the cannula cylinder [26]. At the end of
the collection, the samples from each pig and each period were homogenized, and a 50 mL
aliquot was stored at —80 °C for proteomic analyses.

Table 1. Composition and nutrient content of experimental diets.

NFD! CAS
Ingredients, g/ kg
Cornstarch 795.4 6154
Casein 180
Dextrose 100 100
Soybean oil 30 30
Cellulose 40 40
Calcium carbonate 5 5
Orthophosphate 19 19
Salt 4 4
Potassium bicarbonate as 0.5
Magnesium oxide a1l 0.1
Titanium dicxide 4 4
Vitamin mineral premix 2 2 2
Calculated nutrient content
Metabolizable energy, Kcal, Kg 3481 3473
Crude protein, % 0 16
Crude fiber, % 2.86 283

lm:munge«rmeﬁeguszmindiet;zprwidedperkﬂogmmoa’diet:CoOAng,CuSAmg.Fe?Omg.
10.56 mg, Mn 21 mg, Se 0.18 mg, Zn 84 mg, vitamin A 10, 1000 IU, vitamin D3 2000 IU, vitamin E 120 mg, vitamin
K 8 mg, thiamine 0.35 mg, riboflavin 10 mg, pyridoxine 6 mg, cyanocobalamin 0.05 mg, niacin 60 mg, pantothenic
acid 35 mg, folic acid 1.5 mg, and biotin 0.3 mg,

2.2. Proteamic Analysis of the Ileal Digesta

The ileal digesta samples were thawed (4 °C), homogenized, and centrifuged at 3000 rpm
for 3 min. Supernatants were collected after centrifugation and the protein concentration of each
sample was determined using a Bradford Protein Assay Quick Start kit (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) and a bovine serum albumin standard curve. Three technical replicates
for each treatment were used for proteomic analyses to reduce individual variation. For the
technical replicates, equiponderant proteins from the supernatant of each digesta sample were
pooled per treatment and divided into three equal parts (n = 3) [27]. The supernatant proteins
were precipitated with methanol-chloroform, and the resulting pellets was enzymatically
digested using the iST Sample Preparation iST® kit {(PreOmics, Munich, Germany) according
to the protocol established by the manufacturer. The resulting peptides were dried using a
Savant DNA120 SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA) and then
resuspended with “LC-load” reagent (PreOmics, Munich, Germany). An aliquot of 2.5 uL from
a stock of alcohol dehydrogenase 1 (ADH1) from Saccharomyyces cerevisiae (Uniprot, accession
number P00330; 1 pmol/ uL) was added as an internal standard to each sample to obtain a final
concentration of 25 fmol/uL (final volume of 100 pL). Finally, samples were stored at —20 °C
until LC-MS analysis.

Label-free identification and quantification by MS was carried out using the methodol-
ogy described by Rios-Castro [28], with some modifications; briefly, tryptic peptides were
separated on an HSS T3 C18 column (Waters, Milford, MA, USA; 75 um x 150 mm, 100 A
pore size, 1.8 um particle size) using a UPLC ACQUITY M-Class with mobile phase A (0.1%
formic acid (FA) in H>0) and mobile phase B (0.1% FA in acetonitrile (ACN)) under the
gradient 0 min 7% B, 121.49 min 40% B, 123.15 to 126.46 min 85% B, and 129 to 130 min
7% B, at a flow of 400 nL-min—! and 45 °C. The spectrum data were acquired in a Synapt
G2-5i mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) using nano electrospray ionization
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and ion mobility separation (IM-MS) using a data-independent acquisition (DIA) approach
through High-Definition Multiplexed MS/MS (HDMSE) mode. For the ionization source,
parameters were set with the following values: 275 kV in the sampling capillary, 30 V in
the sampling cone, 30 V in the source offset, 70 °C for the source temperature, 0.5 bar for
the nanoflow gas, and 150 L-h~! for the purge gas flow. Two chromatograms were acquired
(low- and high-energy chromatograms) in positive mode in a range of m /z 50—2000 with
a scan time of 500 ms. No collision energy was applied to obtain the low-energy chro-
matograms, while for the high-energy chromatograms, the precursor ions were fragmented
in the transfer cell using a collision energy ramp from 19 to 55 eV.

The data generated in the mass spectrometer in *.raw format were analyzed and
quantified using the Progenesis QI ©3.0.3 proteomics software (Waters, Milford, CT, USA)
against the Sus scrofa reference database downloaded from UNIPROT (https:/ /www.
uniprot.org/ accessed on 31 January 2023). Sequences were concatenated in reverse sense
in the same *.Fasta file used to apply the target-decoy strategy to deliver false-positive
estimations. The parameters for the protein identification were trypsin as the cutting
enzyme and one missed cleavage site allowed; carbamidomethyl (C) as fixed modification;
and oxidation (M), amidation (C-terminal), desamidation (Q, N), and phosphorylation (S,
T, Y) as variable modifications. Fragment mass tolerance was set to 20 ppm and 10 ppm for
peptides. The protein false discovery rate was set to <1%. All false-positive identifications
(reversed proteins) and proteins with 1 peptide identified were discarded for subsequent
analysis. Protein quantification was performed using the Top3 method. This method
quantifies proteins by averaging the spectrometric signal of the three most intense tryptic
peptides of each protein for quantification [29].

2.3. Statistical and Bioinformatic Analysis

Statistical analyses and data visualization were performed using normalized pro-
tein quantification values for each protein. A one-way ANOVA was used to perform
the significance test to determine differences in protein abundance between treatments.
Fold change (FC) was calculated as the CAS/NFD ratio. Proteins with a p-value < 0.05
and logs FC greater than 0.5 or less than —0.5 were considered differentially abundant
proteins (DAF). A heatmap and volcano plot were generated using the R v.4.2.2 software
(http://www.R-project.org accessed on 2 June 2023). GO (http:/ /geneontology.org/ ac-
cessed on 2 June 2023 ) and KEGG pathway (http: / /www.genome.jp/kegg/ accessed on
2 June 2023) enrichment analyses were performed to assess the functions and biological
pathways associated with the proteins identified in the digesta using the online platform
ShinyGO against the Sus scrofa database [30]. The GO terms and KEGG pathways were
considered significantly enriched with a p-value < 0.05, corrected by FDR (FDR < 0.05).
GO enrichment analysis was used to classify the proteins into biological processes (BPs),
cellular components (CCs), and molecular functions (MFs).

3. Results
3.1. Proteamic Characterization of Endogenous Proteins in the Ileal Digesta

In total, 348 endogenous proteins were identified and quantified in the ileal digesta.
Table 2 shows the 20 most abundant endogenous proteins found in the ileal digesta. These
proteins accounted for approximately 40% of the endogenous proteins identified in the
ileal digesta of growing pigs fed the NFD or CAS diets. A complete list of the identified
proteins is provided in Supplementary Material Table S1.

GO and KEGG enrichment analyses were performed using the 348 identified proteins.
The top 20 GO terms enriched for BPs, CCs, and MFs are shown in Figure 1. Addition-
ally, the proteins identified in pig digesta significantly enriched eight KEGG pathways
(Figure 1D). GO terms and KEGG pathways were associated with the maintenance of gut
epithelium and function. A list of the proteins in each GO term and KEGG pathway is
available in the Supplementary Material Table S2.
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Table 2. Top 20 most abundant endogenous proteins in the digesta.

Accession GEN Protein Name TOPNFD TOPCAS
P01846 Ig lambda chain C region 1 1
P00761 Trypsin 2 2

ADA287A042 MGAM Maltase-glucoamylase 5 4
P09955 CPB1 Carboxy peptidase B 6 3
P08419 CELA2A Chymotrypsin-like elastase family member 2A 3 10

AQA5G2QEP8 LRRIQ3 Leucine-rich repeats and IQ moﬁf containing 3 4 11

K7GMF9 ANPEP Amino! 7 6

A0A5G2RGB6 Meprin subunit B 9 5
C6L245 Putative psinogen 11 7

AO0A287 AY]2 A&A‘i Annex try A4 10 14

A0A287B626 IgA conshnt region 12 13
FIRRWS5 ACE Angiotensin-converting enzyme 16 8
P56729 SI Sucrase-isomaltase intestinal 14 16

A0A287BPD6 MME Neprllysin 13 20
FISUW2 CTRC 15

AO0ASG2QAG3 LAP3 C ml pﬁdase 8
P09954 CPA1 ptidase Al 18
AOA287AT48 LOC100153899 -l-antidxy sin 2 12
A0A5G2RDG3 NAALADL1 N—acetylated ha-linked acidic dipeptidase like 1 17
FISTNO SMPDL3B Sphingomye Phosphodlesiemse acid-like 3B 18
P80310 S100A12 rotein S100-A12 15
F1SCC9 LOC106504545 SERPIN domain-containing protein 20
I3LHI7 LOC100621820 Peptidase 51 domah\-oomtalr& g protein 9
Ectonucle
KZ7GMV8 ENPP3 19
B hahse/ 5] odjesterase 3
I3LCF8 CTRL b p phn ph like 17
AQA286ZTLS WDR31 WD nepeut 31 19
(A} Biclogical Procuss (8) Cubular Component il
- ' . - % lem
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Figure 1. Gene Ontology and KEGG pathway enrichment analysis of ileal endogenous proteins.
(A) Biological process; (B) cellular compartment; (C) molecular function; (D) KEGG pathways.
The y-axis shows significantly enriched GO terms and pathways, whereas the x-axis denotes fold
enrichment. The size of dots represents the number of genes within this term or pathway, and dots’
colors represent the enrichment FDR.

3.2. Analysis of DAPs
Protein abundance analysis identified 101 DA Ps between the NFD and CAS treatments.

Figure 2 illustrates the changes in the abundance values of proteins and p-values using a
volcano plot, and hierarchical clustering of the DAPs confirmed the presence of two distinct

groups (Figure 3).
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Figure 2. Volcano plot of differentially abundant proteins. Volcano plot representing each protein
with a dot. The “x” axis represents the logs FC between CAS and NFD and the “y” axis represents
the p-value (—log)o). The dashed lines indicate the significance limit in the p-value and FC. Gray dots
represent proteins with non-significant changes in abundance. Colored dots represent proteins that
significantly i (right) or d (left) their abundance in the digesta of pigs fed CAS diets.

|
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=

%

] : i
Figure 3. Heatmap of differentially abundant proteins (DAPs). Heatmap representing the hierarchical
clustering of DAPs. Rows correspond to proteins and col to samples. Colors rep t the
abundance values of proteins between NFD and CAS treatments.
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The analysis revealed 60 proteins with high abundance in the CAS treatment (Table 3)
and 41 in the NFD treatment (Table 4).

Table 3. Proteins with high abundance in the digesta of pigs fed CAS diets.

Accession GEN Protein Name logz FC
F2Z5U0 Ubiquitin-405 ribosomal protein S27a 496
ADA287 A604 LGALS3BP Galectin-3-binding protein 468
F15C72 NEURL2 Neuralized E3 ubiquitin protein ligase 2 3.51
AQA287B4A9 GFM1 G elongation factor mitochondrial 1 327
A0A287A6D8 PLXNA1 Plexin A1l 3.26
A0A2C9F351 SLC44A4 Choline transporter-like protein 292
AOA286ZRF3 SERPINB6 Serpin family B member 6 2.80
I3LUP6 NPM1 Nuch ophosmin 242
F1S1B9 DHRSI11 nase/redudnse 1 2.40
ADA287BGV4 ATAD2B ATPase famﬂy 5 A domain containing 2B 2.36
IBLHI7 LOC100621820 Peptidase S1 domain-containing protein 234
A0A5G2Q8559 LCT LPH hydrolase 218
FIRGBO SSH1 Protein-serine/ threonine phosphatase 21
A0A5G2R216 SNCA lpha-synudeln 1.96
A0A287B310 STOM 1.96
A0A5S6H025 VIM Vimenﬁn 1.95
A0A287AUIS ANK2 An%c 170
A0A2867791 OVGP1 Ovlduct—spec gly coprotein 1.69
A0A5G2Q9X4 ASAH2 Neuh oemmidase 1.64
I3LCF8 CTRL ofq? 163
ADA286ZUV2 CDHR2 Cadherin—:elab amily member 2 1.50
A0A286ZTLS WDR31 WD repeat domain 31 148
FISFU5 S100A7 EF-hand domain-containing protein 147
FISM15 TRPMS Transient receptor potential cation channel 1.40

subfamily M member 8 2

F155Q6 FLT4 Vascular endothelial growth factor receptor 3 1.34
AOA286ZWA9 SHPRH SNF2 histone linker PHD RING helicase 133
P00591 PNLIP Pancreatic triacylgly cerol lipase 133
P00690 AMY2 Pancreatic alpha-amylase 131
A0A5G2RH22 L1 transposable element 122
A0A287B9B3 SERPINF2 Alpha-2-antiplasmin isoform X2 122
F6QIW0 PNLIPRP1 Triacylglycerol lipase 122
P17630 TCN1 Transcobalamin-1 120
AO0ASG2R716 DPP6 Dipeptidyl ase like 6 120
FISIR8 PGBD1 Piggy Bac transposable element derived 1 113
A0A287BIU6 LCORL Ligand ndent nuclear receptor co-repressor like 108
PR0015 AZU1 Azurocidin 1.07
BLSAS AMY Alpha-amylase 1.04
AO0A5G2R]JRS PNLIP Tﬂacy] ly cerol lipaee 1.03
P80310 S100A12 %n 1.02
AOA257A1B4 PZP ancy zone prohin-lilne 1.02
A0A287BOW1 METAP1 Me onine amlnopepﬁdase 097
P19130 FTH1 Perritin heavy 093
AQA287 AP88 TSC22D3 TSC22 domainfamil pmtein 3 0.89
P19133 FTL Ferritin light chain (¥ nt) 0.87
FI1SEL6 GDR2 Growth rentiation Factor 2 0.83
AO0A287BHZ2 TUBG2 Tubulin gamma chain 076
FIRSUS FLT1 Receptor pmheln-m'osim kinase 075
A0A287AL10 FTH1 Ferrif 074
P81245 OBP Odorant-binding protein 074
I3LNV9 CLEC1B l%ﬁnd ctin domain family 1 member B 073
K7GME6 S100A9 Sii lng caldumbind protein A9 0.66
AOA287AES3 KRBA1 KRAB-A domain conta.lgning 1 0.65
P28768 SOD2 Superoxide dismutase [Mn]_ mitochondrial 0.63
13L719 DPEP1 Dipeptidase 0.62
AOA287A472 SOD2 Superoxide dismutase 057
AOA287 AOW9 TCN1 ranscobalamin-1 0.56
AO0A287AIGS CCDCs7 Coiled-coil domain containing 57 0.53
F154C6 CLCA2 Chloride channel accessory 0.53
P22412 DPEP1 Dipeptidase 1 0.52
077564 FOLH1 Glutamate carboxypeptidase 2 0.52
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Table 4. Proteins with high abundance in the digesta of pigs fed NFD.

Accession GEN Protein Name log, FC
FIRN44 LAMP1 associated lysosomal-associated membrane protein 1 —0.59
AQA286ZYNO KRT15 Keratin 15 —0.61
AOA5G2RBD3 KRT18 Keratin 18 —0.64
ADASG2QV66 NEK9 NIMA-related kinase 9 —0.64
FIRZRI1 GGNBP1 Ubi&\:itin_ﬁl domain-containing protein —0.67
AO0A5G20QX93 DUF1725 domain-containing protein —0.70
ADA287A4P2 LOC106507258 IF rod domain-containing protein -0.72
A0A287BQR3 FCN2 Ficolin-2 —-0.77
ADA287AZA7 RPS27A Ubiquitin-406 ribosomal protein S27a —0.80
AOA5KI1UE53 SERPING1 Serpin family G member 1 —0.84
F15793 CCDC15 Coiled-coil domain containing 15 —0.84
13L6U3 Uncharacterized protein —0.86
P08835 ALB Albumin —-0.91
P10289 FABP6 Gastrotro, —-0.92
FIRXG2 KRT28 Keratin —-0.95
FIRMN7 HPX Hemopexin —0.98
13L9U8 EP300 Histone acetyltransferase -0.99
AO0ASG2RACT CAND1 Cullin associated and neddylation dissociated 1 —1.01
ADA5SKIVING SYT5 Synaptotagmin 5 —-1.02
FISHN7 LRRK2 Non-sgfjcaigc serine /threonine protein kinase -112
A0A287BD64 CELA3 Pep S1 domain-containing protein -113
F15Q67 BCL2L14 BCL2 like 14 -123
ADA286ZWTO AP1B1 AP complex subunit beta -123
FIRGN9 TEKT1 Tektin —-1.29
AOA5G2RMY5 ASHIL ASHI-like histone lysine methyltransferase —1.40
P35479 Leukocyte cysteine proteinase inhibitor 1 —1.40
AOA287ACY3 KCNHI Potassium volta,[;es-‘s;rtg\l(’ie ihlam\el subfamily H 149
A0A287AHMS5 LOC100737030 IF rod domain-containing protein —149
AO0A2C9F3C0 GUSB Beta-glucuronidase —-1.49

Phosphatidylinositol-3_4_5-trisphosphate

AOA286ZUED PREX1 ndent Rac exchange factor 1 —1.60
A0A5G2QPZ4 KRT20 ratin_ type I cytoskeletal 20 —1.60

P12067 Ly sozyme C-1 —1.85
A0A5G2QAG3 LAP3 Cytosol aminopeptidase -193

P28839 LAP3 Cytosol aminopeptidase -1.93
A0A2C9F366 HSPB1 Heat shock in beta-1 -196

B6DX84 ASF1B A&‘IB -2.06
A0A286ZM40 EVI5 Ecotropic viral inte gﬁmon site 5 -2.09
ADA287A2G9 KRT71 Keratin 71 —2.26
ADA286ZWT]1 ACTG2 Actin gamma 2_ smooth muscle -2.36
A0A287B664 NOPCHAP1 NOP protein chaperone 1 —-240
ADA287ARKO KRT40 Keratin —3.41

Separate GO and KEGG pathway enrichment analyses were performed for DAPs,
which were highly abundant in the digesta of pigs fed CAS or NFD. Functional enrichment
analysis of DAPs in the digesta of CAS-fed pigs revealed 17 GO terms significantly enriched
for MFs and a CC term, cellular space (Figure 4A), and the KEGG pathway enrichment
analysis revealed six significantly enriched pathways (Figure 4B). In contrast, DAPs in the
NFD treatment revealed nine significantly enriched GO terms (Figure 4A) and four KEGG
pathways (Figure 4B). The list of proteins within each GO term and KEGG pathway is
available in the Supplementary Material Table S3.
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Figure 4. GO and KEGG pathway enrichment analysis of differentially abundant proteins.
(A) GO enrichment analysis. The y-axis shows significantly enriched GO terms; BP: biological
process, ME: molecular function, CC: cellular component (for each treatment (CAS and NFD)). The
x-axis represents the fold enrichment, and the size of the dots represents the number of genes within
each term. The colors of the dots represent the FDR enrichment. (B) KEGG pathway enrichment
analysis. The x-axis displays the fold enrichment and the pathways enriched in CAS and NFD.

4. Discussion

The quantification of basal endogenous losses and the factors that affect them is essen-
tial to improve nitrogen use efficiency [19]. A proteomic approach was utilized to identify
and quantify the endogenous protein composition in the ileal digesta of pigs fed NFD
and CAS. The identified proteins give rise to the amino acids determined by conventional
methods in ileal digestibility studies. Therefore, the findings of this study represent an
approach to identify the origin of endogenous losses modified by diet composition, comple-
menting the available information about endogenous protein losses [31]. A large number
of endogenous proteins were identified in the ileal digesta. Functional enrichment analysis
is a method for assigning functional annotations to proteins and grouping them into GO
terms and KEGG pathways, reducing the complexity of individual protein analysis. This
analysis allowed for the identification of biological and metabolic changes in the intestine
modified by dietary composition, providing deeper insights into the impacts of the diets
on basal endogenous loss secretions.

The identified endogenous proteins were associated with metabolic and physiological
functions of the intestine, including nutrient transport, digestion, absorption, and immune
responses, similar to other proteomic studies in pigs [27,32-35]. The intestinal epithelium is
exposed to various external stimuli, leading to the expression of proteins that interact with
feed and microorganisms in the intestinal lumen [36]. In this study, we identified proteins
associated with the response to external stimuli, including chemical, physical, and other
organismal stimuli. In addition, processes related to the immune response, the regulation
of localization, cellular transport, and proteolysis were also highlighted.

To maintain physiological functions and intestinal homeostasis, the intestine contains
secretory cells responsible for the continuous release of significant quantities of proteins
into the intestinal lumen [37]. The secretory cells in the intestinal epithelium include mucus-
producing goblet cells, antimicrobial peptide-secreting Paneth cells, hormone-secreting
entercendocrine cells, and rare infection-mediating tuft cells. These epithelial cells provide
the first line of chemical and physical defense against external factors to ensure a stable
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internal environment, supporting efficient digestion and absorption of nutrients [38]. These
findings align with the results of the present study, which identified enriched terms as-
sociated with extracellular proteins and proteins secreted by vesicles. Notably, Annexin
A4 (ANXA4), which promotes membrane fusion and is essential for exocytosis [39], was
abundant in the digesta. Moreover, GO enriched terms were associated with catalytic,
regulatory, or inhibitory enzymatic activity. At the molecular level, catalytic functions are
indispensable for the regulation of inflammatory processes, extracellular tissue degrada-
tion, and intracellular particle breakdown in the intestine. Therefore, under physiological
and pathological conditions, the gastrointestinal tract secretes a substantial quantity of
proteases, including those originating from the pancreas and intestinal epithelium [40].
This study revealed a high abundance of proteases, such as Meprin A beta subunit (MEP1B),
in the digesta. Meprins are metalloproteinases with a highly glycosylated domain that are
abundantly expressed in the apical region of the ileal epithelial cells [41,42]. The Meprin
A beta subunit regulates shedding of mucus secreted by goblet cells through proteolytic
cleavage of MUC2, which leads to its release [42,43]. Although an increase in mucus se-
cretion has been observed in animals fed an NFD [44], no differences were detected in the
proteins associated with mucus secretion that were identified in this study (MUC2, MUC13,
MEP1B, KLK1, ADAM10, CLCA1, and FCGBP) [43].

Furthermore, the intestinal secretion of endogenous protease inhibitors helps maintain
intestinal homeostasis and protects biologically important proteins, such as immune-active
proteins [40]. Alpha-2 macroglobulin (A2M), identified in the digesta, inhibits endopepti-
dases of all catalytic types, preventing the degradation of endogenous biologically active
proteins without interfering with the active site of the protease [45]. In the intestine,
immunoglobulin production is essential for protecting the epithelial barrier. Through
proteomic analyses, immunoglobulins and their fragments have been identified as some of
the most abundant endogenous proteins in the digesta [32-34], consistent with our findings,
where differentimmunoglobulin fragments were identified. Additionally, Ig lambda chain
C and IgA constant regions were the two most abundant proteins in the digesta. Despite
the observed reduction in immunoglobulin production under nutrient deprivation [46], no
differences were observed between the treatments in our study, likely due to the increased
starch availability in NFD, which could have modulated the microbiota and increased
immunoglobulin production [46].

Enzymatic secretion is one of the main components of endogenous loss in the ileum [5,19].
In this study, the proteins identified in the digesta enriched pathways associated with the
digestion and absorption of proteins, carbohydrates, lipids, vitamins, and minerals, similar to
previous proteomics findings in the digesta of growing pigs [35]. Of these, 19 corresponded
to pancreatic secretions. Research in pigs has shown that pancreatic secretions typically
account for approximately 5% of endogenous nitrogen secreted in the intestine [5] Diet
composition alters enzyme secretion, and in starch-rich diets, an increase in salivary and
pancreatic amylases as well as sucrase-isomaltase and maltase-glicoamylase in the intestine
has been observed [47]. In this study, maltase-glucoamylase and sucrase-isomaltase were the
most abundant proteins in the digesta, although no differences were observed between the
treatments. The absence of differences could be due to a compensatory increase in maltase-
gluccamylase in pigs fed the NFD, as in situations of decreased amylase activity, its secretion
increases to hydrolyze starch [33]. This is consistent with the reduction in pancreatic amylase
(AMY and AMY2) levels observed in NFD-fed pigs. Furthermore, nutrient deprivation has
been associated with a decrease in the synthesis and secretion of pancreatic enzymes [46-48],
similar to the findings of this study, where NFD-fed pigs showed decreased secretion of
pancreatic proteases and lipases, along with other intestinal peptidases and proteins involved
in the digestion and absorption of vitamins and minerals.

High dietary carbohydrate levels have been associated with an increased abundance
of pathogenic bacteria [49], potentially promoting the enrichment of the S. aureus infec-
tion pathway in the digesta and increasing this pathway in pigs fed NFD. Within this
pathway, the protein Ficolin-2 (FCN2), which is overexpressed in the digesta of NFD-fed
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pigs, participates in the complement activation lectin pathway by binding to lipoteichoic
acid present in the cell walls of Gram-positive bacteria, including S. aureus [50,51]. The
complement activation lectin pathway is crucial for innate antimicrobial host defense [52].
In addition to pathogens, lectin receptors recognize endosome derivatives and damage-
associated molecular patterns in extracellular tissues [49,51]. Therefore, along with the
enrichment of the autolysosome and lysosome pathways, these results suggest an increase
in cellular autophagy in pigs fed NFD. Nutrient deficiency, including amino acid deficiency,
decreases mTOR activity. mTOR phosphorylates the autophagy-initiating complex and
inhibits autophagosome biogenesis.

Consequently, during prolonged periods of starvation, cellular autophagy increases,
and autolysosome degradation products are recycled to maintain homeostasis and reg-
ulate cellular functions [53]. Furthermore, autophagy is promoted by the overgrowth of
pathogenic bacteria [53]. These factors compromise the function of the intestinal barrier
by stimulating a pro-inflammatory environment that increases cell renewal and preserves
tissue integrity [50,51].

Intestinal epithelial cells exhibit a rapid turnover rate characterized by migration,
differentiation, and cell renewal every 3-5 days, which is crucial for protecting integrity
and maintaining intestinal functions [54-56]. Previous studies have identified epithelial
cell desquamation as a major source of endogenous proteins in the ileum [5]. In this study,
the proteins identified in the digesta enriched terms associated with the cytoskeleton, with
keratin being the most abundant. Keratin and keratin filaments are resistant to cleavage
by proteolytic enzymes because they are stabilized by numerous cross-linked disulfide
bonds [57]. In the intestinal epithelium, undifferentiated crypt cells express K18, whereas
villus cells express K20 [58,59]. The abundance of these keratins in the digesta of pigs fed the
NFD suggests an increase in intestinal epithelial cell turnover [60], which is consistent with
previous findings demonstrating increased epithelial desquamation in animals fed NFD.

The increased rate of intestinal renewal may explain the enrichment of the estrogen
signaling pathway in the digesta. This pathway is crucial for regulating epithelial cell
proliferation and differentiation in the intestine, where estrogen acts as a transcription regu-
lator [61,62]. Additionally, this pathway regulates the electrolyte balance and contributes to
intestinal HCOj secretion [63]. In NFD-fed pigs, this pathway was upregulated compared
to CAS-fed pigs. Moreover, the high abundance of leucine-rich protein (LRRIQ3), which is
implicated in intestinal repair [50], in the digesta of NFD-fed pigs suggests an increase in
cell renewal. The presence of EP300, PREX1, and RPS27A proteins, which enrich the Ka-
posi’s sarcoma-associated herpesvirus infection pathway and growth differentiation factor
2 (GDF2), which stimulates cell differentiation, proliferation, and migration in enterocytes,
intestinal stem cells, and goblet cells under conditions of inflammation [64-66], supports
the hypothesis of increased intestinal epithelial cell shedding in NFD-fed pigs.

In the gastrointestinal tract, the renin-angiotensin system regulates the intestinal envi-
ronment by modulating various physiological processes such as gastrointestinal motility,
fluid secretion, and absorption, as well as the uptake of peptides, amino acids, glucose,
and sodium [67,68]. Angiotensin-converting enzyme (ACE2), a cell membrane-bound
carboxypeptidase predominantly expressed in the ileum, is essential for the function of
the sodium-dependent amino acid transporter B(0)AT1 [69]. Previous proteomic studies
conducted on the intestines of pigs have observed the enrichment of this pathway in
the digesta [35], a finding consistent with the results of the present study. Additionally,
it has been noted that endogenous secretions exhibit increased ACE inhibitory bioactiv-
ity [70], suggesting a potential mechanism of intestinal homeostasis aimed at regulating
intestinal secretions.

5. Conclusions

In conclusion, the proteomic analyses performed in this study enabled the identifica-
tion of endogenous proteins in the ileal digesta. The findings suggest that pigs fed a casein
diet could be a better alternative for basal endogenous loss estimation due to promoting
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normal intestinal secretion and maintaining intestinal health. Basal endogenous losses
can impact the nutrient requirements of protein and amino acids due to the metabolic
cost associated with the synthesis and turnover of endogenous proteins in the intestine.
Therefore, identifying endogenous proteins could significantly enhance the development
of nutritional strategies aimed at maximizing nutrient utilization in pigs. While label-free
proteomics sacrifices some precision, this approach could be considered a complementary
and cost-effective method for characterizing and quantifying endogenous proteins in the
ileal digesta under different feeding conditions. Comprehension of the factors that influence
endogenous ileal losses is essential for improving nutrient utilization efficiency.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ani14132000/s1: Table S1. Abundance of endogenous
proteins identified in the digesta of growing pigs fed NFD and CAS diets; Table 52. Gene Ontology
and KEGG pathway enrichment analysis of ileal endogenous proteins. Biological process (BP), cel
lular compartment (CC), molecular function (MF), and KEGG pathways; Table S3. Gene Ontology
(GO) and KEGG pathway enrichment analysis of differentially abundant proteins (DAPs). Biclogical
process (BP), molecular function (MF), and cellular component (CC).
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9. DISCUSION GENERAL

La estimacion de las pérdidas enddgenas basales de aminoacidos mediante el uso de
dietas libres de nitrégeno ha sido criticada por ser considerada no fisiolégica. Por lo tanto,
uno de los objetivos del estudio fue evaluar el estado metabdlico de los cerdos alimentados
con dietas libres de nitrégeno y con caseina a través diferentes metabolitos plasmaticos.
En este estudio, observamos que las concentraciones plasmaticas de albumina
disminuyeron en los cerdos alimentados con dietas libres de nitrégeno, lo que concuerda
con otros estudios en cerdos restringidos en proteina o aminoacidos (Wykes et al., 1996;
Hellwing et al., 2007; Regmi et al., 2018). Esta disminucién podria deberse a que la sintesis
de albumina es estimulada agudamente por el consumo de proteina o aminoacidos (Caso
et al., 2007). Ademas, en estos cerdos también se observé un incremento de creatinina y
de las enzimas AST y ALT, lo que puede ser resultado del incremento en el catabolismo
muscular (Wang et al., 2017; Wang et al., 2021). En condiciones de restriccion de proteina
en la dieta, el incremento en las concentraciones plasmaticas de urea se ha asociado a un
aumento en la degradacion de proteina (Watford, 2003), aunque en este estudio no se
observaron diferencias. La falta de respuesta podria deberse a un incremento en la
eficiencia en la utilizacién nitrdgeno no proteico en el tracto gastrointestinal durante periodos
de restriccion de proteina, donde se incrementa la tasa de reciclaje de nitrégeno para
minimizar las pérdidas de nitrégeno endogeno (Thacker et al., 1982; Fuller & Reeds, 1998;
Krone et al., 2019). Esto es consistente con lo observado en el flujo endégeno, donde las
pérdidas enddgenas basales de nitrdgeno fueron similares entre los tratamientos. Sin
embargo, se ha observado un incremento en las pérdidas endégenas basales tanto de
proteina como amino&cidos cuando se alimenta con dietas con caseina (Adeola et al., 2016;
Jansman et al., 2002). En este estudio, los cerdos alimentados con caseina mostraron un
incremento en las pérdidas endégenas basales de aminoacidos en comparacién con los
cerdos alimentados con dietas libres de nitrdgeno. Sin embargo, contrario a lo observado
en este estudio, algunos autores han reportado un incremento en las pérdidas endégenas
basales de prolina, asociada a la degradacion de proteina muscular (de Lange et al., 1989).
Los aminoacidos mas abundantes en la digesta ileal son &cido glutamico, acido aspartico,
treonina, prolina, serina y glicina (Ravindran, 2021), lo que concuerda con los resultados de

este estudio. En los cerdos alimentados con dietas con caseina el incremento de acido
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glutdmico el flujo ileal se ha asociado a la digestion y absorcién incompleta de caseina, ya
que es el aminoacido mas abundante en esta proteina (Adeola et al., 2016).Sin embargo,
el &cido aspartico, acido glutamico, serina, prolina, glicina, alanina, treonina y los
aminoacidos ramificados son muy abundantes en las enzimas digestivas y mucoproteinas
(Chung y Baker, 1992; Ravindran et al., 2008; Macelline et al., 2021;). Por lo que el
incremento de estos aminoacidos en el flujo ileal podria deberse a un incremento en las
secreciones digestivas debido a la presencia de proteina en las dietas con caseina (He et
al., 2016; Kurz y Seifert, 2021; Macelline et al., 2021; Modina et al., 2021). Sin embargo, las
proteinas enddgenas que originan las variaciones en el perfil de aminoacidos en el flujo ileal
no son faciles de identificar, y se han subestimado debido a que los aminoacidos mas
abundantes en el flujo ileal son aminoacidos no esenciales. Algunos autores han resaltado
la importancia del método debido a las variaciones en algunos aminoacidos esenciales
como lisina, treonina y triptéfano, que son limitantes en dietas maiz-soya (Park y Adeola,
2020). En este estudio, a través de andlisis protedmicos, se identificaron y cuantificaron a
las proteinas de la digesta. Las proteinas identificadas estuvieron asociadas a funciones
metabdlicas y fisioldgicas especificas del tracto gastrointestinal, similar a lo reportado en
otros estudios proteémicos (Le Gall et al., 2005; Qin et al., 2016; Recoules et al., 2017;
Troscher-Mul3otter et al.,, 2019). Entre las proteinas mas abundantes en la digesta se
encontraron fracciones de inmunoglubulinas y enzimas digestivas, principalmente péptidos
de maltasa-glucoamilasa, los cuales son abundantes en acido aspartico y acido glutamico.
Sin embargo, no fue posible relacionar directamente los aminoacidos obtenidos a través de
HPLC con los péptidos obtenidos por espectrometria de masas. A través de analisis
bioinformaticos se identificaron las funciones moleculares, procesos bioldgicos y los
componentes celulares a los que pertenecen las proteinas identificadas, asi como las vias
metabdlicas modificadas por la composicion de la dieta. En los cerdos alimentados con
dietas libres de nitrégeno se observé un incremento en la inflamacion intestinal, en la
respuesta inmune, la autofagia y el recambio celular, y una reduccion en las secreciones
pancreaticas e intestinales en comparacion con los cerdos alimentados con dietas con
caseina. Estos resultados sugieren que es esencial considerar el efecto de la dieta sobre el
estado metabdlico para una estimacién mas precisa de las pérdidas enddégenas basales de
aminoacidos. En este sentido, la utilizacion de dietas con caseina es mas adecuada, ya que
favorece las secreciones normales del tracto gastrointestinal. Ademas, el enfoque

protedmico utilizado en este estudio proporciona una valiosa herramienta complementaria
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para identificar y cuantificar las proteinas endbégenas presentes en la digesta, ofreciendo

una comprension mas profunda de las pérdidas enddgenas y su relacion con la dieta.

50



10. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona una vision sobre las implicaciones metabdlicas de las dietas
utilizadas en la determinacién de las pérdidas enddgenas basales ileales de aminoacidos
en cerdos. La determinacion de los metabolitos plasméticos revelé cambios metabdlicos en
los cerdos alimentados con dietas libres de nitrdgeno que podrian afectar la estimacion de
las pérdidas enddgenas basales. No se observaron efectos significativos en el metabolismo
energético o de lipidos. Sin embargo, en los cerdos alimentados con dietas libres de
nitrégeno se observé una disminucion en la sintesis de albumina plasmatica y un
incremento en los niveles de creatinina; lo que indica un balance negativo de proteinas que
impacta en las secreciones enddgenas en el tracto gastrointestinal, afectando la cantidad y
por lo tanto el perfil de los aminoacidos en la digesta ileal. Ademas, las proteinas
identificadas en la digesta ileal a través de andlisis protedmicos demostraron que la
alimentacién con dietas con caseina pueden ser una mejor alternativa para la estimacion
de las perdidas enddgenas basales, ya que estas dietas estimulan las secreciones
normales del intestino. Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar el estado
metabdlico de los animales para obtener una estimacion precisa de las pérdidas enddégenas
basales de aminoacidos. Comprender los factores que influyen en estas pérdidas es
esencial para mejorar la eficiencia en la utilizacion de nutrientes. Aunque los andlisis
protedmicos proporcionaron una gran cantidad de informacion, futuros estudios y analisis
son necesarios para relacionar los aminoacidos de la dieta con los péptidos identificados y

proporcionar mas informacion sobre el efecto de la dieta en las secreciones enddgenas.
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