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RESUMEN

El concepto de nutricibn se ha modificado gracias a la constante
investigacion. Se tiene evidencia de que muchos de los componentes de la dieta
tienen relacion con el desarrollo y progresion de mudltiples patologias de tipo
metabdlico como diabetes, obesidad, sindrome metabdlico, hepatopatias y
nefropatias no infecciosas. Se ha observado que existen nutrimentos que
producen un efecto benéfico al ser incluidos en la alimentacién de los individuos,
con base en ello se cre6 una nueva clasificacién de los ingredientes derivada de
sus propiedades no solo nutrimentales sino también de por apoyo terapéutico. En
esta clasificacion se incluyen los llamados nutracéuticos; entre los que se
encuentran los prebioticos, probidticos y simbiéticos, analizados en este trabajo,
con la finalidad de indagar su efecto en el metabolismo y balance del nitrégeno,
para lo cual se utilizaron 15 perros adultos de talla pequefia, divididos en forma
completamente aleatorizada en 3 grupos de 5 individuos cada uno. Los perros
fueron alimentados diariamente con alimento comercial, racionados con base a su
requerimiento energético diario. El experimento consta de 3 tratamientos:
Probidtico (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis), Prebiotico (inulina
1%) y Simbidtico (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis mas inulina
1%), administrados 1 vez/dia durante 60 dias. Se realizO medicién de la
concentracion sérica de urea (U) y amoniaco (A) a los dias 0, 15, 30, 45 y 60 con
el equipo IDEXX Vet Test 8008. Los resultados obtenidos no muestran diferencia
(P>0.05) en la concentracién sérica de U y A entre tratamientos. Sin embargo
existe diferencia (P<0.05) en cada uno de los tratamientos analizados respecto al
tiempo. El Gnico tratamiento que tuvo efecto benéfico es el prebidtico, evidenciado

por la disminucién de U.

Palabras Clave: Nutracéuticos, perros, urea, amoniaco, fibra, bacterias.



ABSTRACT

The concept of nutrition has been modified thanks to constant research.
There is evidence that many of the diet components are related to the development
and progression of multiple metabolic pathologies such as diabetes, obesity,
metabolic syndrome, liver diseases and non-infectious nephropathies. It has been
observed that there are nutrients that produce a beneficial effect if included in the
food of individuals, derived from its properties not only nutritional but also for
therapeutic support it was created a new classification of the ingredients. This
classification includes the so called nutraceuticals; among which are the prebiotics,
probiotics and synbiotics, analyzed in this work, in order to investigate their effect
on metabolism and nitrogen balance, for which 15 adult small dogs were used,
divided in a completely randomized manner in 3 groups of 5 individuals each. The
dogs were fed daily with commercial feed, rationed based on their energy
requirement. The experiment consists of 3 treatments: Probiotic (Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium lactis), Prebiotic (1% inulin) and Synbiotic
(Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis plus 1% inulin), administered
1 time / day for 60 days. The serum concentration of urea (U) and ammonia (A)
was measured at days 0, 15, 30, 45 and 60 with the IDEXX Vet Test 8008
equipment. The results obtained show no difference (P> 0.05) in the serum
concentration of U and A between treatments. However, there is a difference (P
<0.05) in each of the treatments analyzed with respect to time. The only treatment
that had a beneficial effect is the prebiotic, evidenced by the decrease in U.

Keywords: Nutraceuticals, dogs, urea, ammonia, fiber, bacteria.
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1. INTRODUCCION

La evidencia de que una alimentacion adecuada es uno de los pilares de la
salud se ha ido consolidando en el estilo de vida de los humanos en los ultimos
afos y recientemente se ha adecuado este esquema en la alimentacién animal,
sobre todo en los animales de compafia (perros y gatos) que comparten no solo el
espacio y el alimento con sus tutores, sino también los gustos y costumbres. Lo
que lleva a la busqueda de nuevas tecnologias alimentarias que satisfagan la
necesidad de un alimento que no solo brinde nutrimentos sino que también aporte
un beneficio extra en el cuidado de la salud. Una de las lineas de investigacion
mas reciente, en este sentido, es la busqueda de propiedades o sustancias que

puedan aportar éste beneficio (Araya y Lutz, 2003; Valenzuela, et al., 2014).

Los alimentos por si solos cumplen la funcion de proporcionar nutrimentos a
los individuos que los consumen; sin embargo y gracias a los avances
tecnologicos, hoy podemos afirmar que ademas de esta funcién conocida como
Funcion nutrimental, los alimentos también poseen funciones secundarias como:
la Funcion sensorial, derivada de la capacidad que tienen los alimentos de
estimular el apetito y que depende de las caracteristicas organolépticas como:
color, olor y sabor. En cuanto a la Funcion saludable, esta deriva de las sustancias
quimicas que contienen y los efectos positivos que aportan o promueven a la

salud de los individuos (Araya y Lutz, 2003).

A partir de lo anterior se derivan conceptos como alimentos funcionales,

nutracéuticos y complementos alimenticios, muy relacionados entre si.

El término de Alimento funcional surgié en los afios ochenta para definir a
cualquier alimento o ingrediente que potencialmente proporcione beneficios a la

salud, tanto en el mantenimiento del estado de salud como en la reducciéon del



riesgo de padecer una enfermedad, mas alld del papel nutritivo basico (Sanders,
1998).

El concepto de Nutracéutico ha sido recientemente reconocido como "aquel
suplemento dietético que proporciona una forma concentrada de un agente
presumiblemente bioactivo de un alimento, presentado en una matriz no
alimenticia y utilizado para incrementar la salud en dosis que exceden aquellas

gue pudieran ser obtenidas del alimento normal” (Zeisel, 1999; Sloan, 1996).

Los Complementos alimenticios o suplementos dietéticos, como su nombre
lo indica, son productos utilizados para complementar elementos que se
encuentran en los alimentos como vitaminas, minerales, especies vegetales o
botanicas, aminoacidos, extractos y concentrados, metabolitos necesarios para la
adecuada funcion del organismo (Pérez-Leonard, 2006).

Dentro de los nutracéuticos han adquirido un papel relevante los
Probioticos, Prebidticos y Simbibticos, con importantes funciones en la prevencion
y tratamiento de las enfermedades, asi como en la regulacion del metabolismo e

incremento en la calidad de vida (Jones, 2002; Diplock, et al., 1999).

1.1. Probiobticos

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se consumen en
cantidades adecuadas confieren un beneficio de salud en el huésped (FAO/WHO,
2002).

Los probidticos se definen como ingredientes fermentadores selectivos que
producen cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota
gastrointestinal, por lo tanto, también confieren beneficios para la salud en el
huésped (Fuller, 1989; Gibson, et al., 2010).



Fueron descritos por primera vez por Metchnikoff, en 1908, con base en sus
observaciones sobre la longevidad de las personas que vivian en una region de
Bulgaria; dicha longevidad la atribuia a la ingestion, de forma regular, de productos

lacteos fermentados (Park y Floch, 2007).

1.1.1. Caracteristicas de los Probid6ticos

Existen varios criterios que los microorganismos deben cumplir para ser
considerados probidticos, deben ser seguros, viables y metabdlicamente activos
dentro del tracto gastrointestinal para ser beneficiosos para el huésped. Los
candidatos a productos probiéticos deben ser capaces de sobrevivir en un medio
acido y sales biliares durante por lo menos 90 minutos para llegar y adherirse al

epitelio intestinal para una subsiguiente replicacion (Lan-szu y Bart, 1999).

Idealmente los probiodticos deben ser capaces de (Dunne, et al., 2001;
Tomasik, et al., 2003):

e Originarse en la especie a ser tratada (productos de especies
cruzadas podrian no colonizar bien el tracto gastrointestinal).

e Sobrevivir en un ambiente de pH bajo.

e Ser capaces de sobrevivir al contacto con la bilis.

e Adherirse a las células epiteliales intestinales.

e Estabilizar la microbiota intestinal inhibiendo los patdégenos mediante
la produccién de sustancias antimicrobianas.

e Ser no patdgeno para el huésped.

e Tener la capacidad de multiplicarse rapidamente y colonizar el tracto
gastrointestinal de forma permanente o temporal.

e Estimular al sistema inmunitario.

e |Influir en la actividad metabdlica, como la actividad de la lactasa y la

produccion de vitaminas.



e Sobrevivir en los alimentos y a la produccién y envasado del

producto.

1.1.2. Funciones de los Probiéticos

Algunas de las funciones de los probidticos en el tracto gastrointestinal son
(Floch, et al., 2008):

e Nutricionales: sintesis de vitaminas del complejo B, mejoran la digestion
de la ingesta del huésped gracias a la produccion de enzimas proteoliticas.

e Por su interaccion con la microbiota del tracto gastrointestinal:
produccion de factores antimicrobianos, competencia por los sitios de
adhesion, disminucion del pH en el lumen intestinal.

e Fisicas: Aumento de la produccion de moco, mejoran la reparacion epitelial
y previenen la apoptosis, aumenta la actividad enzimatica de la membrana
de las vellosidades intestinales.

¢ Inmunoldgicas: Activacion de las respuestas inmunitarias especificas y de

adaptacion.

Los beneficios de la utilizacidbn de probidticos en animales domésticos
incluyen: la modulacion del sistema inmune, proteccion contra las infecciones
causadas por enteropatdgenos, aumento del crecimiento y desarrollo del huésped,
control de trastornos alérgicos, (Sarowska, et al., 2013; Walker, et al., 2008) y por
su efecto en el metabolismo del nitrdgeno, no liberan amonio (NH4*) ni
compuestos nitrogenados téxicos (aminas) (Gibson, et al., 2010; Salminen, et al.,
1999; Hall y German, 2007).



1.1.3. Ejemplos de Probidticos

Los microorganismos mas comunes usados como probidticos son
Lactobacillus spp (L rhamnosus, L acidophilus, L casei, L plantarum, L reuteri),
Saccharomyces boulardii, Bacillus cereus, Streptococcus spp (S thermophilus, S
faecium), Enterococcus faecium y Bifidobacterium spp (B bifidium, B breve, B
lactis, B longum) (Borchers, et al., 2004). De estos, Lactobacillus spp,
Enterococcus sp, y Bifidobacterium spp se usan con mayor frecuencia en
probiodticos comerciales humanos y animales (Borchers, et al., 2004; Sauter, et al.,
2006).

1.1.3.1. Lactobacillus ssp.

Los lactobacilos son bacilos Gram-positivos, no formadores de esporas,
anaerobios facultativos, fermentadores estrictos. La glucosa la pueden fermentar
predominantemente en acido lactico (homofermentativos) o en cantidades
equimolares de acido lactico, monéxido de carbono (CO) y etanol (y/o &cido

acético) (heterofermentativos) (Charteris, et al., 1997).

Los efectos benéficos que tienen sobre el huésped son:

e Colonizan rapidamente el epitelio intestinal de los vertebrados, lo que limita
la incorporacién de patdgenos en el epitelio.

e A través de la fermentacion, el lactato obtenido reduce el pH intestinal lo
gue limita el crecimiento de enterobacterias y ciertos enteropatégenos,
como Salmonella spp.

e Tienen acciones inmunorreguladoras, incluida una mayor actividad de los
macrofagos y la produccion de inmunoglobulinas (Ig A) (Limdi, et al., 2006;
Gotteland, et al., 2006).



1.1.3.2. Bifidobacterium spp.

Las bifidobacterias son bacilos polimorficos Gram-positivos que pueden
aparecer individualmente, en cadenas o en grupos. Estas bacterias no forman
esporas, no son moviles y no son filamentosas (Felis y Dellaglio, 2007). Su
morfologia varia de formas “Y” y “V” bifurcadas uniformes a ramificadas (Leahy, et
al., 2005). Son anaerobios obligados (algunas cepas pueden tolerar el oxigeno en
presencia de didxido de carbono (COz2)) (Simpson, et al., 2004). Bifidobacterium es
sacarolitico, produce &cido acético y lactico en la proporcion molar 3:2 sin
produccion de monoxido de carbono (CO). La enzima fructosa-6-fosfato
fosfocetolasa (enzima clave de la fermentacion glucolitica), sirve como un caracter
taxonomico en la identificacion del género, pero no permite la diferenciacion
interespecies. Son catalasa negativas con la excepcion de Bifidobacterium indicum
y Bifidobacterium asteroides, cuando se cultivan en presencia de aire (Felis y
Dellaglio, 2007).

Se reconoce como bacteria probiética por la produccion de &cido acético y
acido lactico que reduce el pH intestinal e inhibe competitivamente la colonizacién
de enteropatdégenos. También se ha propuesto que las bifidobacterias
contrarrestan las alteraciones identificadas en la microbiota intestinal después de
la terapia con antibiéticos y para producir ciertas vitaminas del complejo B
(Borchers, et al., 2004).

1.1.3.3. Enterococcus spp.

Son cocos Gram-positivos, anaerdbicos facultativos de la familia
Streptococcaceae. Son de forma esférica a ovoide y se presentan en pares o
cadenas cortas. Los enterococos son catalasa negativos, no forman esporas y

generalmente no son moviles. Estas bacterias se encuentran comunmente en la



microbiota intestinal de humanos y animales. E faecium SF68 es una cepa
probidtica especifica que se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades

diarreicas (Borchers, et al., 2004).

El género Enterococcus comprende 37 especies diferentes. E faecalis y E
faecium son los mas importantes porque se encuentran en mayor nudmero, su
papel patogénico y su multi-resistencia a antibioticos. Se han identificado cinco
grupos en el género, el grupo E faecalis sp; el grupo E faecium sp, que incluye E
hirae; el grupo E avium sp; el grupo E gallinarum sp; y los enterococos

desagregados (Gotteland, et al., 2006).

1.2. Prebi6ticos

Los prebiéticos se definen como ingredientes fermentables no digestibles
de los alimentos que actlan estimulando selectivamente el crecimiento y/o la
actividad de una de las especies de bacterias que estan ya establecidas en el
colon, o de un numero limitado de ellas, por tanto, también confieren beneficios
para la salud en el huésped (Gibson y Roberfroid, 1995; Andersson, et al., 2001;
Collins y Gibson, 1999).

Para que un sustrato dietético se clasifigue como prebidtico debe cumplir

los siguientes criterios:

1. El sustrato no debe hidrolizarse ni absorberse en el estbmago o el
intestino delgado.

2. Debe ser selectivo para las bacterias comensales benéficas en el colon
tales como las bifidobacterias.

3. La fermentacion del sustrato deberia inducir efectos luminales y/o

sistémicos beneficiosos dentro del huésped.



Los prebioticos consisten principalmente en oligosacaridos, moléculas de
dos o mas monosacaridos unidos mediante enlaces glucosidicos, los cuales son
fermentados en el colon por la microbiota formando acidos grasos de cadena corta
(AGCC), principalmente, acetato, propionato y butirato y otros metabolitos como
lactato, piruvato, etanol, succinato y gases como: (CO2), metano (CHas) y &cido
sulfhidrico (H2S) (Roberfroid y Gibson, et al., 2010).

Los AGCC acidifican el pH Iluminal que suprime el crecimiento de
patégenos, también influyen en la motilidad intestinal. El butirato se metaboliza en
gran medida por el epitelio colénico, donde sirve como el principal sustrato de
energia y como un regulador del crecimiento y la diferenciacion celular de la

mucosa colonica (Roberfroid y Gibson, et al., 2010; Mussatto y Mancilha, 2007).

Diversos sustratos pueden ser fermentados por la microbiota del colon;
aportados por la dieta se encuentran los almidones resistentes, seguidos de
polisacaridos no amilaceos derivados de plantas, como pectina, celulosa,
hemicelulosa, goma guar. Oligosacaridos tales como lactulosa, rafinosa,
estaquiosa y fructooligosacaridos (FOS), inulinas, isomaltooligosacaridos, lactilol,
lactosacarosa, oligofructosa, pirodextrinas, galactooligosacaridos,

xilooligosacéridos (Sekhon y Jairath, 2010; Mussatto y Mancilha, 2007).

Las glicoproteinas de mucina, producidas por las células caliciformes en el
epitelio coldnico, los mucopolisacaridos como el sulfato de condroitina y heparina,
y secreciones pancreaticas y bacterianas son otros sustratos fermentables,
aungque en menor medida que los carbohidratos, al igual que algunas proteinas y
péptidos que no fueron digeridos el intestino delgado (Manning y Gibson, 2004;
Gibson, et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberfroid%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20920376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20920376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roberfroid%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20920376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20920376
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20920376

Algunos estudios en perros sanos alimentados con una dieta suplementada
con achicoria, como fuente de un oligosacarido fermentable, demostraron una
consistencia fecal firme, pH fecal bajo, y el aumento de los niveles de
bifidobacterias y disminucién de Clostridium perfringens en sus heces en
comparacion con los animales con una dieta rica en proteinas (Zenteck, et al.,
2003). Por el contrario, la alimentacion de perros con bajo nivel de fibra dietética
cuando se empledé pulpa de remolacha, observaron la disminucion de

Fusobacteria y el aumento de Firmicutes (Middelbos, et al., 2010).

1.3. Simbidticos

Los simbioticos se refieren a la mezcla de probidticos y prebidticos que
afecta beneficiosamente al huésped mejorando la supervivencia y la implantacion
de suplementos dietéticos a base de microorganismos vivos en el aparato
digestivo del huésped (Gibson y Roberfroid, 1995; Andersson, et al., 2001; Collins
y Gibson, 1999).

Son suplementos nutricionales que combinan probi6ticos y prebioticos que
actlan en conjunto de manera sinérgica, ya que se ha sugerido que una
combinacion de un probidtico y un prebidtico, podria ser mas activa que un
probiodtico o prebiodtico solo en la prevencion de trastornos gastrointestinales. Sin
embargo, el reto es determinar la mejor combinacién para cada enfermedad y
cada individuo (Bengmark, 2005; Geiner, et al., 2007; Collins y Gibson, 1999).

Para establecer un simbidtico es necesario considerar que hayan
demostrado beneficios individuales (probioticos y prebidticos) para determinar si
hay efectos aditivos (Geiner, et al., 2007). Ejemplos de simbiéticos son
Bifidobacteria + Fructooligosacéaridos, Lactobacilli + Lactitol, Bifidobacteria +

Galactooligosacéridos (Collins y Gibson, 1999).



1.4. Uso en la Salud

La utilizacion de ciertas cepas de bacterias como terapia o prevencion de
enfermedades patdgenas del tracto gastrointestinal en humanos ha sido descrito
desde comienzos del siglo XX. Fue el inmundlogo Elias Metcnikoff (premio Novel
de Medicina) el primero en estudiar los efectos benéficos del yogurt en la vida de
las personas que se alimentaban con él, atribuyendo estos efectos al acido lactico
gue producen los microorganismos acido lacticos; el cual altera el pH del medio y
provoca un efecto antagonico y una disminucion en el crecimiento de las bacterias

patégenas (Park y Floch, 2007).

Sin embargo, estudios epidemioldgicos, realizados en humanos, dan
evidencia de que el desarrollo de algunas enfermedades esta relacionado
directamente con la biota intestinal, siendo asi que en la colonizacion el tracto
gastrointestinal han coevolucionado juntos y juega un papel importante en la
prevencion de enfermedades debido a la interaccibn microorganismo-huésped,
aunque, cuando el balance no es el apropiado y el mutualismo o simbiosis se ven
alterados pueden propiciar el desarrollo de un trastorno o enfermedad (Vael, et al.,
2009; Ruemmele, 2009). Las modificaciones de la microbiota del intestino, ya sea
en cantidad o composicion, incrementan el riesgo de generar infecciones y causar

problemas digestivos (Vanderhoof, 1998).

1.5. Uso en Perros

Una parte importante de la salud de los animales se deriva desde el
intestino. El tubo digestivo alberga una comunidad microbiana compleja que
afectan tanto a la absorcion y el metabolismo de los nutrimentos, asi como
funciones de proteccion del huésped. Cualquier alteracion dentro de la microbiota
intestinal pueden conducir al desarrollo de diversas enfermedades y trastornos
(Lee y Hase, 2014).
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Se sabe que la microbiota normal es uno de los mecanismos de proteccion
en el tracto gastrointestinal de los animales ya que sirve como barrera contra la
colonizacion de los microorganismos patdégenos. Asi mismo, la microbiota tiene
diversos efectos en las funciones inmunoldégicas, fisiologicas y bioquimicas de su
huésped, por lo que el uso de estos microorganismos como complemento
alimentario se ha utilizado en la prevencion, tratamiento o control de diversas
enfermedades en el humano y recientemente se usan como mecanismos de
prevencion y/o tratamiento en diferentes patologias en perros y gatos (Lee y Hase,
2014).

1.6. Participacion en el Metabolismo del Nitrégeno

Recientemente se ha observado que la utilizacion de microorganismos
(probidticos) y sustratos que sirven de alimento a estos microorganismos
(prebidticos) adicionados a la dieta en forma simultanea (simbidticos) tiene un

efecto benéfico en el metabolismo del nitrégeno.

El higado es el principal responsable de la mayor parte de la
desintoxicacion del amoniaco. El amoniaco se genera principalmente en el aparato
digestivo por la accion bacteriana en la degradacion de las aminas, los
aminoécidos y las purinas, por la accion de la ureasa bacteriana sobre la urea y
por el catabolismo intestinal de la glutamina. El amoniaco difunde a través de la
mucosa intestinal a la circulacién portal, donde llega al higado. Después de la
captaciéon por los hepatocitos, el amoniaco se metaboliza por la conversion
enzimatica a urea en el ciclo mitocondrial de la urea o por su consumo en la
sintesis de glutamina. A continuacion la urea se excreta por el rifién. El amoniaco
que se escapa al metabolismo hepatico entra en la circulacion sistémica donde
otros tejidos, como los rifiones, el masculo, el cerebro y el intestino, lo metabolizan
mediante la formacion de glutamina (Fig. 1) (Berg, et al., 2008; Guyton y Hall,
2011; Webster, 2007).
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La incapacidad del higado para metabolizar el amoniaco o desviarlo de la
sangre portal desde el higado produce hiperamonemia (Berg, et al., 2008; Guyton
y Hall, 2011; Webster, 2007).

En el caso de la insuficiencia renal existe un aumento de la concentracion
de urea y otros compuestos nitrogenados como el &cido Urico y la creatinina,
aunque también pueden verse afectados por el estado de hidratacion, el contenido
de proteinas en la dieta, hemorragias digestivas, la tasa de filtracion glomerular y
la diuresis de liquidos y solutos (Berg, et al., 2008; Guyton y Hall, 2011; Webster,
2007).

La azotemia y la uremia se deben a la acumulacién de subproductos del
catabolismo, de una ingesta proteica excesiva y de la degradacion de la proteina
enddgena. Un consumo demasiado elevado de proteina, exacerba la azotemia y la
morbilidad de la insuficiencia renal cronica (IRC), sin embargo, una restriccion
proteica severa puede promover un déficit proteico alterando la respuesta inmune,
reduccion en la produccién de hemoglobina y la concentraciébn de proteinas
plasmaticas, ademas de promover el desgaste muscular. Algunos estudios han
mostrado que la reduccién de la ingesta proteica, reduce el nitrégeno ureico en
sangre (BUN) (Blood urea nitrogen, por sus siglas en inglés) y mejora el cuadro
clinico en los perros con IRC (Polzin, et al., 1983; Leibetseder y Neufeld, 1991;
Jacob, et al., 2002).

Se ha mostrado que la fibra fermentable de la dieta, influye en la excrecion
de nitrogeno (N2) y las concentraciones sanguineas de urea. Esta fibra altera el
flujo de urea y amoniaco en el intestino grueso y ciego, desplazando la excrecion
desde los rifiones a través de la orina, hasta el intestino grueso a través de las
heces, esto promueve la reduccion del BUN. La fibra fermentable aumenta el
crecimiento y la actividad bacteriana en intestino grueso. La produccion de AGCC,

obtenidos a partir de la fermentacion, son utilizados por las células del colon como
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fuente de energia, lo que promueve el crecimiento del epitelio y se aumenta el
area de superficie. Se incrementa el flujo sanguineo al colon, lo que conlleva a una
mayor disposicion de la urea y con ello un aumento de la excrecion de N2. Las
bacterias que proliferan en el colon, producen ureasas que convierten la urea en
amoniaco y (COz2), este amoniaco es utilizado como fuente de N2 para la sintesis
de proteina bacteriana, esto promueve la reduccion del BUN debido a la
incorporacion en las bacterias y que sera eliminado a través de las heces (Fig. 1)
(Titens, et al., 1996; Younes, et al., 1997; Assimon y Stein, 1994; Bliss, et al.,
1996; Howard, et al., 1997, Brown, et al., 1998).

deaminatio
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Excreted in urine

Figura 1. Produccion y eliminacion del amoniaco y la urea

13



2. JUSTIFICACION

Actualmente existe en el mercado una amplia gama de productos
nutracéuticos o complementos alimenticios que contienen probidticos, prebidticos
0 simbidticos y, de uso mas reciente, en productos veterinarios para pequefias
especies, cuyos beneficios no son del todo claros o manifiestos. Dado que la
administracion de estos productos en perros y gatos se ha hecho por traspolacion
de los efectos terapéuticos en humanos, se requiere de estudios particulares en
estas especies con el fin de conocer los efectos reales en el organismo, siendo
uno de ellos el uso de compuestos nitrogenados resultantes del metabolismo
proteico, a través de la medicién de ciertos parametros como amoniaco y urea en

sangre.

3. HIPOTESIS

La complementacibn de un simbidtico (Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium lactis e inulina) en la dieta para perros sanos, tiene una mayor
eficiencia en la disminucion de la concentracion sérica de los productos del
metabolismo de proteinas, que la adicibn de un probiético (Lactobacillus

acidophilus y Bifidobacterium lactis) y un prebiético (inulina) en forma separada.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inclusion de Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium lactis como probidtico, inulina (1% de la racion diaria) como
prebiotico y la combinacién de ambos como simbiético en la concentracion sérica
de los productos del metabolismo de proteinas (urea y amoniaco) en perros

adultos de talla pequefa clinicamente sanos.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion de urea en suero de perros adultos sanos
tratados con una dieta adicionada con Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium lactis_como probiético, inulina (1% de la racién diaria) como

prebidtico y la combinacion de ambos como simbidtico.

2. Determinar la concentracién de amoniaco en suero de perros adultos sanos
tratados con una dieta adicionada con Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium lactis como probiético, inulina (1% de la racién diaria) como

prebiético y la combinacion de ambos como simbidtico.

3. Analizar el efecto tiempo-tratamiento de la concentracion de la urea y el

amoniaco.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron 15 perros adultos de talla pequefa (de 5 a 9 kg peso corporal),

entre 1 a 3 aflos de edad. Se realiz6 examen fisico general y quimica sanguinea a

los sujetos de experimentacion con la finalidad de definir su estado de salud.

Los animales fueron alimentados con alimento comercial seco de la marca

Exceed Member’s Mark ®, con una densidad energética de 353 kilocalorias de

energia metabolizable por 100 gramos de peso del alimento (EM kcal/100g),

calculada mediante el analisis garantizado impreso en la etiqueta y factores
Atwater modificados (Thatcher, et al., 2000) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Calculo de la densidad energética del alimento comercial
Exceed Member’s Mark ®

Factor Atwater

_ % de .
Nutrimento B modificado para Kcallg
Inclusiéon Perros
Proteina Cruda 26 3.5 91
Grasa Cruda 16 8.5 136
Fibra Cruda 3
Humedad 12
Cenizas 7
Elementos libres de
o _ 36 3.5 126
nitrégeno (carbohidratos)
EM kcal/100g 353
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El porcentaje de inclusion de carbohidratos (% ELN) se calculé a partir de

restarle a 100 la suma de todos los elementos del andlisis garantizado, esto es:

% ELN = 100 — (% Proteina Cruda (PC) + % Grasa Cruda (GC) + % Fibra

Cruda (FC) + % Humedad + % Cenizas)

La racion de alimento ofrecido se calcul6 con base en el requerimiento
energético diario (RED) para mantenimiento de perros adultos intactos y la
densidad energética del alimento (Thatcher, et al., 2000) dividida en 2 porciones.
Se proporcion6 agua ad libitum y se mantuvieron con sus tutores hasta el final del

experimento.

El RED se obtuvo mediante el calculo del requerimiento energético en
reposo (RER) por una constante de 1.8 que corresponde a perros adultos intactos
(RED = RER * 1.8). El RER se calcul6 de acuerdo al peso corporal en kilogramos
(PCkg) elevado a una potencia de 0.75, por una constante que es 70 (utilizada en
el caso de mamiferos) (RER = 70 * (PCkg) °7°).

5.2. Criterios de Inclusién, Exclusion y Eliminacién

a) Inclusién: Todos aquellos individuos clinicamente sanos, con un peso

corporal <10 kg, condicién corporal 3/5, de 1 a 3 afios de edad.

b) Exclusion: Todos aquellos individuos que no cumplieron con el perfil

solicitado.

c) Eliminaciéon: Todos aquellos individuos que durante el estudio aumentaron

su condicion corporal o enfermaron.
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5.3. Tratamientos

Se formaron tres grupos de cinco perros cada uno: Grupo | dieta con
probiético, alimento comercial adicionado con Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium lactis, Grupo Il o dieta con prebidtico, alimento comercial
adicionado con inulina y Grupo Il o dieta con simbidtico; alimento comercial

adicionado con Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis e inulina.

El probidtico utilizado fue de la marca Probiolog® de laboratorio Mayoly
Spinder. La concentracion de probiético adicionada a la racion diaria de los
animales fue de 6 log UFC/g de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis,
equivalente a dos cépsulas al dia. Para el caso de la inulina, ésta se adicion6 a

razon del 1% del total de la racién del alimento diario.

Para evitar trastornos gastrointestinales ocasionados por el cambio de
alimento, se realizd una transicion alimenticia con un periodo de adaptacion de 15
dias.

5.4. Toma de las Muestras

Se realizé puncién de la vena cefalica a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de

tratamiento.

5.5. Determinacién de la Concentracién de Metabolitos Proteicos

La determinacion de urea y amoniaco se realizé en forma automatizada con
el equipo IDEXX Vet Test 8008.
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5.6. Andlisis Estadistico

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. El tamafio de

la muestra es de 5 perros por tratamiento (n = 5).
Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo ANOVA de dos vias

con prueba de Bonferroni t-test para diferencia de medias en el programa SIGMA
PLOT 13.
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6. RESULTADOS

6.1. Amoniaco

En la concentracion sérica de amoniaco (Fig. 2) de perros tratados con
probidticos, prebidtico y simbiotico no se observo diferencia entre tratamientos (p >
0.05). Sin embargo el analisis de regresion lineal (Fig. 3) mostro diferencias en el

tiempo (p < 0.05) en todos los tratamientos.
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Figura 2. Concentracion de amoniaco en suero (uM) en perros

suplementados con probioticos, prebidticos y simbidticos

20



2 100 -

ry

o

2 80 -

=

a

S

s 60 1

=

=]

£

5 40 -

=]

5

E 20 4 Probidtico Prebidtico Simbiético

E R?0.1523 R?0.259 R?0.5036

§ U ] T 1 ] 1] L ] ] T ] ] ] T 1 1 1 1
© 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60

Tiempo (dias)

Figura 3. Regresién lineal de la concentracién de amoniaco en suero (uM) en

perros suplementados con probiéticos, prebidtico y simbidtico

El comportamiento del amoniaco en el tiempo tuvo un efecto cuadréatico en
todos los tratamientos, con tendencia a incrementar en el grupo de individuos que
recibieron el prebiotico al dia 45 y a disminuir en los otros dos grupos a mitad del

estudio, con un ligero incremento hacia el final.

Es importante mencionar que los valores de amoniaco observados en todos
los tratamientos (excepto el tratamiento adicionado con prebidtico a los 45 dias)
permanecieron dentro del rango de la concentracidbn normal reportada en perros
(15 — 54 umol/L) (Willard, et al., 2002) (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracion de amoniaco en suero respecto al rango fisiolégico

en perros suplementados con probidéticos, prebidtico y simbiotico

6.2. Urea

La concentracion sérica de urea no mostro diferencias (p > 0.05) entre
tratamientos. Sin embargo se observdé un comportamiento cuadratico en el tiempo
(Fig. 5). El analisis de regresién mostrd una tendencia a la disminucion de la urea

en el tratamiento con prebioticos al dia 45 (Fig. 6).
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Figura 5. Concentracion de urea en suero (mM) en perros suplementados

con probidticos, prebidtico y simbidtico

Los resultados de este metabolito en los animales del presente estudio se
encuentran por arriba del limite superior reportado en perros (2.5 — 11.5 mM)
(Willard, et al., 2002) (Fig. 7), excediendo el valor del limite superior en los tres

tratamientos, en un rango que va del 10 al 35% del valor sefialado.

Pese a que no se encontraron diferencias (p > 0.05) en la concentracion
sérica de urea entre tratamientos, se observé que al igual que el amoniaco tiene
un comportamiento cuadratico en relacion al tiempo y que existieron diferencias (p

< 0.05) en todos los tratamientos (Fig. 5).
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Figura 6. Regresion lineal de la concentracion de urea en suero (mM) en

perros suplementados con probiéticos, prebidtico y simbiotico

El andlisis de regresion de cada uno de los tratamientos mostr6 un

comportamiento que tuvo tendencia a normalizarse con el tiempo (Fig. 6).
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Figura 8. Analisis de correlaciéon de Pearson y linearizacion de la produccién
de urearespecto ala concentracion de amoniaco de perros tratados con

prebidticos

En la figura 8 podemos observar que la concentracibn de amoniaco es
dependiente de la concentracion de urea en el grupo de animales tratados con
prebioticos. Por cada valor incrementado de urea existe un incremento en la

formacion del amoniaco, lo que sugiere que no hay efecto benéfico.
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Figura 9. Andlisis de correlacion de Pearson y linearizacion de la produccion
de urearespecto ala concentracién de amoniaco en perros tratados con

probioticos

Existe correlacién positiva tiempo-tratamiento entre la concentracion sérica
de urea y la concentracion sérica de amoniaco (p < 0.05) en los perros
suplementados con probioticos, lo que sugiere que por cada unidad de urea

incrementada habra mayor concentracion sérica de amoniaco en sangre (Fig. 9).
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Figura 10. Andlisis de correlacion de Pearson y linearizacion de la
produccion de urea respecto a la concentracion de amoniaco en perros

tratados con simbidticos

En la figura 10 se observa el analisis de la correlacién existente entre la
produccion de urea, medida como concentracién sérica, y el correspondiente
incremento de amoniaco en suero en perros que recibieron como suplemento la
combinacion de un prebidtico y un probidtico (simbiotico). En la grafica se aprecia
claramente una pendiente mas acentuada comparada con los tratamientos en
forma independiente (prebidtico y probiotico), lo que sugiere que este nutracéutico
no tiene efecto en la prevencién y/o control de la formacion y eliminacion de

amoniaco sanguineo.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se evalu6 el efecto de los probidticos, prebioticos y
simbidticos en el equilibrio del nitrdgeno en perros, para lo cual se analizaron

diferentes concentraciones de amoniaco y urea en suero.

El amoniaco (NHs") es un producto del metabolismo del nitrégeno (N2) de
todas las células del organismo, pero especialmente de las del intestino, el higado
y los rifiones. La mayor parte del amoniaco producido es utilizado por el higado
para la produccion de urea (Fig. 1), la cual también es un producto de deshecho
pero menos toxico que el amoniaco. En condiciones fisiologicas la tasa de

produccion y eliminacion es estable y se mantienen estrechamente reguladas.

Los resultados obtenidos en los distintos tratamientos de este estudio
reportan que no existieron diferencias entre ellos (p > 0.05), sin embargo se
encontré una diferencia significativa en el tiempo (p < 0.05) en todos los
tratamientos, lo que es indicativo de que a mayor tiempo de uso de estos
productos los efectos se acentian. Ademas de lo anterior, el comportamiento del
amoniaco en el tiempo tiene un efecto cuadréatico en todos los tratamientos, con
una tendencia a incrementar en el grupo de individuos que recibieron el prebiético
y a disminuir en los otros dos grupos a mitad del estudio (fuera de las
concentraciones normales), con un ligero incremento hacia el final (dentro de las
concentraciones normales) (Fig. 2). Es importante mencionar que los valores de
amoniaco observados en todos los tratamientos (excepto el tratado con prebiotico
a los 45 dias) permanecieron dentro del intervalo de la concentracidon normal

reportada en perros (Fig. 4).
Gibson, et al. (2004) y Flickinger, et al. (2002) sostienen que el consumo de
prebioticos conduce a la regulacion del crecimiento y tipo de bacterias del

intestino, propiciando un mayor numero de bacterias benéficas como Lactobacillus
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spp y Bifidobacterium spp. Estas bacterias tienen la capacidad de fermentar
carbohidratos no digestibles, reducir el pH del intestino produciendo AGCC,
ayudan a la exclusion competitiva de patdégenos, estimulan la produccion de
inmunoglobulinas, entre otros efectos benéficos. Por otro lado Jenkins, et al (1999)
mencionan que el efecto benéfico de los prebidticos se debe a la capacidad de las
bacterias para utilizarlos como sustrato, lo que contribuye al crecimiento
bacteriano y consecuentemente ayuda al huésped en la disminucion de la
concentracion sérica de esta molécula debido a que es una de las fuentes de N2
para el metabolismo bacteriano de proteina. En el presente estudio, la
concentracion de amoniaco tiene un comportamiento cuadratico en el tiempo, esto
es, tiende a disminuir hacia el dia 30, con un incremento en el dia 45 y una nueva
disminucién el dia 60, lo que sugiere una alteracion en el crecimiento bacteriano

por una posible saturacién por el sustrato y adaptacion de las bacterias al mismo.

Estudios en ratas adicionadas con diferentes tipos de fibras a una
concentracion de 8%, se observd una disminucion de las concentraciones
plasmaticas de urea un 37%. (Younes, et al., 1996) La disminucion de la
concentracion plasmatica de urea puede explicarse por el metabolismo o actividad
bacteriana del N2 en el ciego. La mezcla de oligo/fibra genera la proliferacion
bacteriana caracterizada por la produccién de AGCC, disminucion del pH cecal y
marcada hipertrofia cecal. A la concentracién de 8% de oligo/fibra, la absorcion de
BUN en el ciego se incrementdé en mas de 2 veces. Hubo un aumento
compensatorio en el flujo de N2 amoniacal desde la luz del intestino hacia sangre a
niveles mas altos (dentro de las concentraciones normales), la direccion del N2 se
mantuvo fuertemente en la direccién del lumen cecal en las ratas alimentadas con

oligoelementos (Younes, et al. 1996).
La urea (CO (NH2)2) es sintetizada en el higado a partir de amoniaco (ciclo

de la urea), se secreta al torrente sanguineo y finalmente es filtrada por los rifilones

para excretarse en la orina. Debido a que la urea representa entre el 80-90% del
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N2 urinario, la excrecion urinaria del N2 ureico es un valioso indicador del estado
del catabolismo celular y tisular (Konstantinides, 1992). La concentracion
sanguinea se puede incrementar por: la actividad muscular, traumas, infecciones,
ayuno, etc. Los resultados de este metabolito en los animales del presente estudio
se encuentran por arriba del limite superior reportado en perros (11.5 mM)
(Willard, et al., 2002) (Fig. 7). Pese a que no se encontraron diferencias en la
concentracion sérica de urea entre tratamientos (p > 0.05), se puedo observar
que, al igual que el amoniaco, tuvo un comportamiento cuadratico en relacién con
el tiempo y existieron diferencias significativas (p < 0.05) en todos los tratamientos
(Fig. 8). El analisis de regresion de los tratamientos mostr6 un comportamiento

gue tendio a normalizarse con el tiempo (Fig. 9).

De acuerdo con Younes, et al. (1995) y Tetens, et al. (1996) un
desplazamiento de la excrecion de Nz de la orina hacia las heces depende en gran
medida de la eficacia de los tipos de fibra que se utilizan para mejorar la
proliferacion bacteriana cecal, el aumento de la masa bacteriana fecal y la
excrecion de N2 a través de esta ruta. En este estudio se muestra una ligera
disminucién en las concentraciones de amoniaco al dia 30 y la mayor
concentracion de urea para el mismo dia, lo que sugiere que hubo una mayor
utilizacién de amoniaco por parte de las bacterias como fuente de Nz y por lo tanto

una mayor formacion de urea como parte del metabolismo de éstas.

En estudios realizados en ratas, alimentadas con inulina (15%) y caseina
(normal; 15% vy alto; 45%), para determinar el balance de N2 y los procesos de
intercambio de éste entre el plasmay el intestino grueso, no observaron cambios
en los grupos adicionados con caseina, mientras que aquellos que recibieron
inulina, disminuyen (aparentemente) la absorcion de Nz en el intestino, en este
mismo grupo de animales, ademas se observé acidificaciéon del contenido e
incremento de la reserva de &cidos grasos volatiles en ciego y la hipertrofia del

epitelio de este 6rgano. Lo que sugiere un efecto benéfico ya que al incrementar la
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excrecion del N2 por via cecal disminuye su eliminacion a través de la via renal
previniendo las nefropatias metabdlicas, fenbmeno que se observa con mayor
frecuencia en los animales cuando son alimentados con los requerimientos de
proteina recomendados por NRC (National Research Council, por sus siglas en
inglés) (Levrat, et al., 1992). En otro estudio hecho por Younes, et al. (1996) en la
misma especie adicionadas con diferentes tipos de fibras a una concentracion de
8%, observaron una descenso de las concentraciones plasmaticas de urea de un
37%. La alimentacion con la mezcla de oligo/fibra provocd una proliferacion
bacteriana caracterizada por la produccién de AGCC, disminucion del pH cecal y
marcada hipertrofia cecal. Al nivel de 8% de oligo / fibra, la absorcion de nitrégeno

ureico de la sangre en el ciego se incrementd en mas de dos veces.

En un estudio realizado en perras adultas (ovariohisterectomizadas), para
evaluar los efectos de la inclusion de diferentes tipos de fibra en la dieta sobre el
contenido energético y la concentracion de N2 de la misma, y los cambios de la
microbiota en el intestino, se observé una disminucién en la ingesta e incremento
de la digestibilidad de la materia seca, y un aumento en el conteo de bacterias
aerdbicas en el colon distal, en los animales que recibieron dietas adicionadas con
FOS. Por otro lado, en los animales que recibieron una mezcla de goma arabica y
FOS se observo una mayor excrecion de Nz (g/dia) microbiano en heces y una

disminucion en el conteo de Clostridium spp en el ileon (Howard, et al., 2000).

En la evaluacion de probidticos (Bacillus subtilis) en perros adultos, no se
observd disminucion de la concentracion sérica de urea; sin embargo, existe un
incremento de la concentracion de amoniaco (p < 0.05) en los periodos de 30 a 45
y 30 a 60 dias (Cosio, 2014), resultados similares a los encontrados en este
estudio donde se observa un incremento de esta molécula al dia 45 de
tratamiento. Por otro lado en la evaluacién de los efectos de los prebibticos
(inulina), en perros domésticos, se observo una disminucién de la concentracién

sérica de amoniaco a los 90 dias de tratamiento, sin evidencia de cambios en las
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concentraciones de urea (Pérez, 2014), comparado con nuestro estudio podemos
observar que hay una diferencia de 60 dias en la aparicién de los cambios en la

concentracion de esta molécula.

33



8. CONCLUSIONES

La inclusion de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis como
probiotico no tiene efecto sobre los parametros metabdlicos del nitrégeno:

concentracion de amoniaco y urea.

La inclusion de inulina (1% de la racion diaria) como prebidtico tiene efecto
positivo sobre los parametros metabolicos del nitrégeno, disminuyendo la

concentracion de urea, sin efecto en la concentraciéon de amoniaco.

La inclusibn de la combinacibn de Lactobacillus acidophilus vy
Bifidobacterium lactis e inulina (1% de la racién diaria) como simbidtico no tiene
efecto sobre los parametros metabdlicos del nitrdgeno: concentracion de

amoniaco y urea.
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