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RESUMEN

El estrés por calor (EC), provoca dafios en el intestino delgado que afectan la digestion,
absorcion y disponibilidad de nutrientes, primordialmente aminoacidos (AA). Se realizo
un estudio para evaluar el efecto de una dieta baja en proteina y adicionada con AA
libres, formulada bajo el concepto de proteina ideal, en el comportamiento productivo,
expresion de transportadores de AA en intestino y concentracion sérica de AA en
cerdos en EC. El experimento de 21 dias se llevé a cabo durante la época de verano en
el valle de Mexicali. Se utilizaron 12 cerdos, divididos en dos tratamientos, un grupo
recibi6 dieta tipica alta en proteina (63.90% de trigo y 30% de pasta de soya), y el otro
grupo recibié la dieta baja en proteina (91.82% de trigo y 4 % de pasta de soya)
adicionada con AA libres. Los cerdos recibieron 1.2 kg/d de alimento dividido en dos
comidas de 0.6 kg cada una, y el agua se ofrecié a libre acceso. No se observd
diferencia en la ganancia de peso de los cerdos alimentados con la dieta testigo o con
la dieta adicionada con AA libres (P=0.589), pero el rendimiento de la canal fue superior
en los cerdos alimentados con la dieta con AA libres (P=0.010). La expresion del
transportador de AA neutros B° fue mayor en ileon (P=0.029) pero no fue diferente en
yeyuno (P=0.362) de los cerdos que recibieron la dieta adicionada con AA libres. El
sistema de transporte y+L mostrd una tendencia a incrementar su expresion en yeyuno
(P=0.068) de cerdos que consumieron la dieta adicionada con AA libres, pero su
expresion en ileon (P=0.624) no fue diferente entre tratamientos. La concentracion
sérica (CS) de todos los AA esenciales fue mayor en la fase absortiva (1.5 y 2.5 h post-
prandial; P < 0.05). Lis y Arg tuvieron los mayores incrementos en la fase post-prandial;
por el contrario lle, Leu y Val mostraron el menor incremento. La CS elevada de
algunos AA en animales expuestos a estrés por calor, podria indicar su importancia

frente a esta condicion para mantener en lo posible la homeostasis del organismo.



ABSTRACT

The heat stress (HS), causes damage to the small intestine affecting digestion,
absorption and availability of nutrients, mainly of amino acids (AA). This study was
conducted to evaluate the effect of a diet low in protein and added with free AA, under
the concept of ideal protein, on the performance, expression of AA transporter in
intestine and serum concentration (SC) of AA in pigs in HS. The experiment was
conducted during 21 days on the summer in the Valley of Mexicali. Twelve pigs were
divided in two treatments: one group received typical diet high in protein (63.90% wheat
and 30% soybean meal), and the other group received the diet low in protein (91.82%
wheat and 4% soybean meal), added with free AA. The pigs were feed with 1.2 kg/d
divided into two meals of 0.6 kg each, the water was offered ad libitum. There were no
differences in the weight gain of the pigs fed with the diet with 30% soybean meal or
with diet added with AA free (P =0.589), but the carcass yield was higher in pigs fed the
diet with free AA (P =0.010).The expression of the neutral AA transporter BO was higher
in the ileum (P =0.029) but was not different in the jejunum (P =0.362) of pigs that were
feed with the diet added with free AA. The transport y+L showed a tendency to increase
its expression in the jejunum (P =0.068) of pigs fed with the diet added with free AA, but
its expression in the ileum (P = 0.624) did not differ between treatments. The serum
concentration of all essential AA was higher in the absorptive phase (1.5 and 2.5 h post-
prandial; P < 0.05). The Lys and Arg had the largest increases during the post-prandial;
in contrast, lle, Leu and Val showed the lowest increase. The high CS of some AA in
animals exposed to heat stress could indicate their importance against this condition to

maintain the homeostasis of the organism.



[. INTRODUCCION

La exposicion de animales a TA elevada les genera estrés EC principalmente durante el
verano, condicion que impacta de manera importante en su produccion (Yu et al., 2010;
Belhadj Slimen et al., 2015; Cui y Gu, 2015; Das et al., 2016). ElI EC provoca diversas
modificaciones conductuales, fisiologias y metabodlicas (Horowitz et al., 2004;
Bernabucci et al., 2010). Entre estas destaca el aumento en la temperatura corporal
(TC), o rectal (Sanz Fernandez et al., 2014) y la reduccién en la ingesta voluntaria de
alimento (Aberle et al., 1974; Huynh et al., 2005; Zumbach et al., 2008; Renaudeau et
al., 2010). Adicionalmente, el calor resultante de la digestion y metabolismo (Noblet et
al., 1994) podria elevar aun mas la TC (Christison y Johnson, 1972; Collier et al., 1982;
Hahn, 1999; Patience et al., 2005). En respuesta, el animal tiende a elevar el gasto
cardiaco hacia la periferia para lograr la disipacién de calor (Wilson y Crandall, 2011).
Esta redireccién sanguinea genera una vasoconstriccion (Lambert, 2009) en 6rganos
internos principalmente en el tracto gastrointestinal, reduciendo el aporte adecuado de
oxigeno y de nutrientes, el cual puede causar dafios severos a las células intestinales,
asi como una considerable reduccion en el tamafio y profundidad de vellosidades y

cripta respectivamente (Yu et al., 2010; Cui y Gu, 2015).

La integridad intestinal es de suma importancia debido a que el transporte de los AA y
la mayoria de los nutrientes se lleva a cabo en las células epiteliales del intestino
delgado. Este estudio se realizd para analizar el comportamiento productivo, expresion
de dos genes que codifican para transportadores de AA, y la CS de AA durante la fase
de absorcion y de post-absorcién en cerdos expuestos a EC, alimentados con dietas

cuyos AA se proporcionaron en forma de proteina intacta o en forma libre.



II. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales de proteinas y aminoacidos

Las proteinas son constituyentes organicos, formadas a partir de AA que se unen entre
si mediante enlaces covalentes. La codificacion de las proteinas es diversa debido a
gue todas cuentan con un ordenamiento y numero de AA distinta (Alberts et al., 2002)
determinada por la informacion codificada en los genes; caracteristica que le confiere
diferente valor nutricional a cada una. Los AA que constituyen a las proteinas son
esenciales para los seres vivos, necesarios para la estructura y fisiologia celular
(Laguna y Pifia 2002), contribuyendo de manera importante en el adecuado desarrollo

de los animales jovenes

2.1.1 Aminoéacidos

Aun cuando se conoce que existen mas de 200 AA, solamente 20 de ellos pueden ser
encontrados en las proteinas (McDonald et al., 1993), su estructura (Figura 1) contiene
un grupo nitrogenado basico, que generalmente es un grupo amino, y un grupo
carboxilico acido (Dickson, 2000; Pefia et al., 2004, Rezaei et al., 2013). La existencia
de ambos grupos hace que estos compuestos organicos posean propiedades tanto

acidas como basicas.

NH,

COOH

Figura 1. Estructura general de un aminoacido

(McDonald, 1993)



De los AA que podemos encontrar en las proteinas la mayoria son del tipo a (Voet,
2006; Church et al., 2007) y estos cumplen importantes funciones; regulan la expresion
génica (Wang et al.,, 2012; Wu et al.,, 2013), son reguladores antioxidantes,
neurotransmisores (Parpura y Verkhratsky, 2013; Kiriyama y Nochi, 2016), precursores
de diversas biomoléculas que incluyen a las coenzimas nucleotidicas, hormonas (Wu,
2009; Figura 2) e incluso intermediarios metabdlicos como piruvato, a-cetoglutarato,
oxalacetato, y por lo tanto precursores de acidos grasos, cuerpos cetonicos y glucosa
(Voet, 2006). Debido a que no existe un tejido especializado para el almacenamiento de
AA como moléculas libres, para su futuro empleo o excrecion, el exceso de estos

ingresa a una ruta de degradacion (Figura 3).

Sintesis de
proteinas

Respuesta al estrés Lactancia

Balance acido-base Reproduccion

Flujo sanguineo Integridad intestinal

Defensa antioxidante Metabolismo de nutrientes

Expresion de genes Respuesta inmune

Crecimiento y
diferenciacion celular

Sustratos de energia

Degradacion de
proteina

Figura 2. Funciones fisiologica de los aminoacidos en mamiferos.

Adaptado (Wu, 2010)
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Figura 3. Vias de metabolismo de aminoacidos.

(Garrido et al., 2001)

Existen diversas maneras de clasificacién para los AA (Cuadro 1), una de estas es de
acuerdo a su esencialidad nutricional (Rezaei et al.,, 2013). Los AA no esenciales
(AANE) son aquellos que el animal puede sintetizar en las cantidades requeridas por el
organismo, no necesariamente se requiere ser adicionados en la racién alimenticia,
cumpliendo con las exigencias para una adecuado desarrollo (Wu et al.,, 2013).
Aquellos AA gue el animal no tiene la capacidad metabdlica para sintetizarlos, y son
necesarios para el mantenimiento, crecimiento, desarrollo y reproduccién idéneos
reciben el nombre de AA esenciales o indispensables (AAE; Hou et al., 2015), y deben
ser proporcionados en la racion alimenticia. Aun cuando algunos AA han sido
clasificados como no esenciales, estos pueden ser considerados condicionalmente
esenciales, debido a que en diversas etapas de la vida (periodo neonatal) o situaciones

como el estrés, su utilizacion supera su tasa de produccion (Rezaei et al., 2013).



Cuadro 1. Clasificaciéon de aminoacidos

Clasificacion Aminoéacido Referencia

Esenciales Arg* lle Lis Fen Trp (Mertz et al.,, 1952; Wu, 2014,
His Leu Met Tre Val Van Milgeny Dourmad, 2015)

No esenciales Ala Asp Gli GIn Ser (Mahany Shields, 1950)
Asn Cis Glu Pro Tir

* En las células mamiferas Arginina es sintetizada de manera insuficiente, para cubrir las necesidades
de crecimiento y desarrollo adecuado del cuerpo. Por ello es considerado un aminoacido esencial.

Adaptado (Rezaei et al., 2013)
2.2 Transportadores de aminoacidos

Aproximadamente el 95 % de absorcidén de proteinas en el intestino, se logra gracias al
trabajo complejo que realizan en equipo proteasas, peptidasas (Hou et al., 2016) y
algunos transportadores (Matthews, 1972; Kim et al., 2004; Brder, 2008b). Los AA
necesarios para la sintesis de proteinas son absorbidos y reabsorbidos por
transportadores de diferentes familias que se expresan en intestino y riién (Lin et al.,
2015). Posteriormente los AA son liberados al torrente sanguineo y distribuidos a
diversos tejidos para generar nuevas proteinas, ser precursores de biomoléculas e
incluso para generacién de energia (Broer, 2008b; Liao et al., 2009). Después de su
distribucion a diversos 6rganos incluyendo el rifidn, un gran porcentaje los AA libres son
reabsorbidos por el glomérulo en el tabulo proximal (Christensen, 1990; Kanai et al.,
2000; Danilczyk et al., 2006; Lin et al., 2015) evitando pérdidas de metabolitos.

En el intestino delgado la captacion y flujo de diversos compuestos como azucares, AA,
nucledtidos e incluso farmacos es llevada a cabo por transportadores (Deng et al.,
2015; Rives et al., 2017) ampliamente selectivos, garantizando el suministro regulado
de los sustratos requeridos. Los transportadores son proteinas que se encuentran
ligadas a la membrana y que median la translocacion de un sustrato a través de las
membranas celulares (Oxender y Christensen, 1963; Hediger et al., 2004; Broer, 2008a;
Fotiadis et al., 2013)



2.2.1 Sistema y+LAT-1/4F2HC

Los transportadores de soluto (SLC) son una familia con més de 300 proteinas que se

encuentran ligadas a la membrana, y desempefian papeles importantes en diversos

procesos fisioldgicos, como la captacion celular de nutrientes (Lin et al., 2015). Estos

transportadores presentan una amplia interaccion con diversos sustratos y varian en

especificidad, existen algunos que son altamente selectivos y solo se relacionan con un

grupo muy limitado de sustratos, como sucede en la familia de transportadores SLC7

(Fotiadis et al., 2013; Lin et al., 2015). Esta familia esta fraccionada en dos sub familias
(Figura 4):

Familia de transportadores de AA catidnicos (CAT, SLC7-4)

Los transportadores tipo L de la familia LAT (Kanai et al., 2000) con

transportadores asociados a glicoproteinas ( SLC7A5-11), de membrana tipo Il

tales como la cadena 4F2HC (Brder, 2008a), formando un complejo
heterodimérico (Kanai et al., 2000; Verrey et al., 2004; Fotiadis et al., 2013) a

través de un enlace disulfuro (Torrents et al., 1998).

SLC7AS SLC7A8
hLAT1 hLAT2
SLC7AG

SLC7A9
hbU*AT

01

hy*LAT2 SLCTA10
hAsc1
SLC7A7
hy*LAT1
SLC7TAY1 SLC7A4
hxCT (hCAT-4)

SLCT7A2
hCAT-2

RCAT 1
SLC7A3 0
masce hCAT-3

Figura 4. Arbol filogenético de los miembros de la familia SLC7.

(Verrey et al., 2004).
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Se ha demostrado que este transportador heteromérico, dependiente de sodio (Kanai et
al., 2000) media la captacion de AA neutros como co-sustrato (Fotiadis et al., 2013),
realizando un intercambio de AA neutros (AA°) por AA catidnicos (AA*) intracelulares.
Este sistema de transporte permite el flujo de salida de AA" contra el potencial de
membrana en el dominio basolateral de las células epiteliales. El heterodimero 4F2hc-
y + LAT2 media el sistema y + L en muchos otros tipos de células (Palacin et al., 2005).

2.2.2 Sistema B°AT-1

La familia de transporte SLC6 son co-transportadores activos secundarios que utilizan
gradiente quimiosmotico de Na*. Basados en el sustrato que traslocan son divididos en

4 subgrupos (Pramod et al., 2013) que coinciden con el arbol filogenético (Figura 5):

- Transportadores de neurotransmisores
- Transportadores de AA
- Transportadores de osmolitos

- Transportadores de creatina

Esta familia incluye transportadores de AA neutros y cationicos expresados en diversos
organos. Y su funcién principal es mediar el transporte rapido del sustrato a través de
las membranas celulares (Broer and Palacin, 2011) en contra de sus gradientes de

concentracion.

s Transportadores de GABA,
Transportadores SR osmolitos, creatina
de aminoécidos St

A9 Al8
B9AT1 B9AT3 A6

TAUT
—a

A13
—— QATZ2

\ A12
BGT1

— A1
GATS

A9 —
GLYT1

A7
PROT

A2 DAT
NET

Transportadores de monoaminas

Figura 5. Diagrama de arbol filogenético de miembros de la familia SLC6 en humanos.
(Pramod et al., 2013)
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La proteina B® AT1 (SLC6A19) esta formada por 634 AA (Kleta et al., 2004; Broer,
2008b), se ha detectado su expresion especialmente en rifién e intestino delgado (Seow
et al., 2004; Camargo et al., 2009; Figura 6), y una expresion minima en pancreas en
humanos (Kleta et al., 2004). Principalmente en la membrana apical de las células
epiteliales (Broer et al., 2004; Seow et al., 2004; O’'Mara et al., 2006), B° AT1 es un
sistema dependiente de sodio. Camargo et al. (2005) reportaron que B° AT1 en ratén
media el transporte de una amplia gama de AA neutros, y alifaticos (Bréer, 2008a), no
asi de sustratos quimicamente similares, transportados por otros miembros de la familia
SLCB6A. El sistema B° AT1 presenta una amplia capacidad de transporte, pero debido a
gue muchos AA compiten por este sistema existe una mayor posibilidad de que algunos

sean absorbidos de manera mas eficiente que otros (Brder, 2008a).

La figura 6 muestra la distribucion de los transportadores heteroméricos en la
membrana apical o basolateral de células epiteliales renales e intestinales. La alta
concentraciéon de AA° debido al transporte apical (B°AT1) y basolateral (y'LAT1-
4F2hc), promueve la reabsorcion activa de AA" y cistina (CssC), junto con el potencial
de membrana y la reduccion de CssC a cisteina (CSH; Fotiadis et al., 2013).

B

csscC

?

AA°—°—>
CSSC ----+ CSH
AA°
Na*
e

..,.“...“.,“. @
AA° ) A -ﬁ

K
Na* ATPase
Na

0
@ AA
B°AT
0
AA° g
apical basolateral

H*
peptides

®

i

AA

Figura 6. Transportadores implicados en la absorcion y reabsorcion renal e intestinal de

aminoacidos.

(Fotiadis et al., 2013)
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2.3 Concepto de proteina ideal

La produccion porcina es realizada principalmente en zonas donde la TA durante el
verano es superior a la temperatura corporal de los animales, aunado a esto el
desequilibrio entre la produccion de calor metabdlico dentro del cuerpo del animal y su
disipacion en el entorno propicia estrés térmico (Das et al.,, 2016) provocando una
reduccion en el consumo de alimento (Le Bellego et al., 2002), esto se traduce en una
menor disponibilidad de nutrientes para un adecuado desarrollo y produccion. Para
compensar este inadecuado aporte de nutrientes debe hacerse uso de técnicas
nutricionales, modificando la proporciéon de los componentes en la dieta (Das et al.,
2016), y haciendo hincapié en el contenido de proteina para optimizar su utilizacién. Por
ejemplo, se propone balancear las dietas bajo el concepto de “proteina ideal”’. Bajo ese
concepto los requerimientos de AA de los animales se cubren al 100% en la dieta, ya
sean aportandolos en forma libre o como parte de las proteinas, sin excedente de
ninguno de ellos, maximizando asi la retencion proteica con una minima excrecion de

nitrogeno (Lewis, 2001).

Regularmente las dietas tipicas (trigo-pasta de soya) son formuladas para cubrir el
100% del primer AA limitante en la dieta para cerdos, esto genera que haya excesos en
otros AA esenciales. Algunos estudios han mostrado que la digestion de proteinas
incrementa la produccién de calor en el animal (Le Bellego et al., 2001) si es
comparada con el producido por lipidos y carbohidratos (Stahly y Cromwell, 1986). Asi
gue tomando en cuenta que las dietas bajas en proteina producen menor cantidad de
calor, el uso de estas podria ayudar a reducir los estragos ocasionados por el estrés por
calor y la disminucién de consumo voluntario de alimento (Quiniou et al., 2000). Existe
evidencia de que el porcentaje de proteina en la dieta puede reducirse
significativamente al ser suplementado con AA libres (Morales et al., 2015), lo anterior
es debido a que las proteinas que forman parte de la dieta, deben ser digeridas para
permitir la liberacion de los AA que la componen. A diferencia de aquellos, los AA
adicionados en forma libre, aumentarian su disponibilidad, la abundancia de sus

transportadores y absorcién incluso desde el inicio del intestino delgado.
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2.4 Estrés por calor

Elevada temperatura ambiental y circunstancias extremas, consecuencias del
calentamiento global exponen a los animales de produccion a condiciones que les
genera estrés, principalmente EC, el exceso en la temperatura de confort (16 - 24°C;
Coffey et al., 1995) desencadena diversos cambios fisioldégicos, metabdlicos,
inmunoldgicos, incluso conductuales (Horowitz et al., 2004). Principalmente reduccion
en el consumo de alimento (Aberle et al., 1974; Huynh et al., 2005; Zumbach et al.,
2008; Renaudeau et al, 2010), ya que el calor resultante de la digestion y metabolismo
(Noblet et al., 1994) podria incrementar el calor y por tanto el estrés. El organismo
también lleva a cabo un mecanismo compensatorio con la finalidad de minimizar los
dafios celulares y a Organos, este sistema se manifiestan principalmente con,
taquipnea, taquicardia (Christison y Johnson, 1972; Collier et al., 1982; Hanh et al.,
1999; Patience et al, 2005) y un aumento en el gasto cardiaco con el propdsito de
perfundir la vasculatura intradérmica y eliminar exceso de calor (Wilson y Crandall,
2011). Esta redireccion de la sangre hacia la periferia corporal, provoca una
vasoconstriccién, predisponiendo todo el tracto gastrointestinal a dafio isquémico,
comprometiendo la funcion e integridad intestinal. Yu et al. (2010) demostraron que
animales expuestos a EC presentan una marcada reduccion en la altura de las
vellosidades intestinales y profundidad de la cripta; aumento en la sintesis de proteinas
de choque térmico (Sonna et al, 2002), alteraciones en la funcién de la membrana
celular, la proliferacién celular, y reduccién en la abundancia de transportadores de
nutrientes en el intestino (Sonna et al, 2002). Adicionalmente se puede observar un
aumento de permeabilidad intestinal, lo que permite que metabolitos, toxinas, alimento
no digerido y bacterias, escapen hacia el torrente sanguineo. Debido a todos estos
cambios el intestino llega a un estado hipoxico (Yan et al., 2006; Qi et al., 2011), acidico
y puede experimentar estrés oxidativo (Gisolfi, 2000; Hall et al., 2001). Todas estas
alteraciones en el epitelio intestinal influyen negativamente sobre la digestion y
absorcion de nutrientes alterando el rendimiento de animales (Liu et al., 2009) en
crecimiento, ganancia diaria de peso, reproduccion y salud (Yu et al., 2010).
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2.5 Dafo intestinal

Mantener la integridad de las membranas celulares es fundamental para proteger las
actividades metabolicas. La regulaciéon del transporte a través de membranas de
productos quimicos esenciales, incluyendo agua, nutrientes, hormonas y muchos
farmacos, es por lo tanto clave para mantener la homeostasis celular y los procesos
fisiolégicos. El mecanismo vital para absorber nutrientes y liquidos en el organismo es
llevado a cabo por el tracto gastrointestinal (Cui y Gu, 2015; Pearce et al., 2015), la
mucosidad que se encuentra en este, provee una barrera contra las bacterias, toxinas
(Hirata et al., 2007; Bajka et al., 2015) y sustancias nocivas en general. Diversos
estudios han demostrado los efectos negativos del EC en la funcién e integridad
intestinal (Cui y Gu, 2015). Yu et al. (2010) demostraron que después de exponer a
cerdos a 40°C durante 5 horas por diez dias (estrés por calor crénico), estos denotaron
dafos significativos en duodeno y yeyuno a partir de tres dias en tratamiento. Lo
anterior se debe principalmente a que los animales en EC redireccionan el flujo
sanguineo hacia la periferia con el fin de eliminar calor, generando una vasoconstriccion
en los organos internos (Lambert, 2009), principalmente en el tracto gastrointestinal,
reduciendo el aporte adecuado de oxigeno y de nutrientes, y provocando severos
dafos a las células intestinales (Hall et al., 2001). Esta respuesta celular compleja que
desencadena el organismo ante el EC altera significativamente la expresion genética
(Sonna et al., 2002). En consecuencia, cerdos expuestos a EC podrian afectar el
epitelio intestinal e influir de manera negativa en el rendimiento y bienestar animal
(Marai et al., 2007; Liu et al., 2009).
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I1l. JUSTIFICACION

En la actualidad existe una alta demanda en la produccion animal, consumidores
exigentes en cuanto al precio y calidad de carne, aunado a la cada vez mas notable
escases de los recursos naturales. Estas situaciones sugieren buscar nuevas técnicas y
alternativas que permitan un desarrollo apto de la produccién animal, la cual ha sido
afectada por diversos factores como el EC, que padecen los animales a consecuencia
de las altas temperaturas derivadas del cambio climético y calentamiento global. En
general, estos son retos importantes cuando la produccion animal se lleva a cabo en
lugares muy cdlidos o durante la época de verano, cuando en los animales se
sobrepasan los mecanismos para lograr la homeostasis, se afecta el consumo
voluntario de alimento, y se alteran las caracteristicas del epitelio intestinal. Se han
realizado diversos estudios para comprender el efecto del EC, los cuales, en su
mayoria, han sido efectuados en condiciones artificiales, por periodos cortos y sin
exceder los 35°C. En este trabajo se propone evaluar un sistema de alimentacion
basado en la elaboracién de dietas formuladas bajo el concepto de proteina ideal para
reducir la produccion de calor corporal y, en consecuencia, mejorar la digestion y
absorcion de AA, mejorando asi la productividad de animales en situacién de EC,
utilizando las condiciones climatolégicas que se dan durante el verano en el valle de

Mexicali donde la TA puede alcanzar aproximadamente 45°C.
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V. HIPOTESIS

La incorporacion de AA libres en una dieta baja en proteina puede ayudar a mejorar la
disponibilidad de AA y comportamiento productivo en cerdos en crecimiento expuestos

a estrés por calor.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de alimentar cerdos en estrés por calor con una dieta baja en proteina
adicionada con AA libres sobre el comportamiento productivo, la absorcion y

disponibilidad de AA de cerdos expuestos a temperatura ambiental elevada.

5.1.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la forma en que se incorporan AA a la dieta (proteina intacta
0 AA libres) en el comportamiento productivo de cerdos en crecimiento.

e Determinar si AA libres en la dieta estimulan la abundancia de transportadores
de AA en intestino delgado de cerdos aumentando asi su capacidad de
absorcion intestinal.

e Determinar si la incorporacion de AA libres en la dieta ayuda a aumentar la
disponibilidad de AA en cerdos expuestos a condiciones de temperatura

ambiental elevada.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizaciéon

La fase experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Metabolismo y Fisiologia de
Cerdos, y el anélisis de muestras en el Laboratorio de Nutrigendmica del Instituto de
Ciencias Agricolas, perteneciente a la Universidad Autonoma de Baja California, con
direccion en Carretera a Delta s/n C.P. 21705 Ejido Nuevo Leo6n, Mexicali, Baja

California, México.

6.2 Disefio experimental

Para determinar el efecto tiene la forma en que se incorporan AA a la dieta sobre el
comportamiento productivo, expresion de transportadores de AA y CS de AA de cerdos
en EC, se elaboraron 2 dietas cubriendo los requerimiento de los animales. Se empleé
un disefio experimental de bloques completos al azar, para el cual los cerdos fueron
bloqueados de acuerdo a su peso vivo inicial, sexo y camada, continuando con una
distribucién aleatoria a uno de dos tratamientos T1 (dieta con proteina intacta) y T2
(dieta adicionada con AA libres) con seis repeticiones cada uno. Consumiendo una de

las dos dietas por 21 dias.

6.3 Dieta e ingredientes experimentales

Se utilizaron dos dietas experimentales formuladas con trigo y pasta de soya, en la
primer dieta los AA estaban Unicamente en forma de proteina (proteina intacta),
mientras que la segunda fue formulada con un nivel menor de proteina pero adicionada
con AA libres, bajo en concepto de proteina ideal para cubrir el requerimiento de los
cerdos (NRC, 2012). La dieta de proteina intacta contenia 63.90% de trigo y 30% de
pasta de soya. La dieta adicionada con AA contenia 91.82% de trigo y 4 % de pasta de
soya, los AA adicionados fueron L-Lys. HCI, 0.78; Treo, 0.26; DL- Met, 0.13, Trp, 0.05;
Fen, 0.03; Leu, 0.13, lle, 0.06; His, 0.03; Val, 0.11; AA libres cumpliendo con los
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requisitos SID de NRC (2012; Cuadro 2). La diferencia entre ambas dietas es la forma
en la que se encuentra adicionados los AA (unidos a proteina o como AA libres). Ambas
dietas contenian una premezcla de vitaminas y minerales para cubrir el requerimiento
de acuerdo con NRC (2012).

Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales

AA Libres Proteina intacta
(14%Proteina ) (22% Proteina)
Ingredientes

Trigo molido 91.82 63.90
Soya 4.00 30.30
L- Lis- HCL 0.78
L- Treonina 0.26
DL- Metionina 0.13
L- Triptofano 0.05
L- Fenilalanina 0.03
L- Leucina 0.13
L- Isoleucina 0.06
L- Histidina 0.03
L-Valina 0.11
Carbonato de calcio 1.40 1.25
Ortofosfato 0.65 1.00
Sal ionizada 0.35 0.35
Premix vitaminas y minerales 0.20 0.20
Aceite de canola 3.00

100 100

20



6.4 Animales y procedimiento experimental

Se utilizaron 12 cerdos (siete machos castrados y cinco hembras) cruza de
Landrace x Duroc x Yorkshire, con un promedio de 47.4 = 5 kilogramos de peso
vivo provenientes de la granja experimental del instituto de Ciencias Agricolas
UABC. Los cerdos fueron asignados a uno de dos tratamientos (dieta con proteina
intacta, o dieta adicionada con AA libres). A cada cerdo se le ofrecieron 600
gramos del alimento correspondiente a las 0700 y a las 1900 horas, durante un
periodo comprendido entre 07 al 27 de julio de 2016. Los cerdos previamente
pesados e identificados fueron alojados en corraletas individuales dentro de una
sala sin control alguno de la temperatura ambiental, expuestos a estrés por calor.
En promedio la temperatura ambiente minima y maxima fue de 24.5 y 42.6° C
respectivamente, y la humedad relativa fluctu6 entre 12.8 y 77.9 %; ambos
pardmetros se determinaron mediante higrotermégrafos (Thermotracker Inc.)
instalado dentro la habitacion, programados para grabar estas variables cada
hora. Cada corraleta estaba equipada con un comedero previamente pesado, tipo
tolva y bebedero de chupdn, los animales tuvieron acceso permanentemente a
agua. Se registré diariamente el alimento servido en cada corral asi como el
alimento desperdiciado o rechazado; el peso final de los cerdos se registro el dia
21 del experimento a las 0800 horas antes de realizar el sacrificio utilizando una

bascula electrénica.

6.5 Obtencién de muestras

6.5.1 Colecta de muestra sanguinea

La obtenciéon de muestras sanguinea solo se realizé para aquellos animales que
consumieron la dieta con el nivel bajo de proteina, para determinar la
disponibilidad sérica de AA en cerdos expuestos a condiciones de EC en
diferentes etapas de absorcidén; para ello se obtuvieron muestras sanguineas
durante la fase de absorcion (1.5 y 2.5 h post-prandial) en los dias 8 y 9; y el dia
11 durante la fase post-absorcion (10 h post-prandial). Se colectaron

aproximadamente 10 ml de sangre por puncion en la vena yugular de cada cerdo.
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Inmediatamente después de la colecta, las muestras fueron centrifugadas a 1500
X g a 4°C por 10 min para separar el suero, que posteriormente fue liofilizado y
almacenado a -20 °C para su posterior analisis y determinacion la concentracion
de AA libres. El contenido de AA en suero se determind en los laboratorios de

Evonik Industries (Hanau-Wolfang, Germany) mediante HPLC.

6.5.2 Sacrificio

El dia 21 del experimento se realizé el sacrificio de los cerdos dicha actividad se
llevé a cabo en el taller de carnes perteneciente al Instituto de Ciencias Agricolas.
Después de un ayuno de 12 horas, los cerdos fueron alimentados a las 0700
horas con la misma cantidad de alimento y dieta correspondiente, el sacrificio
inicié6 a las 0930 horas, dos horas y media después de su ultimo consumo de
alimento. Se realiz6 alternando un cerdo por tratamiento, previamente
insensibilizados mediante descarga eléctrica controlada y desangrado. Durante
este procedimiento se registro el peso de la canal sin cabeza. Se registr6 el tiempo
requerido para la obtencion de las muestras de cada cerdo, mismo que no excedi

los 15 min (en promedio 12. 62 minutos).

Posterior a la insensibilizacion y desangrado, la canal fue colocada en una mesa
para la obtencion de cada tejido. Se colectaron muestras de intestino (yeyuno e
ileon) mediante raspado a la mucosa con un portaobjetos, las muestras se
colocaron dentro de tubos de 2 ml previamente identificados y se congelaron en

nitrdgeno liquido para su posterior almacenamiento a -82 °C.

Figura 7. Obtencion de muestras de intestino delgado.
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6.6.3 Procesamiento de muestras

6.6.3.1 Extraccion de RNA

Cada una de las muestras de yeyuno e ileon fueron colocadas en un mortero de
porcelana frio y pulverizadas en presencia de nitrégeno liquido. Se recuperaron 50
mg de muestra en un tubo de 2 ml y se adicionaron 1000 pl de TRIzol reagent
antes de centrifugar 10 minutos a 10,000 rpm a 4 °C. Se recupero la fase liquida
en un tubo nuevo y se adicionaron 200 pl de cloroformo, la muestra se agit6 de
manera vigorosa e incubd en hielo por 2 minutos, posteriormente se centrifugd por
15 minutos a la misma velocidad y temperatura. Se recuperé el sobrenadante en
un tubo nuevo. Se precipité el ARN con 500 pl de isopropanol e incub6 en hielo
por 10 minutos, nuevamente se centrifugd por 10 minutos a 4 °C. Al término se
decant6 el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1000 pl de etanol al 100%
para posteriormente centrifugar a 8500 rpm, 5 min a 4 °C. Se retir0 la fase liquida
y la pastilla de ARN se dej6 secar 10 minutos a temperatura ambiente. EI ARN fue

resuspendido en 30 pl de agua tratada con DEPC (Méndez et al., 2011).

Para determinar la calidad del ARN total obtenido se utiliza un gel de agarosa al
1% y se realiz6 electroforesis. Las muestras fueron almacenadas a -82 °C hasta

continuar con el procedimiento.

6.6.3.2 Transcripcion inversa

La sintesis de cDNA se inicié con un tratamiento de DNasa de acuerdo con lo
siguiente: en un tubo de 700 ul, se colocaron 6 pl de buffer 5x, 18.25 ul de agua
DEPC, 5 pl RNA (900 ng/ul) y 0.75 pl de DNAsa (Thermo-Scientific); esta reaccion
se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos, y posteriormente 5 min a
70°C para detener esta reaccion. Se afiade 1 ul de Random Primers (10 uM) y 1l
de dNTPS (10 uM de cada uno), esta reaccion se incuba 5 min a temperatura
ambiente y posterior en hielo. Se agrega 2 pl de buffer 5x, 3 ul de agua, 1 pl de
inhibidor de RNAsa (Ribolock, Thermo-Scientific) y la reaccion se incuba 2 min a
42°C. Se adiciona 1ul de enzima transcriptasa inversa (200 U / pl; Revert-aid,
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Thermo-Scientific), la reaccidn se incuba a 42 °C durante 50 min, e inactiva por 15
min a 70 °C. El producto de la reaccion y se almacené a -20°C.

6.6.3.3 PCR en tiempo real

Se realiz6 PCR en tiempo final para estandarizar las condiciones de amplificacion
y determinar la especificidad de cada oligonucledtido de acuerdo con las

secuencias mostradas en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Oligonucledttidos para analisis de qPCR de ADNc de ARNm de
transportadores de aminoacidos.

ARNmM Secuencia Producto NUmero de
(pb) acceso
B? S: 5TCTGTCCACAACAACTGCGAG3’ 210 DQ231579.1

(SLC6A19) A:5 CAGCGAAGTTCTCCTGCGTC3’

ARNr18S S: 5-ATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3' 302 AY265350
A5-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3'

y+L S: 5 TCAAGTGGGGAACCCTGGTA3 259 NM_001110421.1
(SLC7A7) A 5'ATGGAGAGGGGCAGATTCCT3’

S: Sentido; A: Antisentido

Se estimé la expresion del mRNA de los transportadores de aminoéacidos, B° (SLC
6A19), y +L (SLC7A7) mediante ensayos de PCR cuantitativo (QPCR), utilizando
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas, Corp., Glen Burnie, MD,
USA) en un termociclador de tiempo real CFX96 Touch version 3.0 (Bio-Rad), para
la calibracion del programa se utilizd el gen constitutivo ARNr 18S (GenBank
AY265350).

Cada reaccion preparada para el qPCR contenia 12.5 pl de 2x SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix, 9.5 ul de agua libre de nucleasas, 2 pl de oligo mix (3 mM de
cada uno), 1 pl de cDNA (50 ng/ul) para un volumen total de 25 pl.
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Las reacciones se realizaron por duplicado para el calibrador y el gen del
transportador correspondiente, las condiciones de amplificacion y cuantificacion

fueron las siguientes:

e Desnaturalizacion inicial 95 °C durante 10 minutos
¢ Amplificacién en 45 ciclos
o Desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s
o Alineacion a 56 °C durante 30 s
o Extension a 72 °C durante 45 s
o Lectura de florescencia al final de cada ciclo
e Determinacion de la curva de desnaturalizacién (56°C a 96 °C) con lectura
de fluorescencia en cada incremento de 0.5 °C.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Pardmetros productivos

Los cerdos permanecieron sanos durante todo el experimento, consumiendo el
alimento ofrecido diariamente, independientemente del tipo de dieta y la TA. En el
Cuadro 4 se muestra los resultados de comportamiento de los cerdos que fueron
alimentados con una dieta trigo-pasta de soya, alta en proteina conteniendo
unicamente AA ligados a proteina intacta o baja en proteina suplementada con AA
libres. ElI consumo de alimento se restringié a 1.200 kg por dia para todos los
cerdos. No hubo diferencias en la GDP, eficiencia alimenticia (EA) y peso de la
canal (P>0.05) No obstante aquellos animales alimentados con la dieta
suplementada con AA libres mostraron mayor porcentaje de rendimiento de la

canal (P<0.05) con respecto a los alimentados con proteina intacta en la dieta.

Cuadro 4. Parametros productivos de cerdos consumiendo una dieta con proteina
intacta o adicionada con AA libres

Tratamiento

Parametro ECAP ECAA SEM P=
Peso inicial, kg 47.3 47.5
Ganancia diaria de peso, g/d 540 519 25 0.589

Consumo diario

Consumo, kg/d 1.185 1.192 3.93 0.300
Lis, g/d 11.61 11.67 0.03  0.300
Tre, g/d 8.06 8.07 0.03  0.300
Met, g/d 3.32 3.34 0.01  0.300
EA 0.456 0.436 0.02  0.540
Peso de la canal, kg 33.5 35.5 0.9 0.178
Rendimiento de la canal, % 57.1 60.6 0.6 0.010
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7.2 Transportadores de amino&cidos

El Cuadro 5 muestra la expresion relativa de los mMRNA para los transportadores
By y+L en fleon y yeyuno de cerdos expuestos a EC, que fueron alimentados con
las dietas de proteina intacta o adicionada con AA. La expresién de B° fue mayor
en ileon (P=0.029) pero no fue diferente en yeyuno (P=0.3628). Se observé una
tendencia a incrementar (P=0.068) la expresion del sistema de transporte y+L en
yeyuno de los cerdos que consumieron la dieta adicionada con AA libres con
respecto a aquellos que consumieron la dieta con proteina intacta, pero la

expresion en ileon (P=0.6244) no fue diferente entre tratamientos.

Cuadro 5. Expresion de transportadores B°y y+L en intestino delgado de cerdos
alimentados con una dieta de proteina intacta o adicionada con aminoacidos libres

Tejido PI AAL EEM P=
B° Yeyuno 10.360 11.138 0.5735 0.3628

ileon 10.970 12.584 0.4394 0.0290
YL Yeyuno 8.577 10.580 0.6938 0.0684

fleon 11.738 12.003 0.3710 0.6244

Pl= Proteina intacta; AAL= Aminoacidos libres

7.3. Concentracién sérica de aminoacidos esenciales y no esenciales

Debido a que la CS de AA es un indicador de la absorcion, utilizacion y
disponibilidad de estos; en el Cuadro 6 se muestra el andlisis de la CS de AAE,
AANE (Cuadro 7) y metabolitos (Cuadro 8) en los animales alimentados con la
dieta baja en proteina adicionada con AA libres, en dos etapa, durante, fase post-

absorcion (10 h post-prandial) y la fase de absorcion (2 h post-prandial - FPA) dos



horas antes y después de la comida proporcionada a la 1900 horas
respectivamente. Durante la fase de absorcion la CS de todos los aminoacidos fue
superior en comparacion con la etapa de post-absorcion (P < 0.05) respuesta que
era esperada. En promedio de las 2 etapas Val mostro la mayor CS (P=0.005)
seguida por Arg (P=0.001) y leucina (P=0.004) a diferencia de estos la menor SC
es la de Met (P=0.042) en promedio y para ambas etapas; ademas es notoria la
marcada variacion entre AA en el incremento relativo de la CS. Como nos muestra
el Cuadro 6 la CS de Lis en la fase de absorcion incrementé 100% comparada con
la de post-absorcion, seguida por Arg (56%) y Tre (43%). En contraste, la CS de
lle, Leu y Val (AA de cadena ramificada) se increment6 solamente entre 15y 22%.

Cuadro 6. Concentracién sérica de aminoacidos esenciales a 2.0 h preprandial y
2,0 h postprandial en cerdos de estrés por calor.

Toma de muestra

Aminoacido Preprandial Postprandial  Diferencia, % % SEM P=

Arginina 28.58 42.13 56 2.35 0.001
Histidina 11.88 14.32 21 0.63 0.023
Isoleucina 17.47 18.88 15 0.61 0.018
Leucina 24.86 28.89 22 0.97 0.004
Lisina 11.33 21.38 100 1.19 <0.001
Metionina 2.94 4.11 24 0.1 0.042
Fenilalanina 13.88 17.93 34 0.78 0.003
Treonina 19.62 26.65 43 1.25 0.001
Triptofano 10.98 14.17 29 0.73 0.014
Valina 35.89 41.45 20 1.32 0.005

® diferencia relativa entre la CS preprandial y posprandial
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La concentracion sérica de los AA no esenciales se muestra en el Cuadro 7. La
CS de Asp y Cis fue menor en la fase de post-absorcion (P < 0.05), mientras que
la CS del resto de los AA no esenciales, fue mayor durante la fase de absorcion (P
< 0.05). De manera muy notable, la CS de Cis (P<0.001) fue méas de 30 veces
superior en la fase post-absorcion, y la de Gin (P=0.004) fue alrededor de 28
veces superior en la fase de absorcion. La CS de Tir no mostro diferencia alguna

entre las dos fases.

Cuadro 7. Concentracion sérica de aminoacidos esenciales a 2.0 h preprandial y
2,0 h postprandial en cerdos de estrés por calor.

Toma de muestra

Aminoacido Preprandial Postprandial  Diferencia, %0® SEM P=

Alanina 24.75 51.85 222 3.70 <0.001
Asparagina 10.13 14.89 212 1.53 0.053
Aspartato 15.02 5.18 -189 1.76  0.003
Cisteina 21.42 0.71 -3202 2,50 <0.001
Glutamato 9.76 18.71 185 2.98 <0.001
Glutamina 2.45 70.80 2405 1.70 0.004
Glicina 12.03 64.91 682 2.54 <0.001
Prolina 17.00 58.76 415 2.66 <0.001
Serina 9.58 23.94 245 1.60 <0.001
Tirosina 31.01 23.67 -36 3.65 0.186

2 diferencia relativa entre la CS preprandial y posprandial
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Cuadro 8. Consentraciones sericas de los metabolitos de aminoacidos analizados
2 h preprandia y 2 h posprandial en cerdos en estres por calor consumiendo una
dieta baja en proteina suplementada con AA libres.

Toma de muestra

Amino acido Preprandial Postprandial SEM =

1-meti-histidina 4.56 6.37 2.77 0.655
3-methyl-histina 1.48 1.62 0.08 0.218
Carnosina 4.68 4.53 0.26 0.693
Citrulina 10.46 12.55 1.30 0.281
Cistatationina / alocistationina 0.37 0.36 0.04 0.915
Homocistina 0.12 0.16 0.03 0.418
Hidroxilisina 0.53 0.91 0.24 0.293
Hidroxiprolina 10.99 12.90 0.60 0.048
Ornitina 12.09 17.32 1.35 0.021
Fosforosina 2.96 3.11 0.22 0.649
Sarcosina 1.67 2.18 0.31 0.272
Taurina 16.89 17.29 1.72 0.875
Urea 260 262 20 0.964
Acido a aminoadipico 2.61 3.68 0.41 0.095
Acido a amino - n - butirico 0.52 0.72 0.04 0.008
acido amino B - isobutirico 0.56 0.64 0.04 0.250

30



VII. DISCUSION

8.1 Comportamiento productivo

En este estudio donde el porcentaje de proteina para la dieta adicionada con AA
libres fue de 14 % y para la dieta con proteina intacta fue de 22%, no hubo
diferencia en la GDP, EA y peso de la canal en ambos tratamientos resultados que
concuerdan con lo mostrados por Morales et al. (2015) utilizando los mismos
niveles de proteina en las dietas. Las GDP similares entre ambos tratamientos y el
mayor rendimiento en la canal de cerdos alimentados con la dieta baja en
proteina y con inclusibn de AA libres podrian atribuirse a que el tracto
gastrointestinal y érganos suelen ser mayores en animales que consumen una
dieta alta en proteina, debido al trabajo que realizan al catabolizar los excesos de
estas dietas. En un estudio hecho para evaluar la influencia del porcentaje de
proteina en la dieta sobre pardmetros productivos en cerdos expuestos a alta TA
se encontré que con 14% de PC+ AA los animales presentan una reduccién en la
GDP, en comparacion con los animales que consumieron un nivel alto de PC
(17%) y al igual que en este estudio la EA no fue influenciada por el nivel de
proteina (Ferreira et al., 2007). En otro estudio realizado para determinar el efecto
de la alimentacion con un nivel de PC alto (16%) y un nivel bajo (12 %) con y sin
suplementacion de AA libres se encontré que los cerdos alimentados con la dieta
de 12% de CP + AA alcanzaron niveles similares de crecimiento y tasas de
acumulacion de agua, proteinas y lipidos que aquellos cerdos alimentados con la
dieta 16% CP, sin embargo el ritmo de crecimiento en animales alimentados con
dietas sin suplementacion de AA, fue mas lento (Kerr et al., 2003). Anteriormente
Figueroa et al. (2000) sugirieron que los parametros productivos de los cerdos no
se afectan cuando la proteina cruda en la dieta se reduce de 16 a 12% y se
afiaden aminoacidos. Con tratamientos similares a los ya mencionados pero con la
adicion de solo tres AAE (Lis, Trp, Tre), Kerr y Easter (1995) observaron que los
animales tuvieron un mejor rendimiento al consumir la dieta alta en PC, en
comparacion con aquellos que consumieron la dieta adicionada con AA. Para

corroborar que el resultado no se debia a la deficiencia de AAE, realizaron un
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estudio donde ademas adicionaron AANE, y encontraron que el rendimiento de los
animales mejor6 con la inclusién de estos. De acuerdo con Toledo et al. (2014)
estos resultados en el comportamiento productivo, podrian deberse a que la
relacion incorrecta entre AAE y AANE puede interferir en el metabolismo, un
equilibrio adecuado de AA promueve la sintesis de proteinas, lo que implica que
la reduccién del contenido proteico puede ser limitada, si no existe un adicién de
AANE.

8.2 Transportadores de aminoacidos.

Los transportadores de aminoacidos son proteinas ligadas a la membrana, que
actuan como sensores, mediando la translocacion del sustrato a través de las
membranas biologicas y expresados ampliamente en todo el cuerpo (Taylor,
2014). La expresion de B® en ileon tendié a incrementarse, este resultado difiere a
los resultados mostrados por Morales et al. (2015) donde en animales con
condiciones similares, B® no fue diferente en ninglin segmento del intestino
delgado. El sistema B° es el principal transportador apical neutro de aminoacidos
en el intestino delgado, con altos niveles en yeyuno e ileon, contrario a los niveles
de duodeno y su ausencia en colon (Romeo et al., 2006), algunos estudios han
demostrado que el EC causa dafios al intestino, (Yu et al., 2010) principalmente la
descamacion (Cui y Gu, 2015) altura de vellosidades y profundidad de cripta
(Pearce et al., 2013); cuando se afecta la morfologia intestinal es probable que
haya mayor pérdida de células de absorcion y por tanto menor expresion de genes
que codifican para trasportadores de AA, la expresibn génica se ve
significativamente alterada debido a la compleja respuesta celular que se
desencadena cuando los animales se encuentran expuestos a EC (Sonna et al.,
2002). Sin embargo como se puede observar en el Cuadro 5 la expresion de los
dos transportadores de AA tuvo una tendencia a ser mayor en animales

alimentados con la dieta adicionada con AA libres.

La expresion de los genes que codifican para el sistema de transporte y'L también
fue mejor en yeyuno de animales que consumieron la dieta baja en proteina con

inclusion de AA libres; en el Cuadro 6 se puede observar la elevada CS de
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algunos AA que son sustratos para este sistema de trasporte como Lis, Arg, his 'y
Leu, es posible que la disponibilidad de estos AA sin la necesidad de ser
catabolizados, estimulen de mejor manera la abundancia de transportadores de
AA en el intestino delgado y permitan una mayor capacidad de absorcion que

puede verse reflejada en CS de estos AA.

8.3 Concentracion sérica de aminoacidos

Para este estudio la CS de AA en las etapas de absorcién y post-absorcion solo se
fue determinada en animales que consumieron la dieta baja en proteina
adicionada con AA libres, estos AA también denominado sintéticos han mostrado
tener una absorcidn mas rapida, que aquellos unidos a proteina (Partridge et al.,
1985; Bertechini, 2004). El constante abastecimiento de AA mediante el flujo
sanguineo, es imprescindible para el correcto desarrollo muscular, por tanto en
cerdos el perfil plasmético de AA es importante para maximizar el crecimiento de
los animales. Los AA que son proporcionados en la dieta cumplen la funcién
principal de servir como bloques para la biosintesis de proteinas (Wu et al., 2014;
Hou et al.,, 2015; Neis et al.,, 2015), ademas en el intestino delgado como
combustible para las células epiteliales y precursores esenciales para la sintesis
intestinal de glutatién, 6xido nitrico, poliaminas, purina y pirimidina, y aminoacidos
(Wu, 1998). En diversas circunstancias, la absorcién de AA libres depende de la
CS existente (Cynober, 2002); la concentracion postprandial en suero refleja la
composicion de la dieta consumida (Morales et al., 2015) la disponibilidad de los
AA (Morales et al.,, 2016), el estado dinamico del metabolismo de los AA
absorbidos en el intestino delgado, las tazas de utilizacién, y el recambio proteico
intracelular (Shikata et al., 2007; Regmi et al., 2016). Lis libre y otros AA de la
dieta tienen una absorcion intestinal mas rapida que aquellos unidos a proteina,
ademas la velocidad de absorcion de AA unidos proteinas ha mostrado tener
variacion debido a la fuente de proteica (Liao et al., 2015). En este estudio la CS
de Lis a las dos horas postprandial mostré un incremento relativo de hasta el

100%, de acuerdo con Leibholz et al. (1986) es en ese momento donde la
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concentracion plasmatica de Lis alcanza su pico; es decir existe una amplia
disponibilidad de este AA para ser utilizado por los diversos 6rganos y tejidos. Este
AA es el primer limitante en las dietas tipicas de cerdos, e importante sustrato para
generar proteinas corporales, péptidos y moléculas no pépticas (Liao et al., 2015).
Algunos autores ha informado que la deficiencia de este AA puede disminuir la
expresion de los transportadores de AA en células epiteliales intestinales (He et
al., 2013) y alterar las CS de otros AA (Zeng et al., 2013) afectando la salud y
rendimiento en cerdos. Regmi et al. (2016) realizaron un estudio con cerdos en
finalizacibn donde encontraron que la concentracion de Lis en plasma esta
estrechamente relacionada con la cantidad de Lis suministrada en la dieta. En este
estudio después de Lis, los AA con mayor incremento relativo fueron Arg y Tre con
el 56 y 43% respectivamente. El primero es un AA semi- esencial, con multiples e
importantes funciones en el organismo, y Tre es el segundo limitante en las dietas
para cerdos; en un estudio realizado en cerdos con alimentacion restringida,
expuestos a EC donde se analiz6 la CS de AA libres, se encontr6 que AAE como
Arg, Leu, Lis, fen, Tre y Trp tenian una CS menor en la fase de absorcion,
ademas otros AA como Val, Ala, Pro, Ser y Tir mostraron una tendencia a tener
una menor concentracion, sugiriendo que el EC influye de manera negativa sobre
la digestion y absorcién (Morales et al., 2016), a excepcion de Tir, el presente
estudio difiere con lo ya mencionado ya que las CS de Arg, Lis y Tre fueron las
mas elevadas durante esta fase. Arg esta implicado en la resistencia a estrés por
calor y estrés oxidativo, donde la exposicion al calor y la alteraciébn en las
concentraciones de pro-oxidantes y antioxidantes que conducen a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wu et al.,, 2012) y
disminucién en la defensa antioxidante (Ganaie et al., 2013; Nisar et al., 2013)
produciendo citotoxicidad (Bernabucci et al., 2002; Lord-Fontaine y Averill-Bates,
2002). Se ha informado que Arg es el precursor metabdlico de éxido nitrico (NO)
en endotelio vascular, mediante la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS). Debemos
recordar que para disipar calor los animales en estrés por calor presentan
vasodilatacion periférica, este mecanismo es regulado por el incremento en la

concentracion y sintesis de NO; por tanto, se reconoce una funcion importante en
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Arg y NO para proteccion en estrés térmico y oxidativo (Hall et al., 2001). Ademas
de ser precursor de NO también lo es de poliamina, creatina y agmatina
esenciales para la diferenciacion y proliferacion de las células (Maeda et al.,
2006), en reacciones donde existe inflamacion, dafio y muerte celular como EC,
las poliaminas inducen la migracién y crecimiento celular (Satriano, 2004), en
procesos trauméaticos Arg podria modificar intensamente el metabolismo de
poliaminas, lo que explicaria los efectos benéficos de este AA en situaciones
especiales (Larqué et al., 2007) principalmente en la cicatrizacion intestinal (Marc
Rhoads and Wu, 2009). La CS de Fen, Leu y Trp, también fueron mayores en la
etapa de absorcion consistente con las expresion de transportadores de AA° en

aguellos animales alimentados con dietas con inclusion de AA libres.

La CS de algunos AA es el resultado de una compleja interaccién entre aquellos
proporcionados en la dieta, la descomposicién de tejido y la sintesis de novo;
fundamentales para mantener la funcion fisiolégica del organismo, GIn, Glu, Gli y
Pro entre otros son considerados AA funcionales reguladores de vias metabdlicas
esenciales para la supervivencia y un adecuado desarrollo y en situaciones
criticas como el estrés, considerados condicionalmente esenciales. Gln es el mas
abundante en sangre y la principal fuente de energia para enterocitos (Young y
Ajami, 2001; Fujita y Yanaga, 2007). GIn participa en la regulacion de la
proliferacion celular, reparacién y mantenimiento de la de la barrera intestinal (Rao
y Samak, 2012). Debido a las diversas funciones que desempefia en el TGI su
demanda en la mucosa intestinal es elevada, superior a 15 g/dia (en humanos) y
es obtenida primordialmente de la circulacion sistémica (Rao y Samak, 2012). En
este estudio la CS de GIn es aproximadamente 30 veces menor en la etapa de
post absorcién, cuando los animales se encontraban expuestos a la TA mas
elevada, lo que podria indicar que en animales en estrés por calor; Cervantes et
al. (2017) realizaron un experimento en cerdos donde analizaron la CS de AA
libres en diferentes horarios del dia, durante las tapas de absorcion y digestion, a
las 7000, 1200 y 1600, inmediatamente, 5 horas y 9 horas después de comer
respectivamente y observaron que 9 horas post-prandial (similar a la fase post-

absorcion de este estudio) existe una reduccion significativa en la CS de la
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mayoria de los AA ( Ala, Arg, Asn, Fen, GIn, lle, Pro, Ser) en comparacion con las
muestras tomadas a las 1200 horas.

GIn es necesaria para conservar la integridad del epitelio, estimula la sintesis de
proteinas de la mucosa intestinal y protege a los enterocitos de la apoptosis. El
metabolismo conduce a la sintesis de novo de aminoacidos (Rezaei et al., 2013),
el incremento en la CS de Ala en la fase de absorcion pudo deberse a que es un
aminoacido producto del catabolismo intestinal de la GiIn (Fujita y Yanaga, 2007).

La etapa de post-absorcién es aquella en la que los animales se encuentran
expuestos a la temperatura mas elevada del dia, lo cual puede generar estrés
oxidativo. Para contrarrestar estos efectos el organismo hace uso de un sistema
antioxidante que permita minimizar la peroxidacion lipidica de las membranas
celulares, glutation es el principal antioxidante (Kerksick y Willoughby, 2005), y
Cis, Glu y Gli desempefian un papel importante en la sintesis de este (Reeds,
2000; Fujita y Yanaga, 2007) En este estudio la CS de Cis fue aproximadamente
30 veces mayor en la etapa post-absorcién, es posible que extraordinaria
demanda de este AA durante las horas de TA elevada de deba a que ayuda a
combatir al EC. En un estudio para investigar el efecto del EC sobre las CS de AA
en pollitos; la CS de Tir y Cis disminuyeron significativamente resultados similares
a los observado en este estudio (Tabiri et al., 2000).

Tir, y la Pro, son AA condicionalmente esenciales para cerdos jovenes,
particularmente en condiciones estresantes (Rezaei et al., 2013). Reeds, (2000)
menciona que en humanos en estado de ayuno la proporcion de Pro endogena
representa el 7% del flujo de Pro en todo el cuerpo, contrario a la contribucién de
la sintesis enddgena al flujo sanguineo cuando se ha consumido alimento. En este
estudio en que los animales se encontraban en EC se observé que despues 2
horas de consumir alimento la CS de Pro fue practicamente 3 veces mas alta que
en etapa preprandial. Este AA importante para la generacion de colageno, es mas
importante sustrato para la sintesis de Arg, ornitina y poliamina que la Gln o el Glu
(Reeds y Burrin, 2001).
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IX. CONCLUSION

La incorporacion de aminoacidos libres en dietas tipicas no ayudo a mejorar el
comportamiento productivo de animales expuestos a estrés por calor, sin embargo
la existencia de amino&cidos sintéticos, que nos permiten trabajar bajo el concepto
de proteina ideal, cumpliendo con lo requerido por el animal, podria contribuir a
mejorar la eficiencia de acumulacién de proteina, y a reducir la excrecion de
nitrégeno. Ademas el gasto energético que se genera por la digestion de las
proteinas puede reducirse al ser sustituidos por aminoéacidos libres, y asi
proporcionar mayor disponibilidad de energia para otros procesos metabdlicos que

ayuden a mantener la homeostasis durante el estrés por calor.

Parece ser que la inclusion de aminoacidos libres en la dieta modifica la
abundancia de transportadores de aminoacidos en intestino delgado de cerdos
aumentando su capacidad de absorcion intestinal que puede verse relejada en la

elevada concentracion sérica de algunos aminoacidos.

La concentracion sérica de algunos aminoacidos muestran que se producen para
mantener las funciones fisiol6gicas normales, algunos ayudan a proteger a las
células de lesiones provocadas por el estrés oxidativo, mantener la barrera
intestinal o para regular vias metabolicas esenciales en las células y asi asegurar

la supervivencia frente a condiciones extremas como el estrés por calor.
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