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Alternativas a los antibioticos
promotores del crecimiento en

Acido Benzoéico, extracto de canela y extracto de pomelo

Ndria Andrés Elias
Veterinaria

El uso de aditivos

antibiodticos, también
conocidos como antibidticos
promotores del crecimiento
(APC) es una practica
prohibida en alimentacion
animal desde el 1 de enero
de 2006, segun dispone el
Reglamento (CE) n°
1831/2003. Desde el anuncio
de la prohibicion de su uso,
la busqueda de sustancias

que mimeticen sus efectos a
través de distintos modos de
accion ha marcado una linea
a seguir en el campo de la
investigacion en
alimentacion animal.
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1 presente documento es el re-
E sumen de un experimento lle-

vado a cabo en el marco del
proyecto europeo FOODCT-2004-
506144, llamado “Feed for pig health”
(www.feedforpighealth.org/). Se trata
de un proyecto coordinado por la uni-
versidad de Bristol (UK) en el que
participan 13 grupos pertenecientes a
7 paises europeos. IRTA (Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimenta-
ries) es el representante espafiol. El
proyecto FFPH se estructura alrede-
dor de cinco objetivos. El primero de
ellos consiste en seleccionar extractos
de plantas y otras sustancias natura-
les (el acréonimo inglés es “PENS,
Plant Extracts and Natural Substan-
ces”) en base a su efecto “in vitro” so-
bre el contenido gastrointestinal y las

células epiteliales intestinales. Un se-
gundo objetivo seria el de evaluar los
efectos “in vivo” de los PENS seleccio-
nados segln criterios preestablecidos
de salud intestinal (fisiol6gicos, mi-
crobioldgicos e inmunolégicos). El
tercer objetivo es determinar el meca-
nismo por el cual los PENS modifican
el sistema inmunolégico del hospeda-
dor. El cuarto objetivo incluye experi-
mentos de “desafio” en los que se eva-
laan las sustancias segn su capaci-
dad para alterar la susceptibilidad del
lechon a sufrir una infeccion provoca-
da experimentalmente. El quinto y al-
timo objetivo consistiria en la evalua-
cion de los PENS seleccionados en ex-
perimentos de produccién a gran es-
cala. Su homologo en alimentacion de
aves seria el proyecto Poultryflorgut .




[ El periodo del
destete

Cambios fisiologicos

El lechén destetado en con-
diciones comerciales sufre un
conjunto de cambios con res-
pecto a la etapa de lactancia
que tienen una repercusion
negativa sobre el funciona-
miento de su aparato digesti-
vo. El destete de un cerdo en
condiciones naturales tiene
lugar entre las 12 y las 16 se-
manas de vida, lo que se considera la
edad natural de destete. Durante es-
te tiempo, el cerdo desarrolla la ca-
pacidad de digerir alimento sélido y
va disminuyendo gradualmente el
consumo de leche. En condiciones
comerciales esto ocurre a las 3 - 4 se-
manas. Asi, el destete brusco de los
animales a una edad muy temprana
en comparacion a lo que sucede en
condiciones naturales supone, de en-
trada, una falta de preparacion del
aparato digestivo del animal para
aprovechar el alimento que se le
ofrece. A la falta de madurez del trac-
to gastrointestinal (TGI) para afron-
tar el cambio nutricional que supone
el destete, hay que sumarle los cam-
bios ambientales y sociales que se
producen en ese momento. Los cer-
dos de distintas camadas son mez-
clados y deben establecer la jerar-
quia social, ademés de adaptarse a
unas nuevas instalaciones con distin-
tas condiciones de temperatura, su-
ministro de agua y alimento. A con-
secuencia de esto, durante el proceso
de adaptacion y aprendizaje hay una
disminucion de la ingesta de alimen-
to. Esta disminuci6én en si misma tie-
ne un efecto negativo sobre la inte-
gridad del epitelio intestinal, esto es,
un efecto negativo sobre su funcién
de “barrera” contra antigenos y bac-
terias. A esto hay que sumarle la in-
madurez del sistema inmunitario du-
rante el destete, lo que también favo-
recera el que microorganismos co-
mensales y/o ambientales patégenos
puedan colonizar el intestino y cau-
sar enfermedad, contribuyendo a la
pérdida de integridad del epitelio y
agravando asi lo que la anorexia
post-destete habia desencadenado.

Entre los indicadores de integridad
del intestino delgado mé4s comtinmen-
te utilizados se encuentran:
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beneficiosos de la microbiota

Algunos de los efectos

comensal son los de ofrecer

resistencia a la colonizacion por
parte de bacterias patogenas,
generar nutrientes, y estimular
el desarrollo de las defensas

intestinales

» Las medidas histolégicas de altura
de vellosidades y profundidad de
criptas. El destete causa una reduc-
cién de la altura de las vellosidades y
un incremento de la profundidad de
las criptas (Pluske y col., 1996a,
1996b). Esto supone una disminu-
cion de la capacidad digestiva y ab-
sortiva del intestino.

« La producciéon de mucus. Aunque
la secrecion real de mucus no se pue-
de medir, un incremento en el nt-
mero de células caliciformes, que
son las que lo producen y almacenan
indicaria un aumento en su produc-
ciéon. De todas maneras, la impor-
tancia del nimero de células de Go-
blet como indicador de integridad
intestinal es limitada por la incon-
sistencia de las respuestas observa-
das en el periodo post-destete.

« Permeabilidad transepitelial a
compuestos marcados de distinto
peso molecular como el manitol, la
lactulosa o la ovo-albimina. Un in-
cremento del transporte paracelular
de marcadores seria indicativo de
que la integridad de la mucosa ha
disminuido y los patogenos y toxinas
pueden cruzar la barrera epitelial.

« El grado de inflamacién. El segui-
miento de distintas poblaciones de
células inflamatorias y moléculas re-
lacionadas con la inflamacién tam-
bién es indicativo del grado de inte-
gridad epitelial, ya que cuando los
agentes patdgenos cruzan la primera
linea de defensa sus metabolitos o
los mediadores liberados por las cé-
lulas epiteliales pueden producir
una respuesta inflamatoria (Gas-
kins, 1997).

« Actividad enzimaética del borde en
cepillo. Esta aumentaria en direc-
cion apical desde la base de las crip-
tas intestinales al apice de las vello-
sidades (Miller y col., 1986; Fan y

col., 2001), lo cual estaria relaciona-
do con un mayor grado de diferen-
ciacion de los enterocitos. Creci-
miento del animal. La ganancia de
peso media diaria, la longitud y peso
del intestino delgado, el peso de los
organos digestivos y el estado de sa-
lud son indicadores del grado de de-
sarrollo intestinal y su capacidad di-
gestiva y, por tanto, del grado de in-
tegridad intestinal.

Microbiologia intestinal

El tracto gastrointestinal porcino es
un ecosistema dinamico que contiene
una comunidad compleja de bacterias
micro-aerofilas y anaerobias (Kons-
tantinov y col., 2004). Las bacterias
del TGI estan implicadas en la fer-
mentacion del alimento ingerido y los
componentes secretados por el hospe-
dador en el tracto gastrointestinal
(TGD).

Segtn Richards et al. (2005), entre
los efectos beneficiosos de la micro-
biota comensal se encuentran los de
ofrecer resistencia a la colonizacion
por parte de bacterias patogenas, ge-
nerar nutrientes disponibles para el
hospedador (4cidos grasos volatiles
de cadena corta, aminodacidos y vita-
minas B y K), y estimular el desarrollo
de las defensas intestinales del hospe-
dador. Por otro lado, la presencia de
la microbiota comensal también tiene
efectos perjudiciales, entre los que se
encuentran la estimulacion cronica
del sistema inmunitario, la competen-
cia por los nutrientes, la disminucién
de la digestibilidad de las grasas por
desconjugar los acidos biliares (Gas-
kins, 2001), la alteracion de la arqui-
tectura y tamafio del intestino, y la al-
teracion de los ritmos de recambio ce-
lular y la secreciéon de mucus (Gas-
kins, 2001).
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Las sustancias

susceptibles de suplir a los
antibioticos (o a otras
sustancias de uso prohibido),
despiertan un gran

interés en la industriade la

alimentacion animal
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Llegados a este punto, lo siguiente
es preguntarse si los efectos benefi-
ciosos de mantener a una microbiota
en el TGI prevalecen o no sobre los
perjudiciales. Lo cierto es que en con-
diciones comerciales (no esterilidad)
y sin la microbiota, el TGI seria colo-
nizado por especies patogenas y esto
tendria unos efectos devastadores. No
obstante, lo interesante es poder in-
tervenir en su composiciéon para ma-
ximizar los efectos beneficiosos y mi-
nimizar los perjudiciales. Segin Ri-
chards y col. (2005), dos de los gran-
des retos y oportunidades en agricul-
tura animal son:

a) determinar la microbiota 6ptima
para la salud y desarrollo del animal
bajo condiciones comerciales, lo que
implica descubrir la microbiota que
maximiza los beneficios y minimiza
los costes.

b) desarrollar intervenciones dieta-
rias y otras intervenciones para que
se establezca dicha microbiota.

Prohibicion del uso de
APC

El uso de antibidticos como promo-
tores de crecimiento, esto es, a dosis
subterapéuticas o profilacticas, em-
pieza en los afos 50, cuando se reco-
noce la existencia de respuestas posi-
tivas en el crecimiento tras la inclu-
si6n de antibioticos en la dieta de cer-
dos y pollos. Esto ocurre en un mo-
mento de post-guerra en el que hay
un aumento de la demanda de ali-
mento y también en un momento en
el que la produccion esté sufriendo un
cambio hacia la intensificacién. Este
conjunto de eventos hace que los APC
sean muy bienvenidos en el &mbito de
la produccién y comience su uso sin
restricciéon alguna hasta
1969. La actual prohibicion
del uso de APC est4 basada
en los siguientes puntos:

« el conocimiento cientifi-
co sobre el efecto de los
antibiéticos en el desarro-
llo de cepas bacterianas re-
sistentes.

« la seguridad en la produc-
ci6n de alimento de origen
animal y la creacion de una
buena imagen para la pro-
duccion animal.
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produccion y sanidad, hay que

Desde el punto de vista de la indus-
tria, la prohibicién pertenece a un
cesto de buenas medidas de manejo y
es posible desarrollar programas de
alimentacion que funcionen bien sin
APC. Aunque la eficiencia de produc-
cion puede decrecer en parte, es posi-
ble compensar el decrecimiento en la
eficiencia a través de nuevas formulas
de alimentacién y nuevos ingredien-
tes o aditivos (Haarasilta, 2005). Den-
tro del grupo de los aditivos se pue-
den encontrar, entre otros, prebioti-
cos, probidticos, enzimas, extractos
de plantas, acidos organicos...

Objetivos e hipotesis de
trabajo

El presente documento es un ejem-
plo de evaluacioén, a distintos niveles,
de los efectos de la inclusi6on de un
acido orgénico (4cido benzoico) y dos
extractos de plantas (cinamaldehido y
naringina) en la dieta de lechones des-
tetados y en ausencia de APC. Asi, el
trabajo se encuentra enmarcado den-
tro del segundo objetivo del proyecto
FFPH (evaluacion de los efectos “in
vivo” de las sustancias alternativas), y
trata de probar el efecto de estos tres
productos sobre distintos pardmetros
indicadores de salud intestinal y so-
bre el crecimiento de lechones deste-
tados y en ausencia de antibi6ticos
promotores del crecimiento (APC).
Los tres productos se probaron bajo la
hipotesis de que sus propiedades anti-
microbianas, demostradas en experi-
mentos “in vitro” también se manifes-
tarian al ser utilizados como aditivos
en dietas para lechones destetados,
observandose efectos sobre distintos
parametros productivos e indicadores
de salud intestinal.

A las ya de por si

exigentes condiciones de

afadir la dificultad de las
continuas restricciones y

prohibiciones que caen sobre las
materias primas usadas en la

formulacion de raciones

[ Material y métodos
Animales

Se utiliz6 un total de 132 cerdos con
un peso medio al destete de 6.3kg.
Los cerdos fueron destetados a los
28z+2 dias de edad y no habian recibi-
do “creep feed” durante la lactacion.
Los animales fueron divididos en dos
grupos. El grupo 1 estaba compuesto
por 72 animales y se utilizé para me-
dir variables de productividad. El gru-
po 2 estaba compuesto por 60 anima-
les y se utiliz6 para obtener muestras
y realizar anélisis histolégicos y mi-
crobiologicos. Los lechones de ambos
grupos fueron asignados a uno de los
cuatro tratamientos.

Dietas

Se asignaron los animales a uno de
los 4 tratamientos: dieta control (CO),
cinamaldehido (CI), 4cido benzoico
(B) y naringina (NA) y las dietas fue-
ron suministradas “ad libitum”. Las
dos primeras semanas post-destete se
utiliz6 una dieta base estandar para
lechones destetados. Las semanas 3y
4 post-destete, los animales recibie-
ron una dieta estandar de iniciacion.
El cinamaldehido, extracto de canela
con una pureza del 35%, se anadi6 a la
dieta a una concentracién de 500
ppm, el acido benzoico se anadi6 al
0.5% y la naringina, un complejo de
bioflavonoides con una riqueza en es-
te compuesto superior al 49%, se afia-
di6 a una concentracion de 125 ppm.

Variables medidas

e Parametros productivos

El primer grupo de 72 animales se
utilizé para medir la ganancia de peso
media diaria (GMD), la ingestion de
alimento media diaria (IMD) y la efi-
ciencia de transformacion. Se pesa-
ron los animales individualmente los
dias o, 1, 2, 6, 14, 21 y 28 post-deste-
te. Los mismos dias se pesaron los
restos de alimento correspondientes
a cada corral.

e Parametros de salud intestinal

Del grupo de 60 animales, se sacrifi-
¢6 a un animal de cada corral los dias
0, 1, 2, 6 y 14 post-destete para obte-
ner muestras de tejido de intestino
delgado (yeyuno) y contenido intesti-
nal (ileo y ciego) y realizar los analisis



Figura:

Medida de la altura de las vellosidades y
profundidad de las criptas y recuento de linfocitos
intraepiteliales (LIE) en cortes de yeyuno

histolégicos y microbioldgicos respec-
tivos. Se hicieron las siguientes deter-
minaciones:

« Altura de las vellosidades y profun-
didad de las criptas intestinales (Fi-
gurai).

» Recuento de linfocitos intraepite-
liales (Figura 1).

« Obtencion de los perfiles de la mi-
crobiota ileal y cecal de cada animal
a través de la técnica molecular de
RFLP (acrénimo en inglés para el
Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion). Tras la
obtencion de dichos perfiles (previa
extraccion del ADN bacteriano, am-
plificacion con PCR, corte con enzi-
mas de restriccion y electroforesis
en gel de agarosa), se estudiaron el
grado de biodiversidad y los grados
de similitud de la microbiota intesti-
nal (Figuras 2y 3). La biodiversidad
se evalu6 mediante el calculo del nt-
mero de perfiles compatibles con los
depositados en la base de datos del
Ribosomal Database Project (Mai-
dak y col., 1997). En cuanto a los va-
lores de similitud, se calcul6 el grado
de similitud intra-tratamiento me-
diante la comparacion de los perfiles
de la microbiota de los animales de
un mismo tratamiento entre ellos.
Esto se hizo para cada dia de sacrifi-
cio (dias 1, 2, 6 y 14 post-destete).
Los valores obtenidos y su evoluciéon
dan idea del grado de homogeneidad
de la microbiota intestinal a lo largo
del tiempo segtn la dieta adminis-
trada. En principio, un mayor grado
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Figura 3:

Imagen de los fragmentos de restriccién tras la
electroforesis en gel de agarosa de alta

Imagen del tratamiento de la imagen con los fragmentos de

restriccion
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de homogeneidad es algo deseable
ya que, a todos los efectos, en pro-
duccién animal intensiva interesa
tener lotes de animales lo mas pare-
cidos posible entre si.

Anilisis estadistico

Los datos correspondientes a los pa-
rametros productivos se analizaron
de acuerdo con un disefio de bloques
al azar con 4 tratamientos y 6 bloques
(segun peso inicial). Para el anélisis
de los parametros de salud intestinal,
se consideraron efectos principales el

Timon (1)

w0000 (2

asman gm

T AT g4
Ban b (m)
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Bnar )
T i

e
e en ooy

tratamiento, el dia post-destete y la
interaccion entre los dos factores. Los
resultados se obtuvieron por ANOVA
utilizando el procedimiento PROC
GLM del paquete estadistico SAS
(SAS_ Institute_1Inc., 1999).

[ Resultados
Parametros productivos

La Tabla 1 resume los resultados
productivos obtenidos con la inclu-
sion de cinamaldehido, acido benzoi-
co y naringina. Los animales alimen-
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Tabla 1:

Efecto del cinamaldehido, el acido benzoico y la naringina sobre parame-
tros productivos de los lechones destetados. Las medias de las filas con
letras distintas difieren significativamente (P<0,05).

Dieta
Control
(co)

Cinamaldehido Acido
(cn benzoico (B)

Naringina |Error estan-

0 6,3 6,4
Pesovivo (kg) 14 7,3ab 7,92 7,5b 0,67
28 11,9ab 11,7b 13,0a 11,3b 0,99
0-14 72 94 112 77 21,5
GMD (g/d) 14-28 332ab 289b 361a 274b 20,6
0-28 202ab 191b 236a 176b 14,3
0-14 201 205 217 197 18,7
IMD (g/d) 14-28  467ab 460b 550a 446b 29,4
0-28 334 838 384 323 22,0
idenda de 0-14 0,30 0,43 0,42 0,40 0,001
> 14-28 0,72a 0,62ab 0,65ab 0,59b 0,041

transformaciéon

0-28 0,59a 0,57ab 0,60a 0,53b 0,019

Grafico 1:

Altura de las vellosidades (barras en la
parte superior) y profundidad de las
criptas intestinales (barras en la parte
inferior)

tados con acido benzoico mostra-
ron unos valores de GMD e IMD
numéricamente superiores a los
que mostraron los animales ali-
mentados con cinamaldehido y
naringina, aunque las diferencias
fueron estadisticamente significa-
tivas (P<0.05) sblo para el periodo
14-28 y también para el periodo
global en el caso de la GMD. En
cuanto a la eficiencia de transfor-
macioén, los animales alimenta-
dos con B mostraron valores nu-
méricamente superiores al tener
en cuenta el periodo global, aun-
que no estadisticamente distintos
a los mostrados por los animales
CO. Durante las dos primeras se-
manas post-destete, los animales
CO mostraron una peor eficiencia
de transformacion, aunque las di-

0 1 2 6 14
dias post-destete

“ Control M Cinamaldehido ™ Acido benzoico M Naringina

Grafico 2:

Numero de linfocitos intraepiteliales por 100 Grafico 3:

ferencias con respecto al resto de tra-
tamientos no fueron estadisticamen-
te significativas.

Parametros de salud
intestinal

Los resultados correspondientes a
los pardmetros de salud intestinal
mostraron un efecto significativo del
tratamiento sobre la altura de las ve-
llosidades (Grafico 1), siendo estas
mas largas en los cerdos alimentados
con 4acido benzoico (P=0.06,
SE=36.6). El tratamiento no tuvo
efecto sobre la profundidad de las
criptas (Grafico 1, P>0.05, SE=21.5)
o el namero de linfocitos intraepite-
liales (Grafico 2, P>0.05, SE=1.83)

En cuanto al grado de diversidad de
la microbiota a nivel ileal, los cerdos
alimentados con B y NA mostraron
valores superiores a los de los cerdos
alimentados con las dietas CO y CI
(Grafico 3, P=0.01, SE=461.3). En el
ciego, la dieta B mostr6 una tenden-
cia a presentar valores mas altos de
biodiversidad que el resto de dietas
(Grafico 4, P=0.15, SE=517.8). Los
resultados referentes al grado de si-
militud ileal intra-tratamiento (Gra-
fico 5, P<0.01, SE=4.8) muestran
que los valores més altos para este
pardmetro corresponden al trata-
miento B (estadisticamente signifi-
cativo a dia 6, P<0.05). En cuanto al
ciego (Grafico 6, P<0.05, SE= 4.7) se
observo, a dia 6, que los valores infe-
riores de similitud estaban asociados
a la dieta con CI, mientras que a dia
14 esta misma dieta mostraba los va-
lores superiores (P<0.05).

Evolucion de la biodiversidad ileal
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[ Conclusiones

En las condiciones de realizacion del
experimento y segtun los resultados
obtenidos se puede concluir que la
adicién de cinamaldehido, 4cido ben-
zoico o naringina en las dietas para le-
chones y en ausencia de APC tiene un
efecto sobre la integridad del epitelio
intestinal y que estos productos tie-
nen capacidad de modular la micro-
biota a nivel ileal y cecal. En el caso
del acido benzoico, su adicién podria
preservar la integridad del epitelio in-
testinal y promover un mayor grado
de diversidad de la microbiota ileal y
cecal asi como un mayor grado de ho-
mogeneidad de la microbiota de los
animales alimentados con este pro-
ducto. Esto, en algunos casos, se tra-
duce en unos mejores resultados pro-
ductivos. De todos modos, el efecto
encontrado de estos tres productos
sobre algunos parametros de salud in-
testinal y sobre la microbiota ileal y

Grafico 4:

Evolucion de la biodiversidad cecal

cecal unido a la falta de efecto sobre
los parametros productivos, hace pen-
sar que son necesarios més estudios
relacionados con su utilizaciéon para
determinar su modo de acciéon y con-
siderar su uso como promotores del
crecimiento en la alimentacion de le-
chones destetados.
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Evolucion de la similitud dentro de cada tratamiento
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