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|. RESUMEN

El estrés por calor (EC) ocurre cuando la temperatura y humedad ambiental
elevadas incomodan al organismo para realizar sus actividades normales, lo que
dificulta la disipacion de calor, y en consecuencia genera cambios en su conducta y
fisiologia para mantener la homeostasis. Se especula que a nivel celular el EC activa
diversos mecanismos de defensa, entre ellos, los encargados de eliminacion de
radicales libres; sin embargo, existen pocos trabajos al respecto. Se realizdé un
estudio para evaluar el efecto del estrés por calor en cerdos en crecimiento sobre la
expresion de ARNm de la proteina desacoplante 3 (UCP3), proteina de choque
térmico (HSP70) y citocromo P450, en tejido hepatico y muscular. Este estudio se
llevé a cabo durante los meses de verano en el Valle de Mexicali, y empled 18
cerdos de cruza Landrace x Yorkshirex Duroc, de 3 meses de edad y peso vivo de
30-35 kg; asignados a tres tratamientos: 1) alojados en condiciones de confort con
alimentacion ad libitum; 2) alojados en confort pero con alimentacion restringida; y
3) alojados en una sala sin control de temperatura o condiciones de estrés por calor
con alimentacion restringida. Los animales fueron sacrificados después de 21 dias
para colectar muestras de higado, musculo largo dorsal (LD) y mausculo
semitendinoso (ST). Se analizd la expresion de los ARN mensajeros para las
proteinas UCP3, HSP70 y P450. La expresiéon de UCP3 en los masculos LD y ST
no fue diferente entre los cerdos en condiciones de estrés por calor en comparacién
con los cerdos en confort (P>0.10). HSP70 se expresé en higado y en ambos
musculos, mientras que P450 solamente se expreso en higado, ninguna de estas
proteinas presentd diferencia en su expresion por efecto del estrés por calor
(P>0.10). En conclusion, después de 21 dias de exposicion al estrés por calor
severo no se modifica la expresion de los ARNm de UCP3, HSP70 y P450 en
higado, musculo largo dorsal y musculo semitendinoso de cerdos en crecimiento,

en comparacién con cerdos mantenidos en condiciones de confort térmico.
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[II.LINTRODUCCION

En el planeta, existen diferentes tipos de climas a los cuales los seres vivos
se han adaptado, sin embargo, existen zonas en las cuales las temperaturas
extremas son tipicas en todo afo. En la actualidad se sabe que la combinacion de
factores ambientales como la temperatura, humedad, corrientes de aire y radiacion
solar se combinan provocando que los limites de las condiciones termoneutrales de
los organismos se incrementen produciendo una condicién conocida como estrés
por calor. Esta condicidn se presenta cuando la temperatura ambiental incomoda al
organismo para llevar a cabo sus actividades normales, lo que provoca una carga
de calor superior a la capacidad de disipacion del mismo y en consecuencia genera
una serie de respuestas conductuales y fisiolégicas como respuesta a la reduccion
del estrés, manteniendo de esta manera la homeostasis en el organismo
(Bernabucci et al., 2010).

A nivel fisiolégico, en mamiferos como el cerdo, se han reportado prioridades
en el flujo sanguineo como un método para disipar mas rapidamente el calor
recibido o generado por el organismo, de forma que, se han observado
redistribuciones sanguineas que provocan vasoconstricciones en el tracto
gastrointestinal y en drganos internos; asi como una vasodilatacién periférica
(Lambert, 2008; Yan et al., 2006). Como respuesta a este evento, el flujo de sangre
y nutrientes disminuye y compromete la integridad celular.

A nivel celular, se ha reportado que el estrés por calor disminuye la sintesis
de ADN, la transcripcion, procesamiento de ARN, traduccién, incrementa la
produccion de radicales libres (Sonna et al., 2002), entre otros. De lo anterior se
desprende el hecho de la importancia de conocer mas acerca de la actividad que
juegan las proteinas desacoplantes (UCP3), proteinas de choque térmico 70
(HSP70) y el citocromo P450 (P450), en cuanto a su participacion en la disminucion
de radicales libres, en su intervencibn como chaperona celular y en la

desintoxicacion de la membrana mitocondrial, respectivamente.
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Actualmente, son pocos los estudios realizados sobre la expresion de
secuencias de ARNm en modelos experimentales como el cerdo; y en zonas que
registran altas temperaturas en gran parte del afio, como lo es el Valle de Mexicali;
un sitio actualmente considerado como un excelente laboratorio natural donde se
pueden realizar este tipo de trabajos (Morales et al., 2014); por ello, se pretende
estudiar los efectos que el calor severo desempefia en la eficiencia de amplificacion
del ARNm en las UCP3, HSP70 y P450 en tejido hepatico y muscular de cerdo.

Se cree que las condiciones climaticas de calor intenso que ocurren en
verano en el Valle de Mexicali provocan en los cerdos estrés por calor severo; y que
esta condicién modifica la expresion del ARNm de proteinas desacoplantes, de
choque térmico y citocromo p450, en tejido hepético y muscular comparado con
animales en confort térmico. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar
si el estrés por calor severo en cerdos en crecimiento modifica la expresion de la
UCP3, HSP70 y P450, en higado, musculo largo dorsal y musculo semitendinoso,

en comparacion con cerdos mantenidos en condiciones de confort térmico.
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IV. MARCO TEORICO

4.1 Fisiografia de la zona de estudio

De acuerdo con el Servicio Meteorologico Nacional (http://smn.cna.gob.mx/,
2014) México presenta diferentes climas, que de acuerdo con su temperatura se
clasifican en calido y templado; y por su humedad como humedo, subhimedo y muy

seco. El clima en las diferentes regiones de México depende de factores como la

altitud sobre el nivel del mar, la latitud geografica y condiciones atmosféricas, entre
otros.

El clima seco se ubica en mayor parte del territorio entre el centro y norte del
pais, regiéon que comprende el 28.3% del territorio nacional; se caracteriza por la
circulacion de los vientos, escasa nubosidad y precipitaciones de 300 a 600 mm
anuales, con temperaturas promedio que van de 22 a 26°C en algunas regiones, y
en otras de 18 a 22°C, segun el Sistema Meteorologico Nacional 2014.

ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

=
N[N

GRUPOS ¥ SUBGRUROS. |
DE CLIMAS DE MEXICO

Figura 1. Clasificacion de los climas de México de acuerdo con el INEGI (http://smn.cna.gob.mx
Citada el 10 de Julio de 2014).

El municipio de Mexicali se ubica en el extremo noreste del pais, y posee un

territorio de 13,935 km? de la superficie del estado de Baja California.

Econdmicamente se dedica a la agricultura (una de las zonas mas importantes en
la produccion de algodon y trigo), a la ganaderia y a la industria (INEGI, 2014). En

esta region de clima muy seco se registran temperaturas de hasta 49°C en el verano
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de 1993 (SMN, 2014); por esta razdn la ciudad de Mexicali se considera una de las

mas calurosas del pais.

4.1.1 Temperatura

Las temperaturas registradas en Mexicali y su Valle varian dependiendo de
los meses del afo; se han registrado seis meses en donde se presentan las
temperaturas mas altas y los seis meses restantes las temperaturas mas bajas, en
esta ultima temporada se registran las lluvias escasas que no sobrepasan los 100
a 300 mm anuales.

Los Cuadros 1y 2 presentan el promedio mensual de la temperatura maxima
y minima, registradas en el periodo 2004-2014 en Baja California. Se observa que
en los meses de junio a septiembre los promedios mensuales rebasan los 30°C;
mientras que de octubre a marzo se registran las temperaturas mas bajas.

Cuadro 1.Temperaturas maximas promedio de Baja California (Servicio Meteorol6gico

Nacional http: //smn.cna.gob.mx, 2014).

195 27.1
21.2 26.8
21.9 27.1
19.2 26.7
19.4 26.7
194 26.8
225 26.5
17.4 25.0
20.4 27.0
20.3 21.7
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Cuadro 2. Temperaturas minimas promedio de Baja California (Servicio Meteoroldgico

Nacional http://smn.cna.gob.mx,2014).

ANO ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN JUL | AGO | SEP

14.1 15.4 19.4 18.7 17.2

13.5 15.6 20.0 | 20.0 16.9

14.0 18.7 19.4 | 20.1 18.2

13.3 15.8 20.7 21.3 17.4

12.0 15.5 18.6 | 20.1 18.4

15.3 15.9 19.1 19.8 19.7

11.3 16.1 20.6 215 18.4

12.3 16.1 18.8 19.0 18.6

13.6 16.6 176 | 215 19.3

15.9 17.4 20.0 19.8 20.5

17.0

De acuerdo con los cuadros anteriores, las temperaturas maximas y minimas
estan estrictamente divididas en dos periodos anuales (verano e invierno), tomando
en cuenta que los datos mostrados son promedios mensuales que se equilibran con
los rangos menor y mayor registrados en todo el estado de Baja California (el cual
presenta tres tipos de clima). Sin embargo, las temperaturas ambientales que se
presentan durante el verano en el Valle de Mexicali pueden exceder los 45°C (SMN
2014).

4.1.2 Precipitacion
La precipitacion en el estado de Baja California es extremadamente baja con

respecto a otras partes de la Republica Mexicana. El Cuadro 3 muestra el promedio
mensual de precipitacion de los afios de 2004 a 2014. Al ser ésta una region con
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clima muy seco, la precipitacion no excede los 300mm anuales, misma que se

presenta principalmente en los meses de invierno.

Cuadro 3. Precipitaciéon promedio de Baja California, valores presentados en milimetros

(mm; Servicio Meteoroldgico Nacional http://smn.cna.gob.mx, 2014).

ANO ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN JUL | AGO

5.4 0.0 0.0 0.0 14

4.7 11 0.2 1.6 5.8

20.5 11.4 0.0 15 0.0

5.6 0.6 0.0 0.0 0.0

0.0 0.7 0.0 1.9 12.6

6.0 0.7 11 0.0 1.0

30.3 0.0 0.0 0.4 2.9

105 7.1 0.0 9.7 2.7

17.6 0.0 0.1 4.3 7.8

0.4 3.4 3.8 30.6 | 31.6

3.3 18 0.7

Durante el verano el clima en el Valle de Mexicali es tibio en las madrugadas
y caluroso al medio dia; la mayor temperatura se registra alrededor de las 3:00 pm
(SMN, 2014). En invierno, durante la noche la temperatura en las laderas de las
montafias aumenta a medida que pasa la noche, lo cual guarda una relacién inversa

al comportamiento habitual de verano (Munguia, 2003).
4.2 Estrés térmico
A lo largo y ancho del planeta, existen diferentes tipos de climas a los cuales

los seres vivos se han adaptado; desde los ambientes extremos a los cuales hemos

sobrevivido, refiriéndonos a los -89.2°C que fueron registrados en Wostock,

10
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Antartida en julio 21 de 1983, hasta los 58 °C registrados en septiembre 13 de 1922
en Al Azizyah, Libia. Para lograr adaptarse a esta variedad de ambientes, los
organismos han desarrollado mecanismos para la sobrevivencia que les permiten
mantener su metabolismo correctamente en diferentes rangos de temperatura
(Katschinski, 2004).

Por otra parte, ante cambios drasticos de temperatura, ya sea temperaturas
extremadamente bajas o altas, se desencadenan en los organismos situaciones
conocidas como hipotermia (cuando la temperatura ambiental es menor a 30°C) o
hipertermia (cuando la temperatura ambiental es mayor a 40°C), respectivamente;
estas situaciones, sobre todo en mamiferos pueden tener consecuencias muy
serias, dependiendo del tiempo de exposicién y adaptabilidad de organismos. En
mamiferos, estos cambios son detectados por receptores especializados conocidos
como neuronas somato sensoriales; estos receptores pertenecen a una familia
potencial de receptores con canales de iones que se encargan de convertir la
temperatura en potenciales eléctricos, mismos que las células perciben y
reaccionan aumentando o disminuyendo la produccion de cierto tipo de proteinas
(Katschinski, 2004). En la Figura 2, se muestran los rangos de temperatura en los

gue pueden ocurrir ciertos dafos a diversas partes del cuerpo humano.

Temperatura Temperatura del Eventos
Ambiente cuerpo humano celulares
o o ¥ Temperatura
+90°C W Aguas termales +45°C P
. corporal
+58°C (exposicidn al sol) m produccién
1922 o
(Libia) — 43°%¢ de proteinas
o 42°C

de choque
I térmico

+37°C Temperatura corporal

ku
o°c I Testiculos -
produccion
de proteinas
de choque

frio

necrosis

-89.2°C
-90°C 1983 +20°€
Wostock

Temperatura corporal
(temperatura en cuarto)

11
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Figura 2. Vision general de las temperaturas relevantes en el medio externo e interno de los seres
humanos. El termémetro de la izquierda demuestra la temperatura ambiente en la biosfera de los
humanos (medio externo) y el termémetro de la derecha muestra la temperatura del cuerpo humano
(medio interno). En el lado derecho de la imagen se presenta los eventos celulares que se han

demostrado ocurren a temperaturas in vitro (Tomado y modificado de Katschinski, 2004).

Para estudiar los mecanismos de adaptacién de los organismos a diferentes
ambientes se han llevado a cabo un sinnimero de estudios tanto a nivel de
poblaciones o individuos como a nivel celular y molecular. Por ejemplo, a nivel
molecular, Sonna et al. (2002), demostraron que los cambios drasticos de
temperatura (43°C) en células mononucleadas de sangre periférica sobre y sub
expresan 227 y 168 genes respectivamente de 12 600 diferentes ya investigados.
Resultados de trabajos similares han ido permitiendo el mejor entendimiento de la

fisiologia y adaptacion de los organismos a condiciones ambientales adversas.

4.3 Estrés por calor

Algunos autores han detallado que cuando las variables ambientales, como
la temperatura ambiente, la humedad, las corrientes de aire y la radiacion solar se
combinan e incrementan, alcanzan valores que superan los limites de las
condiciones termoneutrales para el organismo, éstos entran en una condicién
conocida como estrés por calor. El estrés por calor ocurre cuando la temperatura
ambiental incomoda al organismo para llevar a cabo sus actividades normales, lo
que resulta en una carga de calor superior a la capacidad de disipacion del mismo
(ya sea por una produccion interna y/o ambiental), y en consecuencia genera una
serie de respuestas fisioldgicas y conductuales para reducir el estrés (Bernabucci

et al., 2010) y tratar de mantener la homeostasis en el organismo.

4.3.1 Efectos del estrés por calor en la produccién animal

En animales de produccion, como el cerdo, el estrés por calor tiene un

impacto negativo que se refleja principalmente en la reduccion del consumo de
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alimento el cual afecta su crecimiento. Lo anterior, se ha relacionado directamente
con la alteracion en la jerarquia de la sintesis de proteina en tejidos (Baumgard y
Rhoads, 2013). Algunos otros factores afectados son, por ejemplo, la reducciéon de
parametros reproductivos y disminucion en el rendimiento de la canal. También se
ha reportado la afectacion de la salud de los animales, lo que provoca un incremento
en los costos de produccién en comparacion con animales en condiciones de
confort. En regiones como el Valle de Mexicali las mayores pérdidas en la
produccion pecuaria por efecto del estrés por calor se registran durante los meses
de verano (Baumgard y Rhoads, 2012).

Las cerdas lactantes y sus lechones requieren distintas condiciones
termoneutrales, lo que hace aun mas dificil el manejo de esta etapa de produccion.
En los dltimos afios, se han reportado en cerdos criados bajo estrés por calor una
disminucién en su masa muscular y un aumento en tejido adiposo (Heath, 1983;
Heath, 1989; Bridges et al., 1998; Collin et al., 2001), sin embargo, este fenémeno
no es unico de esta especie, ya que se ha reportado también en roedores y aves de
corral en crecimiento (Baziz et al., 1996; Geraert et al., 1996; Yunianto et al., 1997;
Lu et al., 2007).

4.3.2 Efectos en la fisiologia de los animales

El estrés por calor altera la fisiologia, metabolismo, bioquimica, y respuesta
celular en modelos animales (Banerjee et al., 2009). Los primeros cambios
observados en los animales expuestos al estrés por calor incluyen modificaciones
en sus constantes fisiolégicas. En mamiferos expuestos a estrés por calor, se ha
observado una redistribucién en la circulacién sanguinea; en esas condiciones se
produce vasoconstriccion en el tracto gastrointestinal y 6rganos internos, asi como
vasodilatacion en vasos periféricos, o que cambia la prioridad del flujo sanguineo,
alternativa que permite disipar mas rapidamente parte del calor recibido o generado
por el organismo (Lambert, 2008); en consecuencia a este mecanismo, el flujo de
sangre y nutrientes pudiera disminuir en epitelio intestinal, comprometiendo la

integridad de la barrera intestinal (Yan et al., 2006). Por otra parte, Hall et al., 1999,
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reportaron que la reduccién del flujo sanguineo en el tracto gastrointestinal puede
causar hipoxia tisular que agota las reservas de ATP y puede causar acidosis
intracelular modificando la actividad de la bomba de protones. Este agotamiento de
ATP y la acidosis generada, pone en peligro las uniones estrechas del epitelio
intestinal lo que puede dar lugar a la translocacion a través de la membrana a
patbgenos y endotoxinas bacterianas; provocando endotoxemias, septicemias y
finalmente la muerte (Lambert, 2009).

En los dltimos afios, se han generado estudios que demuestran que en
cerdos la constante exposicion a estrés por calor incrementa su tasa de respiracion
y su temperatura corporal, disminuye la ganancia de peso y reduce
significativamente el consumo de alimento ad libitum (Pearce et al., 2013). Ademas,
en respuesta al estrés por calor, los cerdos que no poseen glandulas sudoriparas
funcionales incrementan su tasa de respiracion, pérdida de agua por el jadeo y en
consecuencia, mayor consumo de agua dependiendo casi totalmente de ese jadeo
para la disipacion de calor (Fuguay, 1981). Ademas se ha observado un aumento
de la frecuencia cardiaca de los cerdos en estrés por calor (Yousef, 1985; Horowitz,
2002). Como respuesta a esta pérdida de agua para disipar el calor, se genera una
disminucién en la concentracion de minerales, en particular dentro de los
compartimientos vasculares y extracelulares, los cuales interfieren en el organismo
para mantener de forma adecuada el equilibrio osmotico y la presion arterial
(Silanikove, 1994).

Por otra parte, si la exposicion al estrés por calor es prolongada, acontece un
proceso de adaptacion o sobrevivencia para mantener la homeostasis del animal
(Horowitz, 2002). Segun los estudios de Johnson (1980) y Yousef (1987), esta
adaptacion se caracteriza por la disminucién en la secrecion de hormona de
crecimiento (GH), alteracién en los niveles de catecolaminas y glucocorticoides y
reduccion en los niveles circulantes de tiroxina y trilodotironina; en consecuencia se

observa una disminucién en la tasa metabdlica del organismo.
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4.4Dafos celulares por efecto del estrés por calor

Los animales que padecen de estrés por calor presentan modificaciones en
su fisiologia que son reflejo de cambios especificos de algunos mecanismos a nivel
celular. En general, se ha reportado que la respuesta al estrés por calor disminuye
la sintesis de ADN, la transcripcion, procesamiento de ARN y la traduccién. El estrés
por calor ademas, inhibe las etapas del ciclo celular, provoca desnaturalizacion de
proteinas, incremento en la degradacion de proteinas a través de la via proteosomal
y/o lisosomal, modifica los componentes del citoesqueleto, altera el metabolismo
ligado a una reduccion neta del ATP celular, y cambia la permeabilidad de la
membrana ligada a un incremento en Na*, H* y Ca?* (Sonna et al., 2002).

4.5 Mecanismos de proteccién celular

4.5.1 Proteinas desacoplantes

Las proteinas desacoplantes, conocidas mejor como UCP (uncupling protein,
en inglés), son miembros de una familia acarreadora de aniones, localizadas en la
membrana mitocondrial interna. En esta familia también se encuentran la
translocasa nucle6tido adenina (ANT), un antitransportador ATP/ADP y otros
multiples metabolitos e iones transportadores (Mookerjee et al., 2010).

Estas proteinas poseen una estructura tripartita que consiste en tres
dominios repetidos con cerca de 100 residuos, cada uno con dos regiones a-hélice
transmembranal hidréfobos que abarcan la capa de fosfolipidos, en donde el
extremo N y C terminal se insertan dentro del espacio mitocondrial interno (Hagen
y Lowell., 2000). Cada repeticion contiene un bucle hidrofilico largo orientado hacia
el lado de la matriz de la membrana unidos a dos hélices; la mayoria de las UCP
tienen un peso molecular aproximado de 30kD; hasta la actualidad se cree que la
forma funcional de las UCP es en forma de homodimero (Echtay, 2007).

Se ha propuesto que las UCP disipan el gradiente de protones al permitir la

re-entrada de estos a la matriz mitocondrial durante la generacion oxidativa de ATP,
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calor (Aquila et al., 1985). El desacoplamiento por estas proteinas funcionan como
un mecanismo conservado evolutivamente que atenda la produccién de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO), lo que explicaria la homologia de estas proteinas en
animales homeotermos (Mookerjee et al., 2010); sin embargo, existe una
controversia acerca de la actividad real del desacoplamiento de estas, ya que se ha
observado que en algunos sistemas podria existir una modificacion en la estructura
de la membrana en lugar de sobreexpresion de la proteina(Harper et al., 2002).
Ricquier y Bouillaud (2000) sugieren que las UCP pueden patrticipar en la
producciéon de ATP en mitocondria y en el control de la relacion NADH/NAD*. En
consecuencia, la fuga de protones desde la membrana mitocondrial interna podria
representar un mecanismo importante para la disipacion de energia o la produccién

de calor en animales en reposo (Dridi et al., 2004).

La oxidacion mitocondrial de los combustibles genera un gradiente de
potencial electroquimico a través del bombeo de protones hacia el exterior por la
cadena de transporte de electrones, como se muestra en la Figura 3. En este
mecanismo los protones regresan a la matriz mitocondrial a través de la FO/F1 ATP
sintasa que forma ATP con ADP vy fosfato inorganico. La fuga de protones o
“desacoplamiento” ocurre cuando el flujo de protones que surge de este sistema,
tiene un corto circuito interno, independientemente de ATPsintasa FO/F1, resultando
en la produccion de calor en lugar de la sintesis de ATP (Brand et al., 1994; Rolfe
et al., 1999).

Actualmente se han descrito 5 proteinas desacoplantes, de las cuales UCP1
(también conocida como termogenina, principal regulador de la termogénesis en
recién nacidos) ha sido la mas estudiada. Esta se describié a partir de la adenina
nucledtido translocasa, una estructura cristalizada de un miembro de la familia
acarreadora mitocondrial; fue identificada por primera vez por Nichols et al., (1978)
y clonada por Bouillaud et al., (1988) y Kozak et al., (1988).
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Figura 3. Modelo esquemaético de la funcion de UCP: la activacién de HNE disminuye la produccion
de ERO. Una alta fuerza de proton (Ap) a través de la membrana interna mitocondrial conduce a un
aumento en la reduccién de un electrén en la membrana capaz de reducir el oxigeno a superéxido.
El superoxido producido en la matriz por la cadena de transporte de electrones (CTE) (principalmente
del complejo I 'y Il) es convertido a H20:2 por la enzima superéxido dismutasa —Mn (Mn-SOD). Algunos
superéxidos escapan a esta conversion y atacan a la aconitasa, liberando Fe (Il) del sitio activo. Fe
(I) cataliza la produccién de radicales hidroxil (*OH) del H202. Los radicales hidroxil (0 HO2*
producidos en la membrana) inician la reaccion en cadena de radicales libres en la cadena de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) de la membrana fosfolipidica liberando hidroxinonenal (HNE) y otros
aldehidos reactivos. Estos aldehidos modifican covalentemente a las UCP, activando la
conductancia de protones y disminuyendo la Ap. La reduccién en Ap conduce a la disminucién de
concentracion de reductores de un-electrén e incrementos en el consumo de O: (reduccién de la
concentracién local de Oz2). Ambos efectos sirven para disminuir la produccién de ERO en la matriz.
Asi que HNE actia como una molécula de sefializacion para activar UCP en un mecanismo de
retroalimentacién negativa que protege a la célula en contra de la produccion perjudicial de un
exceso de ERO. (Tomado y modificado de Echtay, 2007).
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En 1997, se clonaron por primera vez dos genes estrechamente relacionados
a UCP1, se trataba de UCP2 y UCP3. La secuencia de aminoacidos de estos dos
genes fueron calculados aproximadamente en un 60% de similitud con UCP1. A
partir de ese suceso se han identificado mas secuencias a las cuales se les ha
nombrado UCP4 y UCP5, ambas expresadas en mayor medida en el sistema
nervioso central (Mao et al., 1999; Sanchis et al., 1998). Sin embargo, es la UCP2
quien se expresa en la mayoria de los tejidos (Fleury et al., 1997; Gimeno et al.,
1997). En el caso de UCP2 y UCP3, se ha especulado que estas funcionan como
transportadoras de ERO, sensores de sustrato o transportadores de acidos grasos
(Jaburek et al., 2004; Schrauwen y Hesselink, 2004; Bouillaud, 2009).

4.5.1.1 Proteina desacoplante 2 (UCP2)

El gen de UCP2 fue clonado en 1997 por Fleury et al., (1997) y Gimeno et
al., (1997), quienes demostraron que tiene un 59% de homologia con UCP1. UCP2
se localiza de forma ubicua en la membrana interna mitocondrial y presenta un peso
de 31-34 kDa, al igual que UCP1 se cree que su funcién es como homodimero.

El ARNm de UCP2 se encuentra con mayor frecuencia en bazo, timo, células
B-pancreaticas, corazon, higado, pulmdn, musculo esquelético, tejido adiposo
blanco y café, estomago, testiculos y macréfagos (Fleury et al., 1997; Gimeno et.
al., 1997; Arsenijevic et al., 2000); en menor proporcion en cerebro, rifién, higado y
musculo (Nedergaard y Cannon, 2003; Mattiasson y Sullivan, 2006).

Analisis de expresidn de esta proteina también han reportado que la cantidad
de ARNm de ésta en un tejido no es proporcional la cantidad de proteina UCP2
encontrada en algunos 6rganos (Pecqueur et al., 2001).

Se ha reportado que UCP2 es inducido por agentes estresantes como
lipopolisacaridos (Pecqueur et al., 2001;) TNFa (Lee et al., 1999; Degasperi et al.,
2008), acidos grasos (Medvedev et al., 2002), dafios al higado ocasionados por
altos niveles de ERO (Demori et al., 2008), obesidad (Surwit et al., 1998), cancer
(Baffy, 2010) y diabetes (Chu y Leung, 2007; Xie et al., 2008; Lacraz et al., 2009).
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En del sistema inmune, neuronal y en células B-pancreéticas, UCP2 podria
controlar de forma negativa la secrecion de insulina en islotes de células [3-
pancreaticas (Bezaire, 2007; Figura 4). Ademas, se le ha involucrado en la patologia
de la diabetes tipo Il (Zhang et al., 2001), en la regulacion negativa de la generacién
de ERO en macréfagos (Yonezawa et al., 2009), en la relacion con la obesidad
adulta y la hiperinsulinemia (Fleury et al., 1997) y de forma general con desérdenes

metabdlicos en adultos (Yonezawa et al., 2009).

Entre otras funciones supuestas para UCP2 se encuentran la termogénesis
(por la conservacion de los residuos que involucran el transporte de protones y su
relaciones con los nucleétidos), acarreadores de acidos grasos, mediacion de la
secrecion de insulina y proteccion en contra de ERO (Collin et al., 2005). Se sabe
que UCP2 modula la actividad del desacoplamiento de la cadena respiratoria,
especialmente a nivel de un electron Oz, por medio de un reductor como la coenzima
Q (CoQ) que reduce la produccién del anién superoxido y la generacion de ERO
(Negre-Salvayre et al., 1997; Skulachev, 1997).

De acuerdo con Azzu y Brand (2009) la regulacién de UCP2 ocurre en varios
pasos, incluyendo la transcripcion, traduccion, modulacion de la actividad de
proteinas y su degradacion (Figura 5). Sergey et al., (1997), han sugerido que la
producciéon de ERO mitocondrial esta relacionada con el potencial de membrana,
de forma que los mecanismos involucrados en la alteracion del potencial redox de
los acarreadores de la cadena respiratoria conducen a una mayor probabilidad de
reducir los componentes donando electrones al oxigeno y generacion del
superoéxido. De esta forma UCP2 media la atenuacion de ERO a través de la fuga
de protones a nivel mitocondrial, actividad que puede ser de proteccién o perjudicial,

dependiendo del contexto.
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Figura 4. Modelo esquematico de la funcion de UCP2 en células B-pancreéticas. La glucosa elevada
en plasma conduce a un incremento en la concentracién citoplasmatica debido a la absorcion via
trasportadores de glucosa (GLUT2). Este incremento suministra piruvato al ciclo de los é&cidos
tricarboxilicos mitocondrial (CAT), que conduce a un incremento en la relacion NADH/NAD+, una
elevada fuerza motriz de protones mitocondriales y un incremento en la sintesis de ATP. El
incremento en la relacion ATP/ADP causa un cierre en los canales de Karp, o que conduce a la
despolarizacién del potencial de membrana plasmatica (AW) y una entrada de Ca?,
desencadenando la liberacién de insulina. La actividad de UCP2 disipa la fuerza motriz de protones,
disminuyendo la relacion ATP/ADP y como una consecuencia disminuye la secrecion de insulina.

(Tomado y modificado de Green et al., 2004).
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Figura 5. Sintesis y regulacion de UCP2. Esta regulada por: (i) Niveles transcripcionales y (i)
translacionales. (iii) La actividad de la proteina puede ser regulada por activadores agudos como FA
y HNE. (iv) La desactivacion de la proteina puede ocurrir por la inhibicion de un ligando y por la
rapida rotacién de la proteina UCP2, probablemente por el sistema de ubiquitinacién proteosomal.

Abreviaciones: AW, potencial de membrana mitocondrial; C/EBPb, CCAAT- proteina de unién al
promotor b; FA, acidos grasos; HNF, factor nuclear hepatico; IL-1b, interlucina -1B; PPAR, receptor
activado para el proliferador de peroxisomas; SREBP-1c, elemento regulador de esteroles proteina

de unién 1-c (Tomado de Azzu y Brand, 2009).

4.5.1.2 Proteina desacoplante 3 (UCP3)

La UCP3 fue identificada en 1997; tiene un 60% de homologia con UCP1 y
es Unica en su tipo, ya que se expresa en musculo esquelético; también se ha
encontrado en corazén y en menor grado en tejido adiposo café, sin embargo, hasta
la fecha su papel sigue siendo poco claro (Echtay, 2007).

Al principio se creia que el funcionamiento de UCP3 estaba ligado a la fuga

de protones, sin embargo, poco después se determiné que esta no es la causa
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inicial, de hecho parece que el transportador nucle6tido adenina representa la mayor

la fuga de protones en la membrana mitocondrial (Brand et al., 2005).

Segun Schrauwen y Hesselink (2004) UCP3 funciona como transportador de
aniones de acidos grasos, actuando como protector de lipoperoxidacion. De esta
forma, cuando el suministro de &cidos grasos es alto y atraviesan la membrana
mitocondrial, éstos no se metabolizan y se acumulan en la matriz mitocondrial
debido a la falta de acetil CoA sintasa, lo que incrementa el riesgo de la
lipoperoxidacion (Figura 6). También, se ha hipotetizado que la UCP3 actia en
conjunto con la tioesterasa mitocondrial (MTE-1) para liberar a la CoA y exportar a
los aniones de los acidos grasos; la exportacién de estos aniones provenientes de
la matriz mitocondrial a través de UCP3 no solo permite las mayores tasas de
oxidacion de &cidos grasos, sino que también puede reducir el potencial de

membrana y mitigar la produccion de ERO (Katsumata et al., 2004).

Himms-Hagen y Harper, (2001), propusieron un modelo en donde UCP3
actla con la Tioesterasa | mitocondrial (MTEI) para exportar los acidos grasos de la
mitocondria cuando la oxidacién de estos es predominante; lo que indicaria que otra
de sus principales funciones es la manipulacién de acidos grasos para regular el

gasto energético.

Algunos estudios demuestran la importancia de UCP3 en algunos procesos
patoldgicos vy fisiologicos. Entre estos estudios se encuentran aquellos conducidos
en el contexto del balance de energia y obesidad, resistencia a la insulina,
lipoperoxidacion y estrés oxidativo (Clapham et al., 2000). En el caso de la
termogénesis, hasta la actualidad no se han definido cuales son los mecanismos

exactos con los cuales se relaciona (Harper et al., 2002; Liebig et al., 2004).
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Figura 6. Modelo esquematico de las funciones de la UCP3. Los aniones de &cidos grasos de

cadena larga (LCFA) de la matriz mitocondrial pueden ser derivados ya sea desde la entrada de
cadena larga de acidos grasos no esterificados que entraron en la matriz mitocondrial por flip-flop a
través de la membrana interna mitocondrial o por hidrélisis de ésteres de &cidos grasos por
tioesterasa mitocondrial 1. Este ultimo libera CoOASH a la matriz mitocondrial, una coenzima limitante
de la velocidad para la B-oxidacion y el ciclo del 4cido tricarboxilico. LCFA se exportan desde la
matriz por UCP3 para la reactivacién de acil-coenzima A sintetasa en el espacio intermembrana.
UCP3 se activa para remover los excesos de LCFA que han entrado en la matriz mitocondrial
independientemente del sistema de transporte de acidos grasos-carnitina y asi facilitan la oxidacion
de estos. El ciclo de los acidos grasos protonados entra y la exportacion de aniones de estos mismos
causa una conductancia neta de protones como una reaccionsecundaria. También se ha propuesto
gue UCP3 exporta aniones peroéxido de lipidos generados de la interaccion de ERO en la matriz con
acidos grasos insaturados de la cara interna de la membrana mitocondrial. (Tomado y modificado de
Echtay, 2007).
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Se ha reportado que UCP3 se activa por ERO o subproductos de la
lipoperoxidacién, a su vez esto genera un desacoplamiento ligero, despolarizacion
de la membrana, y posteriormente mitigacion de ERO. Brand y Esteves (2005),
mencionan que una de las especies reactivas de oxigeno que se generan en mayor
cantidad es el superdxido producido en el complejo 1y Il en la Cadena de Transporte
de Electrones (CTE). Esto a consecuencia del alto contenido de oxigeno molecular
0 a un estado altamente reducido; sin embargo, el oxigeno molecular también puede
generarse de otras fuentes como peroxido de hidrogeno (Giorgio et al., 2005; Vesce
et al., 2005); aunque se ha demostrado que este es eliminado por otros complejos
desacoplantes como superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa, entre
otros.

Brand et al., (2005) proponen gue el mecanismo de UCP3 para mitigar la
produccion de ERO se lleva a cabo por medio de la activacion de una fuga de
protones a través de la generacion del 4-hidroxinonenal (HNE), un subproducto de
la peroxidacion lipidica, esto sugiere que funciona como un bucle de
retroalimentacion negativa para reducir el vigor en la fuerza de protones de la
transmembrana y mitigar la produccién de ERO (Figura 7).

El HNE puede estimular la conductancia de protones a través de la inhibicion
de UCP3 y del transportador de nucle6tidos de adenina, ANT (Echtay et al., 2003);
entonces, la activacion de la UCP3 por el superoxido estd mitigado por un
antioxidante, el fenil-N- tert-butylnitrone, cuando se dirige a la matriz mitocondrial;
esta matriz reacciona con los elementos centrales de carbén pero no con el
superéxido en si o con los productos de lipoperoxidacion y no afecta el
desacoplamiento inducido por el HNE (Murphy et al., 2003). En base a lo anterior,
el radical superéxido puede activar a UCP3 de forma indirecta atacando los grupos
poliinsaturados de n-6-acilo (grupos de la membrana fosfolipidica) iniciando una
cascada de sefalizaciones para producir alquenos reactivos (Brand y Esteves,
2005). Entonces HNE se convierte en un producto altamente reactivo capaz de
inducir el desacoplamiento por modificaciones covalentes de UCP y ANT (Echtay et
al., 2005).
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Figura 7. Regulacion de la proteina desacoplante 3. 1) Sintesis de UCP3 es regulada por niveles
transcripcionales debidos a inanicion y factores transcripcionales musculares. 1l) La actividad
proteinica se puede regular adicionalmente por ligandos funcionales, tales como FA (acidos grasos)
y HNE. Los mecanismos de desactivacion de proteina pueden ocurrir por la inhibicion del ligando.
Abreviaciones: FA, acidos grasos; HNF, factor nuclear hepético; PPAR, receptor activado para el
proliferador de peroxisomas; MyoD, familia de proteinas del factor regulatorio miogenico (Tomado
de Azzu y Brand, 2009).

4.5.2 Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico, HSP (Heat Shock Protein, en inglés),
fueron descritas por primera vez en 1962 por Ritossa, quien trabajo con modelos de
cultivos de Drosophila melanogaster; y las describié como un conjunto de proteinas
cuya expresion es inducida por diferentes tipos de estrés, entre ellos el choque
térmico.

Actualmente se sabe que este tipo de proteinas se expresan en nucleo y
citoplasma de células eucarioticas ante distintos estimulos (por ejemplo,

condiciones oxidantes como el calor, isquemia, esfuerzo fisico, estrés oxidativo,
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exposiciones a componentes toxicos (lwaki et al., 1993), enfermedades
inmunologicas, cancer, enfermedades cardiovasculares, envejecimiento (Hall et al.,
2000; Moseley, 2000; Garrido et al., 2001). Sin embargo, la mayor respuesta
observada ha sido ante condiciones estresantes ocasionadas por cambios en
temperatura mostrando una gran relacibn en animales poiquilotermicos
(Katschinski, 2004).

Estas proteinas se encuentran de manera constitutiva en diversas especies
y hasta la fecha se han descrito en células eucarioticas seis tipos, dependiendo de
su peso molecular. Tradicionalmente son clasificadas en dos grupos, el primero de
ellos es caracteristico de HSP de alto peso molecular (HSP70, 90, y 60) ATP-
dependientes; y en el segundo grupo se encuentran las pequefias HSP que no
dependen del ATP; en ambos casos su funcidén parece estar controlada por su
fosforilacién (Lanneau et al., 2010).

Segun Moseley (2000), las HSP estan involucradas en el mantenimiento de
la integridad celular funcionando como chaperonas, las cuales ayudan al
plegamiento y compartamentalizacion de proteinas recién sintetizadas; de forma
que ante un estrés por cambios en temperatura, estas HSP se unen a otras
proteinas desnaturalizadas para prevenir su disgregacion y ayudar asi, a regresar
a su plegamiento original, manteniendo su funcionalidad nativa y su consecuente
restauracion de temperatura. La expresion de las HSP esta regulada por factores
de transcripcion bien definidos, pero es HSF1 (heat shock transcription factor 1, en
inglés) quien juega la tipica funcién de inducibilidad al estrés, unién al DNA,
oligomerizacion y localizacion nuclear en respuesta al estrés por calor (Pirkkala et
al., 2001). Especificamente, su activacion es mediada por la interaccion entre HSF1
y el elemento de choque térmico que se encuentra en el promotor de todos los genes
de HSP (Figura 8).

A temperaturas termoneutrales, el factor de transcripcion se encuentra de
forma inactiva en el citoplasma, esperando ser activado especificamente por HSP90
y HSP70 (Katschinski, 2004).Ambas proteinas son reclutadas para unirse a
proteinas desnaturalizadas que se uniran a la HSF1. Este factor de transcripcion

activado se transloca al nucleo, como trimero se fosforila en sus residuos de serina
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y se une al ADN activando genes dependientes de HSP. El proceso central para la
deteccion de la temperatura entonces se ve implicado en la union de HSP-HSF1 o

por el estrés de proteinas desnaturalizadas.
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Figura 8. Sefializacién de temperatura celular. Bajo temperaturas normotérmicas, el factor de
transcripcion de choque térmico 1 (HSF1) se une a la proteina de choque térmico 70 (HSP70).
Después de la exposicién al calor, HSP70 recluta a las proteinas desnaturalizadas, dejando a HSF1
en una conformacién no reprimida. HSF se transloca al nicleo, se trimeriza, se forforila y se une a
sitios especificos de elementos de respuesta al choque térmico en la regiéon promotora de genes
inducibles por calor. El subsecuente incremento en la produccién de HSP70 conduce a una
regulacion negativa de la actividad de HSF1 via unién a HSF1. (Tomado y modificado de Katschinski,
2004).

De acuerdo con Lanneau et al. (2010), el mecanismo de ubiquitinacion marca
a las proteinas para su degradacion en el proteosoma. Las proteinas ubiquitinadas
(o poliubiquitinadas) son reconocidas por el complejo de proteosoma 26S que
desdobla y digiere a las proteinas; este proceso requiere de la participacion de
varias enzimas conjugantes entre las cuales se encuentran las E1 para la activacion,
las E2 para la conjugacion y las E3 para su union; se cree que las chaperonas y el
sistema ubiquitina-proteosoma trabajan de manera competitiva en la degradacion

selectiva de proteinas dafiadas o anormales (Lanneau et al., 2010).

27



Universidad Auténoma de Baja California
Maestria en Ciencias en Sistemas de Produccién Animal

La HSP90 y HSP70 actian como una maquinaria multi-chaperona que regula
la funcion, el tréfico y la recombinacion de una gran variedad de sefializaciones de
proteinas, entre ellas se encuentran las proteinas nacientes, proteinas
desnaturalizadas, las implicadas en la transduccién de sefiales, en la regulacion

transcripcional, entre otras (Pratt y Toft, 2003, Garrido y Solary, 2003).

4.5.2.1 Proteina de choque térmico 70 (HSP70)

La proteina de choque térmico 70, segun Boorstein et al., (1994) es una
chaperona altamente conservada y representa el 1-2% de la proteina celular. Su
funcidnes regular el plegamiento de proteinas en condiciones normales y de estrés.
Esta chaperona esta formada de dos dominios, un dominio ATPasa con un NH2-
terminal y el otro dominio peptidico unido a un COOH terminal; en este ultimo
dominio se unen siete residuos de péptidos, y otra conformacién extendida entre
dos subdominios, una hoja 8 y una a hélice. Esta chaperona modula su actividad y
especificidad por el sustrato a través de la utilizacion de co-chaperonas como Hip,
Hop, HSP40 y Bagl (Katschinski, 2004).

Dentro de la HSP70 existen por lo menos dos elementos reguladores
ubicados en la region 5 que interactia con el factor de transcripcion de choque
térmico (HSF1). Este dltimo se une al promotor de HSP70 para inducir su
transcripcion en caso de estrés causado por agotamiento de energia, hipoxia,
acidosis, isquemia-re perfusion, citocinas, especies reactivas de oxigeno, especies
reactivas de nitrdgeno, infecciones virales y radiaciones ultravioleta, como se
muestra en la Figura 9 (Jaattela y Wissing 1993; Marber et al., 1995; Kregel, 2002).

En cuanto a termorregulacién, depende de la severidad a la cual sea
expuesto el organismo. Kregel (2002) menciona que la expresion ante la
termotolerancia se presenta después de varias horas o dias (3-5) de exposicion,

siendo el intestino delgado el mas sensitivo al dafio por estrés por calor.
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Senalizaciones fisioldgicas que activan la expresion de HSP70
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Figura 9. Resumen de algunas de las principales sefiales fisiolégicas que activan la forma inducible

de la sintesis de proteina de choque térmico de 72-kDa (Hsp70) y mecanismo propuesto para el
aumento de expresion de Hsp70 en una célula. El factor de choque térmico (HSFs), presente en el
citoplasma, esta unido a proteinas de choque térmico (HSPs); de esta manera se mantiene en un
estado inactivo. Una amplia gama de estimulos fisiolégicos (“estresores”) activan a las HSFs,
causando la separacion de HSPs. Las HSFs son fosforiladas (P) por proteinas quinasas y forman
trimeros en el citoplasma. Estos complejos trimeros de HSF entran en el nacleo y se unen a los
elementos de choque de calor (HSE) en la region promotora del gen Hsp70. A continuacion el ARNm
de la HSP70 se transcribe y sale del nacleo al citoplama, mientras que nueva Hsp70 es sintetizada.
Algunos mecanismos propuestos de proteccion celular para las HSPs incluyen el funcionamiento
como chaperona molecular para asistir en el ensamblaje y translocacién de nuevas proteinas
sintetizadas en la célula y en la reparacién y replegamiento de proteinas dafiadas (por ejemplo,
estrés por desnaturalizacion). I/R, isquemia-reperfusion; ROS especies reactivas de oxigeno; RNS,

especies reactivas de nitrdgeno. (Tomado de Kregel, 2002).

HSP70 atiende a los procesos de reparacion celular, en respuesta a diversos
tipos de estrés (Kregel, 2002). Entre sus funciones citoprotectoras, se encuentran

asegurar el plegamiento correcto de proteinas, mantenimiento estructural,
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prevencion de la agregaciéon de proteinas y la degradacion de las proteinas
inestables (Palleros et al., 1991; Bakau y Horwich 1998).

El papel de la HSP70 en la degradacion de proteinas parece ser indirecta, se
ha sugerido que esto se logra por medio de CHIP (C-terminus of HSP70, en inglés)
y BAG-1 (Figura 10); en donde CHIP es una ligasa ubiquitinada que cuando
interactia con HSP70 captura proteinas no plegadas y las ubiquitina asegurando la
degradacion de la proteina capturada (Connell, et al., 2001 y Murata et al., 2001).
CHIP posee dos sitios dominantes funcionales, uno de ellos el TPR
(Tetratricopeptide repeat, en inglés) en el dominio de su extremo amino que permite
la interaccién con otras proteinas que contienen TPRy el otro conocido como U-box
en el dominio de su extremo amino que interactla con la familia UBCHD5, la cual esta
asociada a las enzimas de conjugacion de ubiquitina E2 (Lanneau, et al., 2010).
Este dominio confiere la habilidad a CHIP para ubiquitinar y censar proteinas para
el sistema de proteosomas; asi que CHIP funciona como una chaperona
dependiente de la ubiquitina ligasa involucrada en la degradacion de la llamada
Chaperona mediada a la autofagia (CMA, chaperone-mediated autophagy, en
inglés) y chaperona de autofagia selectiva asistida (CASA, chaperone-assisted
selective autophagy, en inglés; Kettern et al., 2010).

Segun Beckham et al., 2004 y King et al., 2002, la importancia de HSP70
radica, en la termotolerancia celular que ayuda a la supervivencia de los modelos
animales con quienes se ha trabajado; sin embargo, y aunque su funcién ante el
estrés por calor no ha sido bien elucidada, se sugiere su participacion en la

reparacion del dafio en células intestinales (Shapiro et al., 1986).
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Figura 10. Plegamiento contra degradacion. A) El complejo de la HSP se asocia con otras
chaperonas como Hip y Hop. Hip promueve la unién al sustrato, mientras que Hop promueve el
reclutamiento de la maquinaria del plegado de HSP70. B) El complejo chaperona HSP70 incluye la
asociacion con BAG-1 y CHIP. BAG-1 compite con Hip por la unién al sitio dominante de la ATPasa
y favorece el reclutamiento del proteosoma, mientras que CHIP compite con Hop y dirige la

ubiquitinacion de las proteinas chaperonas. (Tomado de Lanneau et al., 2010).

4.5.2.2 Proteina de choque térmico90 (HSP90)

La HSP90 representa alrededor del 2% de la proteina total de la célula y
posee una estructura muy bien conservada. Segun Katschinski, (2004), HSP90 se
conforma de dos subunidades, una de ~25 kDa conectada electrostaticamente en
su extremo NH2 terminal con el extremo COOH- de la subunidad de ~55 kDa;
ademas esta proteina posee dos sitios de unién al ATP, uno localizado en la region
NHzy otro en la region COOH- terminal. Tras la union de ATP o por efecto del calor,
HSP90 cambia su conformacion de modo que las dos unidades se separan
generando una estructura toroidal que permite la union de HSP90 a su sustrato. De
esta forma HSP90 actia como chaperona dependiente de ATP. En cuanto a su
funcién en la célula, HSP90 juega un rol clave en la replicacion de ADN,
transcripcion de ARN, plegamiento de proteinas, maduracién, translocacion a través
del reticulo endoplasmatico y membranas mitocondriales, protedlisis y
sefalizaciones celulares. A nivel molecular activa algunos sustratos de proteinas,

enciende la expresién de genes dependientes de oxigeno que atentan su oxidacion,

31



Universidad Auténoma de Baja California
Maestria en Ciencias en Sistemas de Produccién Animal

controla el plegamiento y actividad de proteinas quinasas, receptores esteroideos,
factores de transcripcion bHLH y desempefia un papel importante en la
termoresistencia (Richter y Buchner 2001). Sin embargo, esta proteina es incapaz
de presentar una actividad por si misma, por ello es necesaria la interaccion con el
factor de transcripcion HSF1 quien desencadena estas actividades.

El rol de HSP90 en la degradacion de proteinas a menudo esta asociado con
la HSP70, principalmente porque ambos comparten co-chaperonas a traves de las
cuales son funcionales. De forma general, la HSP90 tiene la capacidad de trabajar
con proteinas quinasas, factores de transcripcion, receptores nucleares de
hormonas, receptores de superficies celulares, entre otros; por lo que se vuelve
dificil su esclarecimiento en cuanto a su especificidad (Dezwaan y Freeman, 2008).
Cuando una proteina falla en su plegamiento y esta no es asociada a HSP90, la
proteina es ubiquitinada por una ligasa E3 y es degradada por el proteosoma
(Didelot et al., 2007); esto se puede llevar a cabo a través de CHIP que a pesar que
su socio principal es HSP70, puede también unirse al sitio dominante de TPR de
HSP90 (Meacham et al., 2001 y Xu et al., 2002). Otro mecanismo posible, es que
exista una interaccion transitoria con HSP70 cediéndole la proteina “cliente” a ésta
(Figura 11), de forma que CHIP, asociado a HSP70 pueda ubiquitinar y conducir a
la proteina “cliente” a la maquinaria del proteosoma (Meacham et al., 2001; Esser
et al., 2005; Lou et al., 2010), tanto HSP90 y HSP70 como complejo, deben de
completar al menos un ciclo de ATPasa y HSP90 en el ciclo final debe de estar

unido a un ATP, sin embargo, estos mecanismos siguen siendo poco claros.
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Figura 11. Degradacion de las proteinas clientes. Las proteinas clientes de HSP90 se estabilizan
con el complejo chaperona, que incluye a otros complejos de chaperonas como p23 y CDC37.
Cuando la proteina falla en el plegamiento correcto o después del tratamiento con inhibidores de
HSP90, la proteina cliente es ubiquitinada y dirigida al proteosoma. Esto se puede hacer ya sea 1)
por el reclutamiento de CHIP u otra ligasa E3 sobre el complejo HSP90 o 2) por la trasferencia de la

proteina cliente al complejo de degradacion de HSP70 (Tomado de Lanneau et al., 2010).

4 5.3 Citocromo P450

P450, constituye una gran familia de proteinas hemo, responsables del
metabolismo de numerosos xenobidticos, incluyendo drogas terapéuticas, quimicos
ambientales y constituyentes en dietas, por ejemplo; asi como de componentes
enddgenos como esteroides y acidos biliares, prostaglandinas y otros eicosanoides
y retinoides (Rifkind, 1995; Duester, 1996; Rendic y Di Carlo, 1997). La
nomenclatura de la superfamilia CYP se basa en su evolucion genética, las familias
con hasta un 40% de homologia son agrupadas por un numero arabigo (por
ejemplo, CYP3), la subfamilia esta indicada por una letra que representa los genes
altamente relacionados (por ejemplo CYP 3A); ademas se agrega otro numero
arabigo (por ejemplo CYP3A4) que indica genes individuales (de Wildt et al., 1999).

La estructura general de P450 esta constituida por una combinaciéon de

regiones a-hélice y hojas B; en la region de la proteina que rodea al grupo hemo,
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mientras que en las regiones mas variables se presentan lugares de anclaje a la
membrana o de unién y reconocimiento de sustratos (Gotoh, 1992). La alta
conservacion de la region del grupo hemo corresponde con el centro catalitico de la
enzima, lo que refleja un mecanismo comun de transferencia de electrones,
protones y de activacion de oxigeno (Williams et al., 2000). La enzima permanece
anclada a la membrana a través de una hélice hidrofébica cercana al extremo N-
terminal, por lo que la mayor parte de la proteina se sitla en la cara citosolica de la
membrana (Chapple, 1998). Esta hélice transmembranal esta seguida por una serie
de aminoacidos béasicos cuyos residuos interaccionan con las cargas negativas de
los lipidos de la membrana (Donato, 2004).

Esta hemoproteina estd relacionada con una segunda proteina de
membrana, la NADPH-citocromo P450 reductasa en una relacion aproximada de
10:1. Esta reductasa posee el complejo FAD/FMN capaz de trasferir los electrones
necesarios para la reaccién oxidativa producida por el citocromo P450, aunque los
electrones también pueden venir de otras vias, que facilitan su trasferencia desde
el NAD (P) H.

45.3.1 CYP3A

La subfamilia CYP3A se expresada principalmente en eséfago, duodeno y
colon; ademas se ha localizado esta proteina en intestino delgado e higado, tejidos
en los que se le relaciona con el metabolismo de farmacos (Kivisto et al., 1996;
Paine et al., 1997). Se ha observado su actividad sobre sustratos exdgenos como
farmacos terapéuticos, por ejemplo, eritromicina, midazolam, triazolam,
ciclosporina, lidocaina y nifedipine (Leeder y Kearns, 1997). Entre sus sustratos
endoégenos se encuentran los esteroides como la testosterona, cortisol,
progesterona, androstenediol, dehidroepiandrosterone 3-sulfato (DHEA-S) vy
estradiol (Wrighton y Stevens, 1992). La CYP3A4 es una de las isoformas mas
importantes, responsable de metabolizar mas del 50% de medicamentos en
humanos (Rendic y Di Carlo 1997; Rodriguez-Antona et al., 2010). Sin embargo, los

estudios con esta isoforma son limitados en experimentos in vitro, debido a la falta

34



Universidad Auténoma de Baja California
Maestria en Ciencias en Sistemas de Produccién Animal

de un modelo experimental, por ello, se ha trabajado con cerdos, los cuales son
similares a los humanos en condiciones cardiovasculares, gastrointestinales,
urogenitales, sistemas renales y en piel (Balk, 1987). Ademas, se ha reportado que
las subunidades CYP3A29 y CYP3A4 de cerdos y humanos son altamente similares
(Anzenbacherova et al., 2005; Yao et al., 2011).

En cuanto a su estructura; se conforma por tres isoformas estructuralmente
relacionadas: CYP3A4, CYP3A5y CYP3A7; a pesar de la semejanza que muestran,
estas subfamilias difieren en su distribucion en los tejidos, edad, sexo, fisiologia,
dieta y propiedades metabolicas (de Wildt et al., 1999). CYP3A4 es la enzima
predominante del higado adulto, mientras que en higado fetal la principal enzima es
CYP3A7. Aunque CYP3A4 y CYP3AT7 en su secuencia de nucleétidos muestran
95% de similitud, tienen importantes diferencias en la especificidad de sus sustratos;
por ejemplo, CYP3A7 puede metabolizar gran variedad de sustratos, de los cuales
solo algunos son sustratos de CYP3A4 (Alcorn y McNamara, 2002).

De forma general, en estado de reposo, el citocromo presenta un grupo hemo
de bajo spin hexacoordinado (6c¢-Ls; Estabrook, 2003); el sexto ligando axial es una
molécula de agua unida débilmente; la unién del sustrato desplaza al ligando del
agua para obtener un grupo hemo de alto spin pentacoordinado (estado funcional,
5c-Hs; Omura y Sato, 1964). El cambio de bajo spin a alto spin provoca en general
un aumento de potencial redox del grupo hemo, que facilita la transferencia de
electrones de su pareja redox al P450. En ese momento, P450 férrico 5¢c-Hs se
reduce mediante su pareja redox, para producir hemo ferroso (Black y Coon, 1986),
al que se une el oxigeno para producir un intermedio oxiferroso (Ladero et al., 1998).
P450 oxiferroso es el primero de una serie de intermediarios “oxi” que conducen a
la activacion del oxigeno molecular. ElI segundo electron se transfiere en este
momento desde la pareja redox al intermediario oxiferroso, para obtener un
intermedio peroxo (Ding y Kaminsky, 2003), que posteriormente se protona dando
un intermedio hidroperoxo (Stasiecki et al., 1980). Para finalizar se produce la

ruptura heterolitica del enlace O-O, con la formacién del intermediario oxiferrilo
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altamente reactivo denominado Compuesto | por analogia con el grupo hemo de las

peroxidasas (Hamdane et al., 2008).

Resaltando puntos importantes, cuando el sistema esta completamente
acoplado, este opera con una eficiencia catalitica completa, de tal manera que los
equivalentes redox y el oxigeno consumido estan en relacion estequiométrica con
los productos hidroxilados (Narasimhulu, 2010); de forma que el ciclo catalitico
(Figura 12) lleva asociado un sistema de transporte de electrones y de oxigeno
molecular, como se muestra a continuacion:

RH + NADPH + H+ + O2= ROH + NADP+ + H20

Sin embargo, cuando el sistema esta desacoplado, se produce la formacion
de H20, H202 y O2~. Estos ultimos dos pueden convertirse en radicales OH
altamente toxicos en presencia del Fe proveniente del grupo hemo; y causar efectos

toxicos sobre la célula (Nelson, 1999).

Segun Orellana y Guajardo (2004) en procariotas, las enzimas CYP450 se
encuentran presentes en el citosol mientras que en eucariontes se encuentran en
las mitocondrias y en diversos tipos de membranas celulares, siendo
particularmente abundante en el reticulo endoplasmico liso (microsomas; Figura
13). Coutifio et al., (2010) y Muntané (2009) han reportado que la funcion de CYP3A
es catalizar la biotransformacién de una amplia variedad de compuestos
xenobidticos ademas de ser inducida por algunos glucocorticoides y antibiéticos
macrolidos, por ello, se ha establecido que los CYP450 catalizan mas de 20
reacciones distintas, entre ellas, la hidroxilacion aromatica y alifatica, la N-, O-y S-
desalquilacion, sulfoxidacién, epoxidacién, desaminacion, desulfuracion,
deshalogenacion, deshidrogenacién, peroxidacion y la N- y S-oxidacion (Coutifio et
al.,, 2010y Sono et al., 1996.)
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Figura 12. Esquema de oxidacion de un xenobiotico. El ciclo catalitico del P450 supone la unién del
sustrato al sitio activo del enzima, lo cual provoca el desplazamiento de agua. Este proceso esta
asociado con una alteracién en el estado de equilibrio del spin del hierro hemo, el cual cambia a
hierro férrico de alto spin (Fe3* HS) (Lewis y Pratt, 1998). El centro catalitico de la enzima en su
forma oxidada (Fe®*), capta el xenobidtico (Xe) en la posicién del solvente (normalmente agua) de
forma regio y estereoespecifica (se une a un punto concreto del sustrato, originando exclusivamente
un esteroisémero). El cambio conformacional en el P450 provoca una disminucién del potencial de
oxido-reduccién, facilitando la transferencia de electrones desde la molécula de reductasa (Hlavica
y Lewis, 2001). En un tercer estadio y mediante la captacion de un atomo de oxigeno molecular se
forma un complejo superoxido (Fe?*- O2) el cual se vuelve a reducir mediante el aporte de un segundo
electrén formando una especie activada de oxigeno (Fe?*- Oz2") capaz de unirse a dos protones con
la liberacion de una molécula de agua (Fe3*- O- + H20). Esta Ultima especie oxigenada del complejo
pasa a la forma reducida del citocromo P450 liberando el metabolito oxidado del xenobidtico, el cual
ve aumentada su hidrosolubilidad y es por tanto capaz de ser excretado, bien directamente o bien
tras sufrir una reaccién de fase Il (sulfonacion, glucuronoconjugacion, acetilacion; tomado y
modificado de Donato, 2004).
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Figura 13. Localizacion del citocromo p450. La hemproteina se encuentra relacionada con una
segunda proteina de membrana, la NADPH- citocromo P450 reductasa en una relacion aproximada
de 10:1; esta reductasa posee el complejo FAD/FMN capaz de transferir los electrones necesarios
para la reaccion oxidativa producida en citocromo P450, aunque estos electrones también pueden
provenir desde el citocromo b5, que facilita su transferencia desde el NAD (P) H. (Tomado y
modificado de Donato, 2004).

Una funcién importante del citocromo p450 es que las reacciones de fase |
son mediadas principalmente por este sistema enzimatico, ademas de algunas
hemoproteinas que catalizan la biotransformaciéon de una amplia variedad de
compuestos enddgenos y exdgenos, pero esto depende de la diversidad en la

especificidad de sustrato, regulacion y expresion de enzimas (Nelson, 2003).

4.6 Planteamiento del problema

Han sido pocos los estudios emitidos acerca de la problemética que causa a
nivel celular la exposicion a temperatura ambiental elevada. En los dltimos afios, los
cambios en la temperatura ambiente en las diferentes regiones geograficas del
mundo, han sido cada vez mas drasticos. Ante este fendmeno el estrés provocado
en los organismos podria desencadenarse la activacién de mecanismos de defensa
a nivel celular, entre ellos los encargados de la desintoxicacion de productos
oxidativos, como aquellos mediados por proteinas desacoplantes (UCP), proteinas

de choque térmico (HSP) y citocromos (CYP).
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Una forma de abordar el estudio de estos procesos a nivel celular y
molecular, es a partir de analizar la expresion de los ARN mensajeros (ARNm) de
las proteinas en cuestion, empleando modelos experimentales que respondan a una
problematica especifica como el estrés por calor. Tomando en cuenta sus
condiciones ambientales durante el verano, consideramos al Valle de Mexicali como
un excelente laboratorio natural para analizar el efecto del estrés por calor en los
organismos. En consecuencia, se estudio la expresion del ARNm de las proteinas
UCP3, HSP70 y P450 en tejido hepatico y muscular de cerdos en crecimiento

alojados en condiciones de estrés por calor severo.
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V. HIPOTESIS

Las condiciones climaticas de calor intenso que ocurren en verano en el Valle
de Mexicali provocan en los cerdos estrés por calor severo, esta condicion modifica
la expresion del ARN mensajero de proteinas desacoplantes, proteinas de choque
térmico y citocromo p450, en tejido hepatico y muscular comparados con animales

en condiciones termoneutrales.
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VI. OBJETIVO

Analizar el efecto del estrés por calor severo en cerdos en crecimiento sobre
la expresion de la proteina desacoplante 3 (UCP3), proteinas de choque térmico
(HSP70) y citocromo p450, en higado, musculo largo dorsal y musculo
semitendinoso, en comparacion con cerdos mantenidos en condiciones de confort

térmico.

6.1 Objetivos particulares

e Determinar, mediante andlisis de PCR cuantitativo, el efecto del estrés por
calor severo en cerdos en crecimiento sobre la expresion de los ARN
mensajeros de las proteinas: UCP3, HSP70 y citocromo p450, en tejido
hepatico, en comparacion con cerdos mantenidos en condiciones de confort
térmico.

e Determinar, mediante analisis de PCR cuantitativo, el efecto del estrés por
calor severo en cerdos en crecimiento sobre la expresion de los ARN
mensajeros de las proteinas: UCP3 y HSP70 y citocromo p450 en musculos
largo dorsal y semitendinoso, en comparacion con cerdos mantenidos en

condiciones de confort térmico.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Trabajo de campo

El experimento se realizd siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana para el uso de animales en experimentacion (NOM-062-200-1999, 2001).
Este trabajo se efectud durante el verano de 2013 (julio-agosto) en las instalaciones
del Laboratorio de Fisiologia y Metabolismo de Cerdos y Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Ciencias Agricolas (ICA) de la Universidad Auténoma de
Baja California (UABC), en Mexicali, Baja California.

El experimento se llevé a cabo simultaneamente en dos salas, una de ellas
acondicionada con temperaturas controlada a 24 °C (£2.0 °C); la otra no contaba
con sistema para controlar la temperatura, por lo que la temperatura en el interior
de la sala dependia de la temperatura ambiental regular del verano en el Valle de
Mexicali.

Se utilizaron 18 cerdos de 30-35 kg de peso vivo, de la cruza Landrace X
Yorkshire x Duroc, de 3 meses de edad, aproximadamente. Todos los cerdos fueron
alojados en corraletas individuales de 1.2 X1.2m?2 con piso elevado, comederos de
acero inoxidable y bebedero tipo chupdn. La alimentacion de los cerdos consistio
en una dieta a base de trigo pasta de soya adicionada con los aminoacidos
esenciales lisina, treonina y metionina (Cuadro 4), y se les ofrecié agua a libre
acceso.

Los cerdos fueron asignados a los siguientes tratamientos: 1, cerdos alojados
en sala con temperatura controlada y alimentacién ad libitum (TNL); 2, cerdos
alojados en sala con temperatura controlada y alimentacion restringida (TNR); 3,
cerdos alojados en sala sin control de temperatura y alimentacion restringida, es
decir, en condiciones de estrés por calor (EC). Los cerdos en los tratamientos TNR
y EC recibieron la misma cantidad de alimento todos los dias, ésta consistia en la
cantidad promedio de alimento que consumian ad libitum los animales en

condiciones de EC. El horario de alimentacion para TNR y EC se estableci6 a las
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0700 y 1900 horas, se ofrecia la mitad de la racion en la mafiana y la mitad en la
tarde.

Antes del inicio del experimento se establecid un periodo de adaptacion de 7
dias en los cuales se acostumbro a los animales del TNR y EC a consumir su racion
en 30 minutos o menos. Los primeros tres dias se les ofrecié 1kg en cada hora de
comida y se peso el rechazo en cada ocasion con la finalidad de establecer el
consumo voluntario de los animales en EC. En el cuarto dia, se ofrecio a todos los
animales el promedio consumido por el cerdo EC de mayor consumo en los dias
previos; y en los dias 5 al 7 se les ofrecio a todos la cantidad de alimento consumida
por el cerdo de menor consumo; asi se establecio la cantidad de alimento que se
ofreceria diariamente a los animales TNR y EC. Para favorecer su consumo, el

alimento se disolvié en agua en una proporcion 1:1.

Cuadro 4. Composicion de dieta ofrecida a los cerdos en el experimento.

Ingrediente %
Trigo 82.93
Pasta de soya 13.80
L-Lisina HCI 0.50
L-Treonina 0.15
L-Metionina 0.07
L-Valina 0.02
Carbonato de calcio 1.28
Ortofosfato 0.70
Sal ionizada 0.35
Vitaminas y minerales 0.20
Total 100.00

El experimento tuvo una duracion de 21 dias. Al término del experimento los
animales se sacrificaron por desangrado previa insensibilizacién por descarga
eléctrica en el laboratorio de carnes del ICA-UABC. Inmediatamente después del

sacrificio se tomaron muestras de 0.5 gr de higado, musculo lago dorsal y musculo
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semitendinoso. Todas las muestras fueron congeladas inmediatamente en

nitrégeno liquido y conservadas a -80 °C para su uso posterior en laboratorio.

7.2Extraccion de ARNm

Todas las muestras de tejido colectadas (higado, musculo largo dorsal y
musculo semitendinoso) fueron procesadas para extraer su ARN total por la técnica
descrita por Méndez et. al., (2011). Al finalizar la extraccion se analizo la integridad

de todas las muestras de ARN en un gel de agarosa al 1%.

7.3 Retrotranscripcion (RT)

Una vez asegurada la calidad del ARNm, se procedié a realizar el proceso
de retrotranscripcion, la cual consiste en realizar una reaccion en donde el ARNm
es transcrito a ADN complementario (ADNc). Esta reaccion se inicié con 18.5ul de
agua libre de nucleasasa la cual se le adicionaron 6pl de buffer 5X (fermentas), 5l
de ARN, 0.75ul de DNAasa; se centrifugd y se incub6 a temperatura ambiente por
15 minutos, terminado ese tiempo se incub6 a 70°C por 5 minutos para detener la
actividad de la DNasa. A continuacién se agreg6 1upl de ramdom primer, 1ul de
ANTP’s y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos; se agregaron 2ul de
buffer 5X, 1ul de inhibidor de RNAasa y se incubo a 42°C por dos minutos; para
finalizar se agreg6 la enzima Transcriptasa reversa (RT-Superscript Il, Invitrogen) y
se incubo a 42 °C por 50 minutos, la reaccion se detuvo a 70 °C por 15 minutos.

Se cuantific6 la concentracion del cDNA obtenido por medio de un
espectrofotometro con una absorbancia de 260nm (Aze) estimando la

concentracion por medio de la siguiente férmula:

[ADN] ng / pl = (A260 * DO * factor de dilucion)

En donde:
DO= densidad 6ptica (50); Factor de dilucion =200 (Sambroock y Russell, 2001).
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7.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa (QPCR)

Para las reacciones de qPCR se emplearon100 ng de ADNc de cada muestra
(2 ul de ADNCc a concentracion de 50 ng/pl), 3 pl de los oligonucleétdos especificos
para cada ARN mensajero (Cuadro 5) a una concentracion de 2.5uM, se agregaron
12.5ul de SYBR GreenSupermix (Maxima TM SYBR Green-rox gPCR Master 2X,
Fermentas, Inc. USA; esta mezcla tiene a la enzima ADN polimerasa, un buffer de
MgClz y el Flururo SYBRGreen). Finalmente la reaccién fue completada en un
volumen de 25pl con agua libre de nucleasas. Las condiciones a las cuales se
sometieron las muestras se colocan en el Cuadro 6.

El equipo empleado para los andlisis de gPCR fue CFX96 Real-Time System
de Bio-Rad (software CFX Manager 3.0).

7.5 Andlisis estadistico

El andlisis de resultados se realizé con el programa Statistix 9.0, por medio
del andlisis de varianza (ANOVA) y contrastes polinomiales. Para determinar el
efecto del nivel de alimentacidn se contrastd el tratamiento de temperatura
controlada y alimentacion ad libitum vs temperatura controlada y alimentacién
restringida (TNL vs TNR); y para determinar el efecto de temperatura ambiental se
contrastaron los tratamientos de temperatura controlada y alimentacion restringida
vs estrés por calor (TNR vs EC). Las diferencias fueron consideradas significativas
con P<0.05.
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Cuadro 5. Oligonucleoétidos especificos a cada ARN mensajero analizado, temperatura de
alineacion y concentraciones de MgCl. utilizadas.

Primer  Amplicon Temp.de Concentracion
alineacion de MgCl2
°C (HM)

(pb) Secuencia

Sus scrofa uncoupling protein 3 mRNA

UCP2 S1 192 CTGCAGATCCAGGGAGAAAG 55 3
Al GCTTGACGGAGTCGTAGAGG

UCP3 S2 281 GAACTGTGCCGAGATGGTGA 55 5
A2 AGCTTCCCAAGCGCAAAAAG

Sus scrofa heat shock protein 70 (HSP70), mRNA

HSP70 S2 152 TCCCCACGGTAGGAAACG 55 4
A2 GCCCTGAATCCGCAGAATA

Sus scrofa cytochrome P450 3A (CYP3A) mRNA

P450 S2 288 GGTGCCAGTCTTCGTGCTTC 56 3
A2 AGAACGACAGGTTTTTCCGTTG

Sus scrofa 18s AY265350

Ribosomal S2 295 ATCCGAGGGCCTCACTAAAC 56 3
Al TAGAGGGACAAGTGGCGTT

Cuadro 6.Condiciones de amplificacion para las muestras de qPCR.

Etapa Tiempo Temperatura Ciclos

(°C)

Desnaturalizacidn inicial 5 min. 95

Desnaturalizacion 45 seg. 95

Alineacion 45 seg. 55 6 56* 40 ciclos

Elongacion 45 segq. 72

Elongacion final 5 min.

Incubacion indefinido 10

* La temperatura de alineacion fue distinta dependiendo del ARN mensajero que se esperaba

amplificar, ver cuadro 5.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Expresién de proteinas en higado

La expresion del ARNm de HSP70 en higado, no se modific por efecto del
estrés por calor en cerdos que consumieron la misma cantidad de alimento por dia,
es decir EC vs TNR (P=0.399). Al comparar el nivel de alimentacién, tampoco se
observé cambio en la expresion de HSP70 entre los animales con alimentacién
restringida o TNR, con respecto a los animales con alimentacion ad libitum o TNL
(P=0.393) (Figura 14).

La expresion del ARNm de citocromo P450 en tejido hepatico no fue diferente
al compararla entre los animales asignados a los tratamientos EC vs TNR
(P=0.369). El nivel de alimentacion, TNL vs TNL tampoco produjo ninguna diferencia

en la expresion de esta proteina (P=0.894; Figura 15).

Bajo las condiciones y metodologia de este experimento no fue posible la
deteccién del ARNm de la proteina UCP3 en higado.

Proteina de choque térmico 70 (HSP70)
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Figura 144. Expresion relativa de la proteina de choque térmico 70 (HSP70) en higado (HIG) y
musculos largo dorsal (LD) y semitendinoso (ST) de cerdos en condiciones termoneutrales
alimentados ad libitum (TNL), termoneutrales con alimentacién restringida (TNR), y en estrés por

calor (EC; unidades arbitrarias, relacion de ARN mensajero de HSP70: ARN ribosomal 18S).
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Citocromo P450 en Higado
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Figura 15. Expresion relativa de citocromo P450 (P450) en higado de cerdos en condiciones
termoneutrales alimentados ad libitum (TNL), termoneutrales con alimentacién restringida (TNR), y
en estrés por calor (EC; unidades arbitrarias, relacion de ARN mensajero de P450: ARN ribosomal
18S).

8.2 Expresién de proteinas en tejido muscular

La expresion del ARNm de HSP70 en musculo largo dorsal, no fue afectada
por las condiciones ambientales en que se alojaron los cerdos de este experimento
bajo el mismo nivel de consumo de alimento (EC vs TNR; P= 0.629); ni tampoco
cuando los cerdos alojados en condiciones de confort recibian diferente nivel de
alimentacion (TNR vs TNL; P=0.867). En el musculo semitendinoso, la expresion de
HSP70 no fue afectada por el estrés por calor (EC vs TNR, P=0.985); ni por el nivel
de alimentacion recibida por los cerdos (TNR vs TNL, P=0.947; Figura 14).

La expresion del ARNm UCP3 en musculo largo dorsal no fue afectada por
el ambiente en que se alojaron los cerdos (EC vs TNRP=0.836); los animales que
fueron alojados confort con diferente nivel de alimentacion tampoco presentaron
diferencia su la expresion de UCP3 (TNR vs TNL, P=0.575). La expresion de este
mismo mensajero en musculo semitendinoso tampoco fue afectada por el estrés por
calor (EC vs TNR, P=0.438), ni por el nivel de alimentacion (TNR vs TNL, P=0.224;
Figura 16).

La metodologia empleada en este trabajo no permitié detectar la expresiéon

del ARNm de citocromo P450 en los musculos analizados.
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Proteina desacoplante 3 (UCP3)
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Figura 16. Expresion relativa de la proteina desacoplante 3 (UCP3) en musculos largo dorsal (LD) y
semitendinoso (ST) de cerdos en condiciones termoneutrales alimentados ad libitum (TNL),
termoneutrales con alimentacion restringida (TNR), y en estrés por calor (EC; unidades arbitrarias,
relacion de ARN mensajero de UCP3: ARN ribosomal 18S).
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IX. DISCUSION

En este trabajo se analizaron algunos de los cambios a nivel celular que son
provocados por estrés por calor severo en cerdos en crecimiento. Se hipotetizé que
esta condicion podria modificar la expresion del ARN mensajero de proteinas
desacoplantes, proteinas de choque térmico y citocromo p450, en tejido hepatico y
muscular comparado con animales en confort térmico, sin embargo, los datos
obtenidos mostraron lo contrario.

Durante el experimento, se registro la temperatura ambiental en ambas salas
en donde se alojaron a los animales. En promedio la temperatura ambiental en la
sala de estrés por calor fue de 33.3 °C, méxima de 37.6 °C y minima de 29.5 °C;
con una humedad relativa promedio de 50%, maxima de 65%; el horario en que se
presento la mayor temperatura ambiental fue de las 1400 a 1800 horas y la mayor
humedad relativa fue 0700 a 0900 horas. En la sala de confort la temperatura
ambiental se mantuvo a 26 £ 2.0 °C, y la humedad relativa promedio fue de 68%
(datos de laboratorio no presentados). Estas diferencias en las condiciones
ambientales de ambas salas en donde fueron alojados los cerdos que patrticiparon
en el experimento son considerables si se toma en cuenta que la temperatura de
confort para cerdos en crecimiento oscila alrededor de los 24 °C (Quiniou et al.,
2001), por lo que efectivamente se considera que los cerdos alojados en la sala EC
realmente estuvieron en condiciones de estrés por calor.

El comportamiento de los cerdos fue similar al reportado anteriormente por
Morales et al., (2014) en otro trabajo de este mismo grupo en donde se analiz6 el
efecto del estrés por calor en cerdos. En el presente experimento, los cerdos
expuestos al estrés por calor aumentaron su frecuencia respiratoria y cardiaca, y
redujeron su consumo de alimento; ademas se les observo aletargados en las horas
de mayor estrés. En las salas de confort térmico los cerdos permanecieron
tranquilos sin modificaciones aparentes en su conducta, ni en sus constantes
fisioldgicas.

La proteina desacoplaste 3 0 UCP3, segun Fleury et al., (1997) y Gimeno et

al., (1997) se encuentra en la membrana interna mitocondrial de las células de
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algunos tejidos como musculo esquelético, corazén y en menor grado en tejido
adiposo café (Echtay, 2007). De acuerdo con Schrauwen y Hesselink (2004) UCP3
funciona como transportador de aniones de acidos grasos, actuando como protector
de lipoperoxidacion. De esta forma, cuando el suministro de acidos grasos es alto y
atraviesan la membrana mitocondrial, éstos no se metabolizan y se acumulan en la
matriz mitocondrial debido a la falta de acetil CoA sintasa, lo que incrementa el
riesgo de la lipoperoxidacion. También, se ha hipotetizado que UCP3 actia en
conjunto con la tioesterasa mitocondrial (MTE-1) para liberar a la CoA y exportar a
los aniones de los 4cidos grasos; la exportacion de estos aniones provenientes de
la matriz mitocondrial a través de UCP3 no solo permite las mayores tasas de
oxidacion de acidos grasos, sino que también puede reducir el potencial de
membrana y mitigar la produccion de ERO (Katsumata et al., 2004). En este trabajo,
no se detectd expresion cuantificable de UCP3 en el tejido hepatico de los cerdos
expuestos ante EC, TNR y TNR. A pesar de que algunos autores como Fleury et
al., (1997) y Gimeno et al., (1997) habian reportado que esta UCP3 se expresa de
forma ubicua en la membrana interna de la matriz mitocondrial, en 2007 Echtay
reportd que UCP3 se encuentra especificamente en musculo esquelético, corazén
y en tejido adiposo café, pero no en tejido hepatico. Otra posible hipétesis por la
cual no se observo la expresion de UCP3 en higado podria ser debida a que ante
la generacion de radicales libres, entre ellos ERO por la exposicién a EC, la UCP3
entre en accién inmediatamente después de la deteccién de los primeros niveles de
desbalance celular; por lo que su degradacion pueda compararse con la del
comportamiento de los radicales libres. Otros trabajos realizados en tejidos
animales y cultivos celulares (Valko et al., 2005; Gomes et al., 2005), mencionan la
dificultad para detectar los diferentes radicales libres, debido a su corto tiempo de
vida. Por lo anterior se podria especular que después de 21 dias de exposicion a
EC, la expresion y actividad de UCP3 en higado pudiera haberse adaptado y
mantenido en un nivel muy bajo, por lo que no fue posible detectar ninglin cambio
en su expresion. Esto ultimo es posible si se considera que UCP3 no es la Unica ni

la principal proteina para la eliminacion de ERO en tejido hepatico.
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Segun Boorstein et al., (1994) HSP70 es una chaperona altamente
conservada que representa del 1-2% del total de la proteina celular; encontrandose
en nucleo y citoplasma. Se ha demostrado su actividad asistiendo en el ensamblaje
y translocacion de nuevas proteinas sintetizadas en la célula y en la reparacion y
replegamiento de proteinas dafiadas ante condiciones normales y de estrés
provocados, entre otros por ERO (Jaattela y Wissing 1993; Marber et al., 1995;
Kregel, 2002). En este trabajo se observo que la expresion del ARNm de HSP70 no
fue diferente ante EC, TNR y TNL. Este efecto se puede atribuir a que ante
condiciones de EC pudo haber existido un posible dafio en el ensamblaje y
translocacion de nuevas proteinas; en la reparacion y el replegamiento de estas
proteinas, probablemente membranales; y aunque la membrana por su
conformaciéon quimica es méas susceptible a ser dafiada por ERO (Cejas et al.,
2004), pudo no haber sido afectada. En cuanto a la termo tolerancia, algunos
autores como Shapiro et al., (1986), Kregel (2002), King et al., (2002) y Beckham et
al., (2004) mencionan que la expresién de HSP70 se presenta después de varias
horas o dias (3-5 d) de exposicion al calor, sin embargo, su papel sigue siendo poco
claro. Es probable que después del periodo de exposicion a EC, los cerdos
emplearan algin mecanismo de aclimatacion o adaptacion, que segun Bernabucci
et al. (2010), les permitiera disminuir los dafios ocasionados por el ambiente. Este
mecanismo de aclimatacion, funcionaria como una adaptacion biolégica que
reduciria la tension fisioldgica ante estos eventos, Maloyan et al. (1999) reportaron
que esta aclimatacion ocurre minutos después de la exposicién al EC; pero que, sin
embargo, tarda hasta 24 horas para observarse en animales, lo que podria provocar
que el animal soporte los siguientes eventos. Kamanga et al., (2011) demostraron
gue en cultivos celulares de fibroblastos de cerdo después de 48h de exposicion a
40.5°C continuo, HSP70 se expres6 1.4 veces mas con respecto al control. Otro
estudio en novillos Angus expuestos durante 110d a EC en verano de Austria
determind la concentracion sanguinea de HSP70 y encontrd su maxima
concentracion en el dia 30, misma que se redujo en muestreos posteriores a los

60, 90y 110 d; los autores sugieren gque esas diferencias pueden ser debidas a las
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diferencias en la adaptacion y termotolerancia de cada animal (Gaughan et al.,
2013).

Respecto a P450, se sabe que cuando el sistema de esta hemoproteina esta
completamente acoplado, opera con una eficiencia catalitica completa, de tal
manera que los equivalentes redox y el oxigeno consumido estan en relacion
estequiométrica con los productos hidroxilados (Narasimhulu, 2010). Sin embargo,
cuando el sistema esta desacoplado, se produce la formacién de ERO, algunos de
ellos pueden convertirse en radicales OH altamente toxicos en presencia del Fe
proveniente del grupo hemo; y en consecuencia, causar efectos toxicos sobre la
célula (Nelson, 1999). En este trabajo Unicamente se detectd la expresién de P450
en higado, en donde su expresion fue similar entre tratamientos. Es probable que al
final de los 21 dias de experimentacion, la transcripcion, activacion y actividad
misma del citocromo haya estado funcionando con la misma eficiencia en todos los
cerdos del experimento, por lo que no se observo diferencia en su expresion. Por
otra parte, se sabe que algunas reacciones de eliminacion de radicales libres se
deben a reacciones enziméticas de fase | (Nelson, 2003), las cuales también
pudieron estar interactuando y regulando la expresion de P450.

Se esperaba que la expresion de UCP3 fuera superior en los cerdos en EC
como respuesta a una modificacidn de las funciones celulares para contrarrestar los
efectos negativos de éste; asi como lo muestran estudios realizados por Dridi et al.,
(2008). Esos autores observaron hasta un 71% de expresion en musculos de pollos
de engorda expuestos a condiciones de EC de 32°C por 10 d comparados con los
que se mantuvieron en condiciones de confort. Katsumata et al. (2004) expusieron
cerdos de 110-120dias de edad a 32 °C por cuatro semanas y encontraron que la
expresion de UCP3 en LD se incrementd 10 veces mas en EC que en condiciones
de confort térmico.

La expresion de HSP70 en musculos LD y ST no fue diferente entre
tratamientos. Este hecho apoya la hipdtesis de que hubiera un efecto de
aclimatacion (McClung et al., 2008) por parte de los cerdos en EC que a los 21 dias
de tratamiento demostraron similar abundancia de este mensajero para que como

proteina realizara sus funciones de apoyo a los sistemas de ensamblaje y
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translocacion de nuevas proteinas sintetizadas, asi como a la reparacion y
replegamiento de proteinas dafiadas.

Finalmente, existen muchas publicaciones enfocadas al estudio de los
procesos relacionados con la expresion de ARNm del citocromo P450 en diferentes
modelos animales y linajes celulares, pero son pocos aquellos que consideran el
efecto de la temperatura ambiental o de incubacion en el caso de cultivos celulares.
Ademas, los multiples genes que pertenecen a esta familia hacen mas complicado
su estudio. En este trabajo no fue posible cuantificar la expresion de P450 en los
musculos LD y ST a pesar del alto contenido de mitocondrias presentes en este
tejido. Es posible que como en el caso de la expresion de las otras proteinas
analizadas haya existido adaptacion celular después de los 21 dias de exposicion
al EC, por lo que se sugiere realizar otros trabajos que colaboran a explicar el efecto
del EC en la produccién y eliminacién de ERO por proteinas citoplasméticas y

mitocondriales.
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X. CONCLUSION

El estrés por calor severo no modifica la expresion de los ARNm que codifican
para la proteina desacoplante 3 (UCP3), proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP70) y citocromo p450, en higado, musculo largo dorsal y musculo
semitendinoso de cerdos en crecimiento, en comparacion con cerdos mantenidos

en condiciones de confort térmico.
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