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RESUMEN

La temperatura ambiental por encima de la temperatura termo neutral
provoca estrés por calor (EC) en los animales. A consecuencia del EC se han
evidenciado cambios en la digestion y absorcién de nutrientes, asi mismo dafio en
el epitelio del intestino delgado que afecta el rendimiento de los cerdos. Metionina
(Met) podria mejorar las caracteristicas y funciones del epitelio intestinal de cerdos
en EC a través del aumento en la actividad de enzimas antioxidantes. En esta
investigacion se evalu6 el efecto de la suplementacion con DL-Met libre a dietas
para cerdos en EC sobre la actividad de enzimas antioxidantes y caracteristicas de
la integridad del epitelio intestinal. Se emplearon 60 cerdos de 23.0 kg de peso
corporal inicial promedio, asignados a cinco tratamientos: TN100, termo neutral,
dieta con 100% DL-Met; EC100, estrés por calor, dieta con 100% DL-Met; EC120,
estrés por calor, dieta con 120% DL-Met; EC140, estrés por calor, dieta con 140%
DL-Met; EC160, estrés por calor dieta con 160% DL-Met. En el dia 18 se colectaron
muestras de sangre y en el dia 21 los cerdos fueron sacrificados y se recolectaron
muestras del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon). Todos los cerdos
recibieron agua y alimento ad libitum. Para los cerdos en EC con adicién de Met la
actividad enzimatica de superoxido dismutasa y glutation presentaron tendencias
cuadraticas (P<0.05), mientras que la actividad de glutatién peroxidasa mostré una
disminucién lineal (P<0.05). Sin embargo, la actividad enzimatica de catalasa
mostré un incremento lineal (P<0.05). A nivel intestinal los cerdos en EC con adicidon
de Met presentaron mayor altura de vellosidad en ileon (P<0.05) y la profundidad
de criptas solamente se vio afectada en yeyuno (P<0.05), sin embargo, fue el unico
segmento que mostré una respuesta lineal (P<0.05) en la relacion altura de
vellosidad: profundidad de cripta. En conclusion, la suplementacion de Met afecta la
actividad de enzimas antioxidantes y puede ayudar a mantener la integridad del

epitelio de intestino delgado.

Palabras clave: Estrés por calor, metionina, enzimas, antioxidantes, epitelio

intestinal
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ABSTRACT

The ambient temperature above the thermo neutral temperature causes heat
stress (HS) in the animals. As a consequence of HS, changes in the digestion and
absorption of nutrients have been evidenced, as well as damage to the epithelium
of the small intestine that affects the performance of pigs. Methionine (Met) could
improve the characteristics and functions of the intestinal epithelium of pigs in HS
through the increase in the activity of antioxidant enzymes. In this investigation, the
effect of supplementation with free DL-Met to diets for pigs in HS on the activity of
antioxidant enzymes and characteristics of the integrity of the intestinal epithelium
was evaluated. 60 pigs of 23.0 kg of average initial body weight were used, assigned
to 5 treatments: TN100, thermo neutral, diet with 100% DL-Met; HS100, heat stress,
100% DL-Met diet; HS120, heat stress, 120% DL-Met diet; HS140, heat stress,
140% DL-Met diet; HS160, heat stress diet with 160% DL-Met. On day 18 blood
samples were collected and on day 21 the pigs were sacrificed and samples of the
small intestine (duodenum, jejunum and ileum) were collected. All pigs received food
and water ad libitum. For pigs in HS with Met addition, the enzymatic activity of
superoxide dismutase and glutathione showed quadratic trends (P<0.05), while the
glutathione peroxidase activity showed a linear decrease (P<0.05). However, the
enzymatic activity of catalase showed a linear increase (P <0.05). At the intestinal
level, the pigs in HS with the addition of Met presented greater villus height in the
ileum (P <0.05) and the crypt depth was only affected in the jejunum (P <0.05),
however, it was the only segment that showed a linear response (P <0.05) in the
villus height: crypt depth ratio. In conclusion, Met supplementation affects the activity
of antioxidant enzymes and may help to maintains the integrity of the small intestinal

epithelium.

Key words: Heat stress, methionine, enzymes, antioxidants, intestinal epithelium
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I. INTRODUCCION

La produccion animal en el norte de México es afectada durante la época de
verano, ya que la temperatura ambiental sobrepasa los 30°C alcanza los 50°C. Esta
temperatura esta por encima del umbral de tolerancia de cerdos en crecimiento 18-
22°C (Huynh et al., 2005) que, en consecuencia, provoca estrés por calor (EC). En
los animales, el EC se caracteriza por un aumento en la temperatura corporal ,
frecuencia respiratoria (Pearce et al., 2014), flujo sanguineo hacia la periferia, bajo
consumo de alimento (Morales et al. 2019) y reduccion en la altura de las
vellosidades intestinales (Yu et al.,, 2010), todo esto se asocia con una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno ROS y estrés oxidativo (Liu et al.,
2009).

Metionina (Met), es un aminoacido esencial y tercer limitante en las dietas
para cerdos que debe suministrarse en cantidades adecuadas para optimizar el
rendimiento (Shoveller et al., 2010). Met tiene muchas funciones bioldgicas,
incluyendo metabolismo de proteinas, metilacion del ADN, sintesis de cisteina y
como componente principal del sistema antioxidante (Tesseraud et al., 2008), a
través de glutation y precursor de taurina y creatina (Bin et al., 2017). Met actua
como un antioxidante directo ya sea libre o como parte de las proteinas de las
mitocondrias (Schindeldecker y Moosmann, 2015). La importancia de Met en la
produccion animal requiere una investigacion mas profunda sobre su papel en la

respuesta antioxidante (Wang et al., 2019).

Es importante corregir la deficiencia en el consumo de Met incrementando el
contenido de esta en las dietas, ya que esta pudiera ayudar a mitigar los efectos
negativos causados por el EC en los cerdos. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la adicidon de diferentes niveles de metionina a dietas para cerdos en

estrés por calor, efecto en la actividad antioxidante e integridad del epitelio intestinal.



Il. HIPOTESIS

El uso de metionina libre en dietas para cerdos en estrés por calor puede
contrarrestar el impacto de los radicales libres a través del aumento en la actividad

de enzimas antioxidantes y mejorar la integridad del epitelio intestinal



Ill. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar el efecto de la adicién de metionina, en la actividad antioxidante e integridad

del epitelio intestinal de cerdos en estrés por calor.

3.2 Especificos

Analizar condiciones ambientales (temperatura ambiente, humedad relativa e indice

de temperatura-humedad) en las que se llevo a cabo este trabajo.

Analizar las constantes fisioldgicas (frecuencia respiratoria, temperatura corporal e

intestinal) de los cerdos en estrés por calor y termoneutralidad.

Analizar la actividad de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, glutatidon
peroxidasa, catalasa y glutation) en suero de cerdos, en estrés por calor y

termoneutralidad, con diferentes niveles de metionina.

Determinar las caracteristicas de la integridad del epitelio intestinal de los cerdos en

estrés por calor y termoneutralidad con diferentes niveles metionina.



V1. REVISION DE LITERATURA

4.1 Estrés por calor

El estrés por calor (EC) se ha definido como una serie de alteraciones en la
fisiologia, metabolismo y comportamiento de animales expuestos a una alta
temperatura ambiente (Huynh et al., 2005). EI EC es un término que se utiliza para
describir una serie de condiciones que atentan con la salud y bienestar del
organismo (Horowitz y Robinson, 2007). El EC es el resultado de un equilibrio
negativo entre la cantidad neta de energia que fluye del animal al entorno que lo
rodea y la cantidad de energia térmica producida por el animal (St-Pierre et al.,
2003). Combaitir los efectos del EC es metabdlicamente costoso para la produccién
animal (Cottrell et al., 2015) debido a que para adaptarse a estas condiciones, los
animales incrementan su frecuencia respiratoria (Manno et al., 2006) y reducen su

consumo de alimento (Morales et al., 2019).

El EC disminuye el rendimiento de los animales principalmente en la
reduccion del apetito, aunque otros factores involucrados en la disponibilidad celular
de nutrientes también pueden contribuir a esta disminucién (Morales et al., 2014). A
consecuencia del calentamiento global se requieren estudios para evaluar los
efectos del EC en animales como también en los seres humanos, involucrando no
solo el aspecto productivo, sino también a nivel fisioldgico y de salud, todo ello con
el objetivo de establecer medidas y soluciones de manejo adecuadas para reducir

el problema (Alvarez, 2014).

4.2 Efectos del estrés por calor en la producciéon animal

El EC afecta la produccion animal incrementando los costos en el cuidado,
manejo y salud de los animales; los animales expuestos a una elevada temperatura
ambiental modifican su fisiologia para mantener su temperatura corporal y superar
el estrés, lo que implica un desafio para la produccion animal en todo el mundo
(Temple et al., 2015).



Ademas de las altas temperaturas, existen otros factores ambientales que
causan estrés en los animales como por ejemplo la intensa radiacion directa y la
humedad que causan efectos negativos en el consumo de alimento, ganancia de

peso, conversion alimenticia y rendimiento productivo de los animales (Roca, 2011).

La produccién de cerdos en paises como Estados Unidos, Brasil, Australia,
ciertos paises de Europa y en otros paises, ha causado pérdidas econdmicas
considerables porque se encuentran alojados en condiciones donde la temperatura
ambiente es mas elevada que la temperatura ideal (termo neutral) para los cerdos
18-22°C (St-Pierre et al., 2003). La exposicion de los cerdos a altas temperaturas
ambientales ocasiona EC, lo que modifica su comportamiento, fisiologia y

metabolismo para preservar la homeostasis (Morales et al., 2016c¢).

A nivel fisiolégico el sistema nervioso es el responsable de dar respuesta al
EC permitiendo la termorregulacion del cerdo, ya que las neuronas son sensibles a
los cambios de temperatura que se encuentran localizadas en el hipotalamo
(Downing y Miyan, 2000). Dichas neuronas son las responsables de desencadenar

los procesos fisioldgicos para disipar el exceso de calor (Troy et al., 2010).

El aumento del flujo sanguineo hacia la piel y las extremidades, ayuda a
recupera el estado normotérmico, para posteriormente continuar con la disipacion
del calor mediante respiraciones fuertes y rapidas y luego la pedida del calor por
medio de evaporacion (Manteca, 2012). La vasodilatacién es la primera respuesta
del EC (Ooue et al, 2007). Los cerdos poseen glandulas sudoriparas
queratinizadas, por lo cual no son una via de disipacién del calor. Por tanto, debe
emplear otras vias, como la redireccion del flujo sanguineo hasta la periferia
(Alarcon et al., 2007).

El EC aumenta la muerte de las células intestinales en los cerdos ya que
disminuye el suministro de oxigeno y nutrientes al tracto gastrointestinal y a su vez

causa estrés oxidativo en el epitelio intestinal, lo que puede elevar la perdida
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intestinal enddgena de proteinas y AA (Morales et al.,, 2016¢). Afectando la
composicion y distribucién de la microflora, que en consecuencia favorece en mayor
parte a la proliferacion de microorganismos patdégenos y brotes de enfermedades

llegando a ocasionar la muerte (Liu et al., 2009).

4.3 Anatomia y fisiologia intestinal del cerdo

El intestino delgado es el 6rgano mas importante en la absorcion de
nutrientes, este se divide en tres porciones, duodeno, yeyuno e ileon; en cerdos al
finalizar la etapa de crecimiento, su intestino delgado mide entre 16 a 21 m de largo,
de los cuales 4 a 5% es duodeno, 88 a 91% de yeyuno y 4 a 5% de ileon (Yen,
2000).

En el duodeno es el sitio en donde se mezcla la digesta del estdbmago con las
secreciones del intestino, higado y el pancreas; en seguida la bilis se canaliza en el
duodeno en una papila de 2 a 5 cm del piloro del estbmago, posteriormente el jugo
pancreatico entra en el intestino en una papila de 12 a 20 cm después de la entrada
de la bilis (Kong et al., 2018). El yeyuno es la seccién mas larga contiene pliegues
circulares y vellosidades que permiten la absorcion de los nutrientes; el ultimo
segmento es el ileon que se identifica a partir por sus capas musculares ligeramente
mas gruesas y por estar unido con el intestino grueso (Yen, 2000). En la pared del
intestino delgado se encuentran cuatro capas: la mucosa que se subdivide en tres
subcapas, la muscular de la mucosa, lamina propia y epitelio, la lamina propia esta
compuesta de vasos sanguineos, linfocitos libres, nédulos linfaticos (parches de
Peyer) y neuronas unidas por tejidos conectivos, la segunda capa es la submucosa,

en seguida la muscular y en como ultima se encuentra la serosa. (Yen, 2000).

La capa mucosa participa en los procesos de digestion y absorcion de
nutrientes (Soraci et al., 2010), como también de barrera fisicoquimica, metabdlica
e inmunoldgica contra la entrada de toxinas, macromoléculas y microorganismos al
organismo, ademas conforma el revestimiento interno del intestino delgado vy
presenta una serie de pliegues o vellosidades intestinales que forman proyeccion
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de la mucosa, con direccion a la luz del intestino delgado se pueden encontrar unas
aberturas llamadas criptas cuya principal funcion es dar origen a las células que se
encuentran en las vellosidades asi como también la absorcion de nutrientes

previamente digeridos (Junqueira et al., 2016).

Existen cuatro tipos de células epiteliales en la superficie de las vellosidades:
células absorbentes o enterocitos, células caliciformes, encargadas de la
producciéon de mucina para la proteccion de las paredes intestinales, células de
paneth (Plitzner et al., 2008) y células enteroendocrinas (Yen, 2000). Todas ellas
proceden de las células madre que se ubican en la base de las criptas; los
enterocitos estan conformados de microvellosidades que hacen frente a la luz del
intestino para favorecer la absorcion de nutrientes y se encuentran cubiertos de una
membrana apical; la membrana basolateral es la parte de la membrana de los

enterocitos que no se tiene contacto con el luz del intestino (Yen, 2000).

Las criptas y las vellosidades estan cubiertas por una capa continua de
células epiteliales llamadas enterocitos, dispuestas en forma de dedos en
combinacion con las células enteroendocrinas, paneth y caliciformes; la morfologia
del epitelio cambia a medida avanza el del tracto gastrointestinal, aunque
basicamente presenta una region de criptas (que se localizan las células madres y
paneth que cumplen con la funcion de defensa) en laregidn apical (vellosidades) se

encuentran las células bien diferenciadas (Soraci et al., 2010).

Los enterocitos emigran de las criptas hacia la punta de las vellosidades y
son descamados en el lumen, este proceso aumenta su velocidad en cerdos en
condiciones de estrés por calor, cuando las células epiteliales alcanzan la madurez
mueren y son liberadas al lumen intestinal; el recambio de las célula presentes en
las vellosidades del epitelio intestinal en los cerdo ocurre de manera rapida,

aproximadamente entre 2 a 5 dias (Soraci et al., 2010).
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Figura 1. Estructura de la pared y epitelio intestinal (Adaptado de Yen, 2000).

En el proceso que los enterocitos migran, experimentan una maduracion
tanto estructural como funcional, esto para favorecer el alargamiento de las
microvellosidades, en seguida estos migran hacia la tercera parte de las
vellosidades y se completa su diferenciacién estructural y comienzan a realizar su
funcidn digestiva; la absorcién de nutrientes es la principal funcidén de los enterocitos
y esta comienza a medida que estos logran llegar hasta la parte media o final de las
vellosidades y finaliza cuando los enterocitos se desprenden de la punta de la
vellosidad (Yen, 2000).

La capa submucosa es una capa del tejido conectivo fibroso que permite
mantener unidos los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y los complejos
neurales; en los primeros centimetros del duodeno la capa submucosa esta
fuertemente formada de glandulas submucosas intestinales (glandulas de Brunner),
el numero de glandulas de Brunner disminuye a partir de entonces, las glandulas de
Brunner secretan un abundante liquido alcalino (iones bicarbonato, glicoproteinas y
pepsindégeno) que se conduce desde la submucosa por medio de la capa muscular
en direccidon a las aberturas localizadas en las células del epitelio en las criptas de
las vellosidades (Yen, 2000).



La capa muscular de la pared del intestino es la responsable de la
contractilidad, contiene dos capas de musculo liso: una capa interna circular y una
capa externa longitudinal dispuestas en un patron helicoidal, por otro lado, la ultima
capa es la serosa, esta conformada por un epitelio escamoso que tiene el
mesenterio de soporte contiene el tejido conectivo, los vasos sanguineos grandes y

los nervios, formada de una sola capa de células mesoteliales (Yen, 2000).

La pérdida en la integridad de las vellosidades, y el acortamiento y cambios
de forma de las vellosidades intestinales, son alteraciones causadas en la
morfologia de la mucosa intestinal en los cerdos en condiciones de EC, y por tanto
un numero reducido de células absorbentes y menor expresion de transportadores
de nutrientes, que pueden afectar la absorcién de aminoacidos y otros nutrientes

ofrecidos en la dieta (Yu et al., 2010).

4.4 Efectos del estrés oxidativo a nivel celular

El EC aumenta la concentracion de radicales libres que se encuentran
estables, lo que resulta en dafio oxidativo tanto celular como mitocondrial en los
animales. (Slimen et al., 2016). Ademas, el EC redistribuye los componentes
corporales como la grasa, la energia y las proteinas, alterando el metabolismo
postabsortivo (Cervantes y Cérdova, 2018). El estrés oxidativo es el resultado de un
disturbio en el equilibrio de las concentraciones de pro-oxidantes y antioxidantes,
dando lugar a la sobreproduccion de radicales libres, especies reactivas de oxigeno

(ROS), y disminucion de las defensas antioxidantes (Ganaie et al., 2013).

El EC es responsable de inducir estrés oxidativo durante el verano en la
produccion animal (Ganaie et al., 2013; Nisar et al., 2013). La exposicion al calor
aumenta la produccién de ROS e induce estrés oxidativo, que puede conducir a
citotoxicidad; se ha sugerido que el EC es similar al estrés oxidativo esto se debe a
su correspondencia en la expresion genética, p. €j., proteinas de choque térmico y

enzimas antioxidantes, después de la exposicion al calor (Archana et al., 2017).



El aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes ocurre con:
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX); el
incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes es la respuesta a los altos
niveles de ROS para mantener las concentraciones en un estado estacionario de
los radicales libres; estudios realizados en cabras Marwari muestran que los
antioxidantes enddgenos, tales como glutation, vitaminas (E, C y A) y B- Caroteno
disminuyen durante los ambientes calidos y frio (Kumar et al., 2011; Gupta et
al.,2013).

La cadena respiratoria mitocondrial es el principal sitio de formacién de ROS;
el EC agudo provoca un aumento en la concentracion de ROS en las mitocondrias
musculares; el aumento en la oxidacion del sustrato, la desregulacion del
desacoplamiento de proteinas y la depresion en la actividad de la cadena

respiratoria mitocondrial dafian la membrana interna y el ADN (Mujahid et al., 2007).

El estrés por calor conduce a una sobreproduccién de iones de metales de
transicion (IMT) al aumentar la tasa de liberacién de hierro de la ferritina, los IMT
puede ceder electrones al oxigeno, formando anién superdxido y perdxido de
hidrogeno (H202) (Freeman, Spitz, y Meredith, 1990; Agarwal y Prabakaran, 2005).
El oxigeno O2 es altamente reactivo, precursor de la mayoria de las ROS y un
mediador en las reacciones oxidativas en cadena H202 se reduce aun mas al
extremadamente reactivo radical hidroxilo (OH) a través de la reaccién de Fenton
(Liochev y Fridovich, 1999).

Las ROS también son generadas por la nicotinamida adenina dinucledétido
fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) al convertr NADPH a NADP+ (Segal y Abo,
1993). El estrés por calor activa la NADPH oxidasa y aumenta la relacion
NADP+/NADPH; los aumentos incontrolados en las concentraciones de ROS
conducen a una serie de efectos en cadena ocasionados por ROS que atacan

simultdneamente a las proteinas (Stadtman y Levine, 2000), los fosfolipidos (Rubbo
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et al., 1994), polisacaridos (Harparkash y Barry, 1994) y acido desoxirribonucleico
(ADN) (LeDoux et al., 1999).

| ADN | [ Lipidos |

Estrés por calor ambiental

<: +H++++ |

Bicapa de fosfolipidos
alterada

Antioxidantes enddgenos Enzimas antioxidantes
(glutatién, vitaminas C, Ey A (SOD, CAT, GPX)
-------- +H++H++++

Radicales
libres

Figura 2. Produccion de radicales libres como resultado del estrés por calor (Slimen
et al., 2016).

El estrés por calor aumenta la produccion de radicales libres Figura 1. En
consecuencia, los antioxidantes enddégenos y las enzimas antioxidantes se
movilizan para contrarrestar los radicales producidos, cuando el sistema
antioxidante no logra mantener la concentracién en estado estable de las especies
oxidantes, se dafian las membranas, los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos
(Slimen et al., 2016).

Aunque las mitocondrias no son el unico compartimento celular responsable
de la producciéon de ROS, pero aseguran la mayor parte de la produccion de las
ROS, cuando se altera la concentracion de ROS que se encontraban estables, las
mitocondrias son el primer compartimento celular que se dafa; reportes en literatura
indican que la alteracion del nivel de produccién de ROS en estado estacionario
induce la inactivacion de la cadena respiratoria, a través de la oxidacion de los

complejos I, 1l, IV y V (England et al., 2004). Por lo tanto, el flujo de electrones se
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reduce y la sintesis de adenosina trifosfato (ATP) disminuye; como resultado, la
regulacion negativa de la produccion energética, debido a la alteracion de la via de

fosforilacion oxidativa (Zhao et al., 2006).

4.5 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que inhiben o apagan las reacciones de los
radicales libres retrasando o inhibiendo el dafo celular; los antioxidantes pueden
clasificarse de acuerdo a diferentes criterios; no obstante, generalmente se dividen
como enzimaticos y no enzimaticos (Mehta y Gowder, 2015). Los antioxidantes
enzimaticos son el principal recurso antioxidante de los diferentes tejidos de los
animales y, de manera sinérgica, catalizan diferentes reacciones que impiden la
peroxidacion lipidica de las membranas celulares al reducir la concentracion de
H202 (Balasaheb y Pal, 2015).

La produccién de ROS ocurre continuamente en todas las células como parte
de la funcion celular normal, no obstante, el incremento en la produccion de ROS
qgue se originaron de fuentes internas o externas podria desempefar un papel en
muchas enfermedades; los antioxidantes inhiben el dafio ocasionado por los
radicales libres al prevenir la formacion de radicales, eliminarlos y promover su

descomposicion (Young y Woodside, 2001).

Por otra parte, los antioxidantes no enzimaticos son compuestos endogenos
y exogenos que interrumpen la peroxidacion al interactuar con los radicales
peroxilos (LOQO’), asi como al ejercer su accion quelante sobre los iones metalicos
(Kumar et al., 2015). Dependiendo de su origen, los antioxidantes no enzimaticos

pueden ser sintéticos o naturales (Mehta y Gowder, 2015).

El primer grupo lo conforman compuestos como el butilhidroxitolueno (BHT),
butilhidroxianisol (BHA), terc-butilhidroquinona (TBHQ) y etoxiquina (EQ),
antioxidantes que se caracterizan por ser eficaces contra la peroxidacion in vivo y
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post mortem (Salami et al., 2016). Sin embargo, debido a que han sido asociados
con una actividad promotora de tumores en el consumidor final, su uso en animales

de produccién esta siendo restringido (Btaszczyk et al., 2013).

Cuadro 1. Antioxidantes enzimaticos, localizacién celular y mecanismos de accion

Antioxidantes Localizacion celular Sustrato Reaccion
SOD Mn/Cu/Zn Mitocondria y citosol O-= O-2 — H202
GPX Citosol y extracelular H20:2 H202+GSH—-GS-SG+
H20
Catalasa Peroxisomas H20:2 2H202 — O2 + 2H20
Peroxiderroxina Citosol H202 H202+TrxS2—Trx(SH)2
+ H20

SOD= superéxido dismutasa; GPX= glutation peroxidasa; O-2= superoxido; H202= perdxido de
hidrogeno; O2= oxigeno; H20= agua; GSH= glutatiéon reducido; GS-SG= glutation oxidado; TrxS2=
tiorredoxina disulfuro; Trx (SH)2= tiorredoxina disulfidrilo (Balasaheb y Pal, 2015).

Por su parte, los antioxidantes no enzimaticos naturales, son metabolitos
secundarios (flavonoides y vitaminas A, B y C) o compuestos estructurales de las
células vegetales (carotenoides e hidroxicinamatos (Balasaheb y Pal, 2015), que
actuan reduciendo la produccién de ROS o incrementando su eliminacion (Kumar
et al., 2015). Uno de los principales inconvenientes que presentan los antioxidantes

naturales es su insuficiente concentraciéon en la dieta animal.

La presencia bioldgica activa de las vitaminas C y E, asi como también del glutation,
conforman antioxidantes de alta calidad reductora, actuando cada uno en sus
escenarios biolégicos, para equilibrar las ROS mediante su atraccion para

posteriormente reducirlo (Benitez, 2006).
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4.6 Enzimas antioxidantes y mecanismos de accién

Las ROS son producidas por una variedad de eventos fisioldgicos y no
fisioldgicos, incluida la reaccion de Fenton, la respiracion celular, las disfunciones
mitocondriales, las patologias, los fagocitos, los neutrdfilos y el estrés; sin embargo,
los sistemas celulares de desintoxicacion eliminan facilmente las bajas
concentraciones de ROS vy radicales libres activando antioxidantes enddgenos
como SOD, CAT, GSH peroxidasa y GSH reductasa (Freitas et al., 2016).

0, 0,
\_/' v
H202
NADPH
oxidase I
H,0,
NADPH NADP H,
LOOH L- B
H,0 ONOO™ —>» -NO, + OH-
%Q( 9 | ety \
PRDX Fo? :

00*  OH:<+—x H,0, < O, 3+ S
Fe somI Fe

Figura 3. Tipos de especies reactivas de oxigeno (ROS) y antioxidantes para

contrarrestarlos (Harris y De Nicola, 2020).

El superdxido (O-2) se produce extracelularmente por la NADPH oxidasa o
intracelularmente por la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Figura 3),
en las mitocondrias se dirige a los grupos de hierro-azufre (Fe-S) para liberar hierro
(Fe?") y reduce el hierro férrico (Fe") a hierro ferroso (Fe?*); el O-2 es dismutado en
peréxido de hidrégeno (H202) por las superdxido dismutasa (SOD1, SOD2); el H202
se difunde a través de las membranas para reaccionar con las proteinas y el ADN y
es desintoxicado en agua por las peroxidasas celulares [catalasa (Cat), glutation
peroxidasa (GPX), peroxiredoxinas (PRDX)]; O2— produce peroxinitrito (ONOQO~) a

través de una reaccion con 6xido nitrico (NO), por otra parte el radical peroxilo (OH¢)
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se forma a partir de la reaccién de H202 con Fe?" y la descomposicién de ONOO™ e
inicia la cascada de peroxidacion lipidica; primero, OHe reacciona con lipidos para
formar radicales lipidicos (L¢), que reaccionan con el oxigeno para formar radicales
lipidos peroxido (LOO ), esta reacciona con lipidos para reformar Le mas peroxidos
lipidicos (LOOH) y el ciclo continua.; la peroxidacién lipidica excesiva conduce a la

ferroptosis (Harris De Nicola, 2020).

Superoxido dismutasa SOD

Superéxido oxidorreductasa (EC 1.15.1.1) son una familia de enzimas que
realizan la dismutacion del aniéon superdoxido (O2) en oxigeno molecular (O2) y
peroxido de hidréogeno (H202), importantes como mecanismo de defensa
antioxidante celular; el peroxido de hidrégeno resultante debe eliminarse mediante
catalasa o glutation peroxidasa, SOD esta formada por un grupo de enzimas
metaloides, esto significa que dependen estrictamente de la presencia de minerales
como el zinc (Zn), cobre (Cu), y manganeso (Mn), que actuan como catalizadores

para su sintesis (Venereo, 2002).

O2+ 02+ 2H — H202+ O2

Esta familia esta formada por tres tipos, las cuales se localizan en lugares
bien especificos, una extracelular y dos dentro de la célula (Wang et al., 2018); la
primera es una SOD que contiene en su sitio activo iones de Cu y Zn (SOD 1 o
SOD-Cu/Zn) se ubica en el citoplasma, nucleo y membrana externa de la
mitocondria, la segunda enzima esta ubicada cerca de la membrana interna
mitocondrial, esta es una SOD que contiene Mn en su centro catalitico (SOD 2 o
SOD-Mn); y finalmente existe una mas, la cual se localiza fuera de la célula y esta
asociada a la matriz extracelular; al igual que la primera SOD, ésta tiene asociado
un Cu y un Zn (SOD 3 o SOD-EC; Garcia, 2002).
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Las tres cumplen con la misma actividad catalitica, sin embargo presentan
diferencias notorias en su estructura y organizacion (Gomez y Cuevas, 2008). De
estas, la SOD dependiente de Mn (SOD-Mn) juega un papel importante debido a su
ubicacion mitocondrial, es decir, el sitio principal de produccion de superéxido (O2;
Bresciani et al., 2015).

Glutation peroxidasa GPX

Glutation peroxidasa oxidorreductasa (EC 1.11.1.9) es una enzima
dependiente de selenio (Se), cuya funcién es permitir la reduccion del peréxido de
hidrogeno (H202) o lipoperédxido (L-OOH; Takahashi y Cohen, 1986), utilizando

como agente reductor el glutation reducido (GSH; Cisneros et al., 1997).

ROOH+ 2GSH — GSSG + H20 + ROH

Existen al menos 3 formas de GPX dependientes de selenio: una que se
encuentra intracelular (GPX-C), una externa o en plasma (GPX-P) y otra que
presenta afinidad especifica para los fosfolipoperdxidos (GPX-PH) este ultimo se
encuentra principalmente en la membrana, aunque su actividad es la misma,

presentan diferencias en cuanto a su estructura (Zachara, 1992).

La GPX intracelular y plasmatica son enzimas tetraméricas; que estan
formadas por 4 subunidades iguales entre si compuesta cada una por un atomo de
Se que se une covalentemente a la cisteina; la secuencia de los aminoacidos de la
GPX intracelular es diferente a la secuencia de los aminoacidos de la GPX-
plasmatica esta ademas es una proteina glicosilada que posee puentes disulfuros
intramoleculares; esta demostrado que la GPX intracelular tiene mayor afinidad por
el H202 que por los L-OOH, mientras que, la GPX plasmatica lo tiene para los dos
sustratos y GPX-PH por los (PHL-OOH; Cisneros et al., 1997).
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La GPXy el glutation reductasa (GRd) son parte de un sistema antioxidante
(GPX/GRd), y la CAT de otro; se ha podido evidenciar que estos dos sistemas no
funcionan juntos; la CAT actua en cantidades altas de H202 y GPX lo hace a
concentraciones bajas, lo que demuestra que las actividades de estos dos sistemas

estan correlacionado negativamente (Zachara, 1992).

Catalasa CAT

Perdxido de hidrégeno oxidorreductasa (EC 1.11.1.6) permiten la conversion
del peréxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno en dos etapas, estas enzimas
son homotetrameros y contienen un grupo hemo en cada subunidad y una molécula
de NADPH (Kirkman et al.,1987).

Catalasa-Fe (lll) + H202 — compuesto |
Compuesto | + H202 — Catalasa-Fe (lll) + H20 + O2

Existen tres tipos CAT, la CAT-1 son monofuncionales que tiene el grupo
hemo y se puede encontrar en organismos procariotas y eucariotas; la CAT-Mn o
CAT-2 es una enzima hexameérica que no presentan el grupo hemo pero contienen
Mn en el sitio catalitico, solamente esta presente en algunos organismos
procariotas anaerobios, y la CAT-peroxidasas o CAT-3, presenta actividad de
catalasa y de peroxidasa, en su estructura contienen un grupo hemo y sélo puede

encontrarse en organismos como las bacterias y hongos (Diaz, 2003).

En la células se pueden encontrar en las mitocondrias y los peroxisomas, a
excepcion de los eritrocitos, que se localizan en el citosol; en ciertas especies la
CAT contienen moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) en
la forma reducida unidas fuertemente con la enzima, no obstante, se ha evidenciado
que la CAT de los seres humanos y la de los bovinos estan estrechamente unidas
a 4 moléculas de NADPH, una en cada subunidad y que no tienen una interaccién

directa con el grupo hemo y el NADPH (Céspedes et al., 1996).
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El modelo de triple escudo para contrarrestar ROS, la defensa de primer nivel
consiste en pequefias moléculas antioxidantes, como acido urico, GSH y vitaminas
C y E, la segunda capa (intermedia) estd compuesta por enzimas antioxidantes
SOD, CAT y GPX, y la tercera capa esta compuesta por enzimas reparadoras que

se ocupan del dafio oxidativo (Lei et al., 2016).

Glutation GSH

Es una molécula de bajo peso molecular compuesta por 3 aminoacidos:
glutamato (Glu), cisteina (Cys) y glicina (Gly), es el principal antioxidante con
presencia en todas las células y ayuda a protegerlas de las ROS (Tobdn et al.,
2018). En las células, el glutation se encuentra en estado reducido (GSH) disponible
para su funcion y, en menor cantidad, en su estado oxidado (GSSG), resultado de
su acciéon de defensa de la célula, una enzima llamada glutation reductasa va

reparando a medida que se oxida (Sies, 1999).

El GSH es un antioxidante enddgeno, es decir, es producido en el propio
organismo, es el principal tiol (-SH) celular que participa en las reacciones redox
celulares y la formacion de tioéter, se sintetiza en el citoplasma de las células y se
localiza primordialmente en organulos como las mitocondrias, reticulo endoplasmico
y nucleo, es en estos sitios especificos donde se ha podido ver un incremento en la
concentracion cuando sucede apoptosis o autofagia celular (Sarrasague et al.,
2006).

Muchas de las funciones fisiologicas se deben a la presencia del grupo tiol o
sulfhidrilo del aminoacido cisteina, es el sitio activo que participa en las reacciones
reduccion y oxidacion del GSH, por todo esto el GSH puede cumplir su funcién
protectora cuando esta presente en su forma reducida, a su vez, dos moléculas de
GSH pueden oxidarse cediendo un electron cada uno y uniéndose entre ellos para

formar un glutatiéon oxidado (GSSG; Bachhawat et al., 2013).
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Ademas de los antioxidantes enzimaticos, no enzimaticos y las vitaminas
hidrosolubles, se ha investigado el uso de otras sustancias con un efecto
antioxidante directo e indirecto como es el caso del aminoacido metionina que
parece tener un papel importante en la actividad antioxidante (Schindeldecker y
Moosmann, 2015).

4.7 Funcion antioxidante de la metionina

Metionina (Met) es uno de los primeros aminoacidos limitantes en las dietas
de cerdos y, a menudo, debe complementarse para evitar un suministro insuficiente
de este aminoacido esencial y cumplir con los requisitos totales de aminoacidos
azufrados para el mantenimiento y el crecimiento (Zeitz et al., 2017). Curiosamente,
Met se utilizé preferentemente para la sintesis de proteinas y las reacciones de
metilacién, pero no tanto para el catabolismo de Met a través de la via de
transulfuracion que genera, entre otros, GSH, que reduce el estrés oxidativo debido

a su funcion antioxidante (Bauchart et al.,2009).

Met es un aminoacido (AA) esencial en los cerdos y se complementa de
forma rutinaria en sus dietas junto con otros AA limitantes, Met, a su vez, puede
reducir la proliferacion y el estado antioxidante del epitelio intestinal (Zeitz et al.,
2019). Ademas, Met es un precursor de moléculas esenciales que incluyen glutation
reducido (GSH) y S-adenosil-metionina (Bauchart-Thevret et al.,2009).

Met es un AA alifatico que contiene azufre y un precursor de succinil-CoA,
homocisteina, cisteina, creatina y carnitina, necesario para el metabolismo de
poliaminas y fosfatidilcolina (Bin et al., 2017). Investigaciones recientes han
demostrado que Met puede regular los procesos metabdlicos, el sistema inmune
innato y el funcionamiento digestivo en mamiferos, también interviene en el
metabolismo de los lipidos, la activacién de enzimas antioxidantes endégenas como
la metionina sulfoxido reductasa A y la biosintesis de glutation para contrarrestar el
estrés oxidativo, ademas, la restriccion de metionina previene la alteracion del

19



metabolismo de la metionina/transmetalacion, lo que disminuye el dafio al ADN y
los procesos cancerigenos y posiblemente previene enfermedades arteriales,

neuropsiquiatricas y neurodegenerativas (Martinez et al., 2017).

Met es un AA que exhibe varias funciones fisiolégicas, incluidos los efectos
antioxidantes y la extension de la vida util, regula la homeostasis redox celular a
través de varias vias; primero, interactua directamente con ROS y luego se da una
autooxidacion en sulfoxido de metionina, ademas, la metionina puede mejorar
indirectamente la funcion antioxidante a través de la mejora del metabolismo de Cys
y GSH (Yin et al., 2018).

Met tiene la capacidad de mejorar el desarrollo de los tejidos, promover la
capacidad antioxidante y regular la funcion inmune en los animales (Liu et al.,2010).
L-Metionina, DL-Met y DL-Met hidroxi-analogo (MHA) pueden usarse como fuentes
de Met para aves y cerdos, pero la biodisponibilidad relativa no es la misma,
estudios anteriores mostraron que la biodisponibilidad relativa media de la sal de
calcio del MHA (MHA-Ca) a DL-Met fue del 63% (Elwert et al., 2008).

Al igual que otros aminoacidos, Met es un componente importante de las
proteinas de los tejidos; la sintesis de proteinas y la acumulacion durante el
crecimiento del tejido se ven afectadas cuando se proporciona Met a niveles
insuficientes (Kino y Okumura, 1986). La suplementaciéon con L-Met o DL-Met
mejoro la altura de las vellosidades intestinales (AV), relacion AV: PC y la capacidad
antioxidante de los lechones lactantes con retraso del crecimiento intrauterino
(Zhang et al., 2019).

Se descubrié que el aumento en el consumo de DL-2-hidroxi-4-metiltiobutirato
(HMTBA) o DL metionina disminuye el retraso del crecimiento inducido por el
destete en los lechones, que esta fisioldgicamente asociado con cantidades
elevadas de AA que contienen azufre disponible para el suministro a los tejidos extra

intestinales sin comprometer la disponibilidad de lisina e isoleucina, y promueve el
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rendimiento del crecimiento y capacidad antioxidante del intestino, este hallazgo
puede tener implicaciones importantes para el manejo nutricional de cerdas

lactantes y lechones destetados (Li et al., 2014).

En pollos de engorda expuestos al estrés y alimentados con dietas
suplementadas con metionina mostraron mejores resultados en las actividades de
las enzimas utilizadas como marcadores de estrés, lo que podria deberse a una

mayor capacidad antioxidante (Vesco et al., 2015).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de estudio

El experimento se llevd a cabo, en la Unidad de Metabolismo y Fisiologia del
Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma de Baja California, durante la
estacion mas calida del ano (verano 2019) cuya temperatura generalmente fluctua entre
20 a 45 °C al dia. El andlisis enzimatico se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular

del mismo instituto y el histomorfoldgico en la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

5.2. Animales y manejo experimental

Se emplearon 60 cerdos cruzados de la raza (Landrace x Hampshire x Duroc) de
23.0 kg de peso corporal inicial promedio. Los cerdos fueron distribuidos en cinco grupos
segun el peso corporal inicial, sexo y camada, asignados aleatoriamente a los cuatro
tratamientos de dieta, se conté con 12 repeticiones por tratamiento. Los cerdos
empleados en este trabajo fueron cuidados de acuerdo con las directrices establecidas
en la Norma Oficial Mexicana de Cuidado Animal (NOM-062-ZO0-1999; Ochoa, 2001).

Un grupo de cerdos se alojo en condiciones termo neutrales controladas en una
habitacidén con un termostato ajustado a 22 + 2 °C y alimentados con una dieta de control
(TN.100). Los otros cuatro grupos restantes se alojaron en condiciones de alta
temperatura (31.5 °C en promedio) y fueron alimentados con la dieta control 100%
(EC.100), dieta suplementada con 20 (EC.120), 40 (EC.140), y 60 (EC.160) % mas de

DL-metionina.

Los cerdos se alojaron individualmente en corrales de 1.2 x 1.2 m dentro de la
habitacion con temperatura controlada (TN) y una habitacion sin control de temperatura
con las tipicas fluctuaciones de temperatura ambiente (EC) en corrales 0.6 x 1.2 m. Cada
corral estuvo equipado con un alimentador de un solo orificio y un bebedero de boquilla,

lo cual permitié el consumo ad libitum de alimento y agua durante los 21 dias del
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experimento. La temperatura y la humedad relativa se midieron con la ayuda de
(higrotermégrafos) instalados dentro de cada una de las habitaciones, y configurado para

registrar estas variables cada hora.

5.3 Dietas y tratamientos experimentales

La dieta testigo fue formulada con trigo y pasta de soya, asi como lisina para
cumplir con los requerimientos del NRC (2012). La concentraciéon de AA se ajusté a los
requerimientos para cerdos en el rango de peso corporal de 25-50 kg (Cuadro 2). Excepto
metionina, todas las dietas contenian los mismos niveles de AA requeridos NRC (2012).
El nivel suplementario de metionina fue elegido para superar la ingesta reducida de
metionina debido a la reduccion del 20 al 40% en la ingesta voluntaria de alimento de

cerdos en estrés por calor.
Tratamientos utilizados en el experimento de cerdos en condiciones de ECy TN

1.TN con 100% Met requeridos NRC 2012 (TN-100)
2.EC con 100% Met requeridos NRC 2012 (EC-100)
3.EC con 120% Met requeridos NRC 2012 (EC-120)
4.EC con 140% Met requeridos NRC 2012 (EC-140)
5.EC con 160% Met requeridos NRC 2012 (EC-160)

A tres cerdos de cada tratamiento se les implanto por via subcutanea un
termaografo para registrar la variacion de la temperatura a intervalos de 5 minutos. Al final
de la prueba, se recuperaron todos los termografos y se analizaron los datos de la

variacion de temperatura.
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Cuadro 2. Composicion de ingredientes de las dietas experimentales *

Ingredientes Met-100%  Met-120% Met-140%  Met-160%

Trigo 80.08 80.08 80.08 80.08
Pasta de soya 48% 16.00 16.00 16.00 16.00
L-Lisina « HCI 0.66 0.66 0.66 0.66
L-Treonina 0.20 0.20 0.20 0.20
L-Metionina 0.040 0.095 0.150 0.205
L-Valina 0.05 0.05 0.05 0.05
Almidoén 0.165 0.110 0.055 -
Carbonato de calcio 1.25 1.25 1.25 1.25
Fosfato de calcio 0.80 0.80 0.80 0.80
Sal yodada 0.35 0.35 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y 0.40 0.40 0.40 0.40
minerales’

* Dietas: Met 100, dieta testigo a base de trigo y soya que suministra 100% de Met, cubriendo en 120% de
los requerimientos de AA indispensable (NRC, 2012); y Met 120, Met 140 y Met 160 contienen 20, 40 y 60
mas Met que la dieta testigo.

' Suministrado por kg de dieta: Vitamina A, 4,800 IU; vitamina D3, 800 IU; vitamina E, 4.8 IU; vitamina K3,
1.6 mg; riboflavina, 4 mg; Acido D-pantoténico, 7.2 mg; niacina, 16 mg; vitamina B12, 12.8 mg; Zn, 64 mg;
Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; |, 0.36 mg; Se, 0,13 mg. La premezcla fue suministrada por Nutrionix, S.A.,

Hermosillo, México.

5.4 Recoleccion de muestras

Las muestras de sangre se tomaron en el dia 18 del tratamiento en horas de la
tarde (1700h). Después de finalizar el muestreo, todas las muestras de sangre fueron
transportadas al laboratorio de biologia molecular para ser centrifugadas a 1,500 g
durante 15 minutos a4 °C. Al finalizar se colecto el plasma y las muestras se almacenaran

a -80 °C hasta su posterior analisis.
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Seis cerdos de cada tratamiento fueron sacrificados al final del tratamiento (d21),
las canales fueron evisceradas y se les recolectaron muestras de los segmentos del
intestino delgado y se almacenaron en frascos de 50 ml con solucion buffer de formaldehido
al 10 % para caracterizacion histologica posterior segun el procedimiento descrito por
Moeser et al., (2012). Segun las experiencias anteriores, el proceso de recoleccion total

tomo 10 minutos 0 menos, lo que garantiza la buena calidad de las muestras.

5.5 Analisis enzimatico

La medicion de la actividad enzimatica se utilizaron los kits de la marca Cayman

Chemical, las muestras fueron procesadas de la siguiente manera:

Para los analisis de SOD y GPX las muestras se procesaron de la siguiente forma:
Se diluyo el plasma en una relacién 1:2, con el buffer de muestra, luego se removio la
capa blanca superior y se descart6 (leucocitos), posteriormente se lisaron los eritrocitos
en 4 ml de agua fria grado HPLC, se centrifugaron a 10,000 g durante 15 min a4°C y se
recolecto el sobrenadante para su analisis. Para el analisis de CAT el procedimiento fue
similar antes mencionado, a excepcion de que la dilucién del plasma fue a una relacién
1:5 y no se empled buffer. Para analizar GSH, las muestras antes procesadas fueron
desproteinizadas con una solucién saturada de sulfato de amonio (NH4)2 SO4 a una
relacion 1:1, se dejaron reposar en hielo durante 10 m y posteriormente se centrifugaron
a 3500 gdurante 15 m, se colecto el sobrenadante y se diluyo nuevamente en agua HPLC

a una relacion 1:1.

Actividad superoxido dismutasa:

La determinacion de la actividad enzimatica de la enzima superéxido dismutasa

(EC 1.15.1.1) se realiz6 utilizando el kit comercial de Cayman Chemical a 450 nm, de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Se utilizé una sal de tetrazolio para verificar la presencia de los radicales superéxido que
se producen por la enzima xantina oxidasay la hipoxantina (Figura 3). Se definio la unidad
de SOD como la proporcion de la enzima que se necesita para manifestar una
dismutacion del 50% del radical superoxido. El analisis de SOD cuantifica los tres tipos
de SOD (Cu/Zn, Mn y Fe SOD).

Xanthine 20, Formazan dye

+ 02 \ /
Xanthine oxidase
H,0 / \‘
Uric acz|d Tetrazolium salt
0, +Hy0,

Figura 4. Esquema del ensayo de superoxido dismutasa (Ukeda et al., 1999).

Actividad glutation peroxidasa:

Se determind la actividad enzimatica de glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9) se
realizo utilizando el kit comercial de Cayman Chemical a 340 nm, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La medicion de la actividad de GPX se realiza calculando de
manera indirecta una reaccion unida a glutatién reductasa (GR). El glutation oxidado
(GSSG), elaborado al reducir hidroperéxido por GPX, se reutiliza a su estado reducido
por GR y NADPH:

R-0-O-H + 2GSH GPX , R-O-H+ GSSG + Hz0
GSSG + NADPH + H* SR, 2 GSH + NADP*

La oxidacion del NADPH a NADP* va unida a un descenso de la emision a 340
nm. Cuando la actividad de GPX es limitante, la estimacion del descenso en el Az40 es
directamente proporcional a la actividad de GPX en la muestra. Una unidad de GPX se
define con base en la dosis de enzima que provocara la oxidacion de 1.0 nmol de NADPH

a NADP™ por minuto a 25 ° C.
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Actividad catalasa:

Para determinar la actividad enzimatica de catalasa (EC 1.11.1.6) se realizo
utilizando el kit comercial de Cayman Chemical a 540 nm, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se utilizo la funcion peroxidativa de CAT para realizar el
calculo de la actividad enzimatica. La metodologia utilizada esta basada en la reaccion
de la enzima con metanol cuando se encuentra disponible una cantidad adecuada de
H202. La produccion del formaldehido se cuantifica colorimétricamente con 4-amino-3-
hidrazino-5-mercapto-1,2,3-triazol como cromoégeno. Este cromogeno constituye de
forma especifica un heterociclo biciclico con aldehidos, que posterior a la oxidacion se
modifica de incoloro a una coloracion violeta. Una unidad de CAT esta definida como la
porcion de enzima que provocara la formacién de 1.0 nmol de formaldehido por minuto a
25 °C.

Actividad glutation:

Se determind la actividad de glutation se realizé utilizando el kit comercial de
Cayman Chemical a un rango de 404-414 nm, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se emple6é un método de reciclaje enzimatico cuidadosamente optimizado,
que utiliza glutation reductasa, para la cuantificacion de GSH (Figura 4). El grupo tiol de
GSH presenta una reacciéon con DTNB (reactivo de Ellman) y forma &cido 5-tio-2-
nutrobenziico (TNB) con una coloracion amarilla. El disulfuro mixto, GSTNB (entre GSH
y TNB) que se produce concomitantemente, es reducido por la enzima glutatiéon

reductasa que recicla el GSH y produce una mayor cantidad de TNB.

La produccién del compuesto TNB es directamente proporcional a la reacciéon de
reciclaje mencionada anteriormente, la cual es proporcional a la cantidad de GSH que
tiene la muestra. GSH oxida de manera facil a glutation oxidado (GSSG). El GSSG es
producido a la par de la reduccion de hidroperéxido por la glutation peroxidasa. GSSG es
reducido a GSH por la enzima glutation reductasa y por cada mol de GSSH, se elaboran
2 yM de GSH
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Glutathione Reductase

GSSG » 2 GSH

TNB ». ~» GSH ~ / DTNB

N

Glutathione[IReductasc |

. GSTNB /N TNB

Figura 5. Esquema del reciclaje glutation (Rahman et al., 2006).

5.6 Analisis histomorfolégico

La morfologia intestinal fue analizada empleando el método descrito por (Moeser
et al.,, 2012). Cortes macroscopicos de las muestras de duodeno, yeyuno e ileon
conservadas en una solucion de buffer de formaldehido al 10% en PBS, para ser incluidos
en parafina, seccionados a 3 um de espesor y tefiidos con hematoxilina y eosina (Driscoll
y Ryan, 1978). En cada portaobjetos se montaron dos cortes transversales, a estos cortes
se les determiné el promedio de la altura de las vellosidades, asi como la profundidad de

las criptas adyacentes.

La observacion del tejido se realizé empleando un microscopio éptico (Primo Star
Zeiss, HBO50, México). Mediante el uso de camara fotografica adaptadas marca Canon
se tomaron varias fotografias de varias secciones de los diferentes segmentos
intestinales, de tal manera que garantizara las observaciones completas de las

vellosidades intestinales, y poder asi realizar las mediciones correspondientes.
Se utilizé el Software Image J2 (Curtis et al., 2017), que permite conocer la medida

de un area histolégica que se encuentra en pixeles a unidades de longitud (micrémetros,

en este caso).
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1b 1b. Capa subglandular:
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r
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Figura 6. Sitios histoldgicos y su localizacion en el intestino delgado utilizado para analisis

morfométricos (De Conto et al., 2010).

Las variables morfométricas de las vellosidades intestinales que se midieron en

cada corte histologico fueron realizadas de acuerdo a lo descrito por (Marion et al., 2002).

Se midieron al menos 10 vellosidades integras y uniformes y las correspondientes

dos criptas de cada una de las vellosidades, por cada muestra de segmento.

1) Altura de vellosidad AV: una vez que se establece la base de la vellosidad, desde su

punto medio se traza una linea hasta el apice.

2) Profundidad de las criptas intestinales PC: una vez identificada la cripta, desde la base

de la cripta hasta la base de las vellosidades mas cercana.

3) Se calculd la relacion AV: PC: se obtiene dividiendo la altura de las vellosidades entre

profundidad de las criptas.
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5.7 Analisis estadistico

Los analisis de varianza de los datos se realizaron en funcidon del disefio
experimental bloques completos al azar (BCA). Se analizaron por contrastes polinomiales
para analizar la respuesta lineal y cuadratica de los tratamientos de EC, como también
contrastes no ortogonales para todos los tratamientos. Contrastes: C1, EC100 vs TN100;
C2, EC100 vs promedio de EC120, EC140 y EC160; C3, TN100 vs promedio de EC120,
EC140 y EC160 Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0.05. Los

analisis de resultados se realizaron con el paquete estadistico Statistix version 10.
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VI. RESULTADOS

6.1 Variables ambientales

Durante el periodo experimental se registraron variaciones diurnas de
temperatura ambiente (TA) y humedad relativa (HR) dentro de las salas en que
fueron alojados los cerdos. La TA promedio en la sala termo neutral (TN) fue de
22.7°C, con 20.2°C de temperatura minima y 25.6°C temperatura maxima, mientras
que en la sala de estrés por calor (EC) la TA promedio fue de 31.5°C, con 27.9°C
de temperatura minima y 35.8°C de temperatura maxima. Alrededor de las 0600 h
se registré la temperatura mas baja; la temperatura comenzé a incrementarse a
partir de las 0800 h y la maxima ocurrié alrededor de las 1600 h, momento en que
se observo que afectaba mas a los animales; durante la noche la temperatura
descendié paulatinamente. Por otra parte, la HR present6 valores promedio en TN
y EC de 67.5 y 63.6% respectivamente, con los valores maximos entre 0700 y 0800
h comenzé a descender hasta la 1600 h, cuando se observé el menor porcentaje de
HR 50% en EC y 58.1% en TN (Figura 6 y 7).
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Figura 7. Temperatura ambiente (°C) y humedad relativa (%) en la sala de los

cerdos en condiciones de EC
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Figura 8. Temperatura ambiente (°C) y humedad relativa (%) en la sala de los

cerdos en condiciones de TN

Diariamente, el indice de calor promedio fue de 78.2, con un valor minimo de
72.3 en las horas de la mafiana, incrementandose paulatinamente en el transcurso
del dia hasta alcanzar un valor maximo de 86 entre las 1500 y 1700 h, para

nuevamente comenzar a descender (Figura 8).
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Figura 9. indice de temperatura y humedad (ITH) en la sala de los cerdos en

condiciones de EC
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6.2 Variables fisiologicas

En la Figura 9 y 10 se presentan los promedios de temperatura corporal (TC)

y temperatura intestinal (T1) de los cerdos en condiciones de estrés por calor (EC) y

termoneutralidad (TN), registrados cada 5 min, a lo largo del dia. La TC y TI

promedio de los cerdos en EC fue de 39.4 y 40.3°C respectivamente. A las 0700 h

los cerdos

cerdos en

presentaron su TC y TI mas baja y a las 2000 h la mas alta. La TC de los

EC fue mayor (P<0.05) a la TC de los cerdos en TN mayormente en las

1200 a 2000 h. La TC promedio para los cerdos en TN fue de 39.2°C.
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Durante las 0700 h de la mafiana en la sala de confort se registré una
frecuencia respiratoria en los cerdos de 38.7 (x1) respiraciones por minuto, en
cambio en promedio los cerdos en estrés por calor fueron de 47 (+2.6) respiraciones
por minuto. En la tarde 1700 h la frecuencia respiratoria se incrementé (P<0.05) a
94.5 (+2.6) respiraciones por minutos para los cerdos en estrés por calor y 46 (£1.2)

para confort (Figura 11).

C1: P < 0.001
C2: P =0.586
£ 110 C3: P < 0.001
£ 138 C1: P =0.070
5 80 C2: P =0.485
2 70 C3:P =0.005
IS 60
»
§ 30 [ 1
o 0700 1700
OTN 100% 39 46
OEC 100% 45 97
OEC 120% 49 93
OEC 140% 46 97
OEC 160% 48 91

Figura 12. Frecuencia respiratoria por minuto de los cerdos en condiciones EC y
TN. Contrastes: C1, TN100 vs EC 100; C2, EC100 vs promedio de EC120, EC140
y EC160; C3, TN100 vs promedio de EC120, EC140 y EC160;

6.3 Variables enzimaticas

La actividad de SOD (Figura 12), fue mayor en los cerdos en condiciones de
TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un promedio de 3.94 y
2.14 U/ml respectivamente. Para el caso de los tratamientos en EC, no hubo
diferencias significativas en la actividad de SOD (P>0.05), pero si presentaron
tendencias cuadraticas (P<0.05). Los cerdos en condiciones en TN-100% tuvieron
mayor actividad (P<0.05) en comparacion con todos los tratamientos de EC.
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Figura 13. Actividad enzimatica de SOD en suero de cerdos en condiciones de EC
y TN (Q: P=0.05; C1: TN100 vs EC100: P<0.05; C3: TN100 vs EC120-160: P<0.05).

La actividad de GPX (Figura 13), para el tratamiento de TN-100% comparado
con el de EC-100% no hubo diferencias significativas (P>0.05). Para el caso de los
tratamientos en EC, no hubo diferencias significativas en la actividad de GPX
(P>0.05), pero si presentaron tendencias lineales (P<0.05). TN-100% comparado

con todos los tratamientos de EC no presento diferencias significativas (P>0.05).
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Figura 14. Actividad enzimatica de GPX en suero de cerdos en condiciones de EC
y TN (L: P=0.05).
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La actividad de CAT (Figura 14), fue mayor en los cerdos en condiciones de
TN-100% comparado con el de EC-100% (P<0.05), con un promedio de 164.29 y
83.64 nm/min/ml respectivamente. Para el caso de los tratamientos en EC 100, 120,
140 y 160%, presentaron diferencias significativas en la actividad de CAT (P<0.05),
con promedios de 83.64, 122.0, 156.0 y 199.9 nm/min/ml respectivamente, como
también presentaron una respuesta lineal (P<0.05) al nivel de metionina en la dieta.
TN-100% comparado con todos los tratamientos de EC no presentaron diferencias

significativas (P>0.05).
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Figura 15. Actividad enzimatica de CAT en suero de cerdos en condiciones de EC
y TN (L: P<0.05; C1: TN100 vs EC100: P<0.05; C2: EC100 vs EC120-160: P<0.05).

La actividad de GSH (Figura 15), fue mayor en los cerdos en condiciones de
TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un promedio de 14.58 y
10.54 pM respectivamente. Para el caso de los tratamientos en EC, no hubo
diferencias significativas en la actividad de GSH (P>0.05), no presentaron respuesta
lineales ni cuadraticas (P>0.05). Los cerdos en condiciones en TN-100% tuvieron

mayor actividad (P<0.05) en comparacién con todos los tratamientos de EC.
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Figura 16. Actividad enzimatica de GSH en suero de cerdos en condiciones de EC
y TN (C1: EC100 vs EC120-160: P<0.05; C2: TN100 vs EC120-160: P<0.05).

En el cuadro 3 se resumen los promedios de actividad de enzimas

antioxidantes en suero de los cerdos en estrés por calor alimentados con diferentes

niveles de metionina en condiciones de EC y TN, resultados antes presentados.

Cuadro 3. Concentracion de enzimas antioxidantes en suero de cerdos en

crecimiento alimentados con diferentes niveles de metionina en condiciones de EC

y TN.
@(bg Tratamientos 2 Contrastes®
O
2 N EC EC EC EC EE C-1 C2 C3 L Q
100 100 120 140 160
SOD 394 214 327 250 250 030 0.001 0.081 0.001 0800 0.053
GPX 7.30 906 705 565 509 140 0380 0.060 0402 0.053 0.627
CAT 1643 8364 1220 156.0 199.9 13.68 0.002 0.001 0.754 0.001 0.852
GSH 1458 1054 1320 11.13 11.05 0.74 0.001 0.149 0.002 0873 0.068

a Tratamientos: TN100, termo neutral, dieta con 100% DL-Met; EC100, estrés por calor, dieta con
100% DL-Met; EC120, estrés por calor, dieta con 120% DL-Met; EC140, estrés por calor, dieta con
140% DL-Met; EC160, estrés por calor dieta con 160% DL-Met.

bContrastes: C1, TN100 vs EC 100; C2, EC100 vs promedio de EC120, EC140 y EC160; C3, TN100
vs promedio de EC120, EC140 y EC160; L, polinomial lineal; Q, polinomial cuadratico.
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6.4 Variables histologicas

La altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas fueron diferente
entre las diferentes secciones intestinales, asi como entre los diferentes
tratamientos. Las vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas mas altas

se presentaron en las muestras de duodeno y yeyuno.

En duodeno, la altura de vellosidad (Figura 16) fue mayor en los cerdos en
condiciones de TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un
promedio de 401.67 y 349.87 micras respectivamente. Para el caso de los
tratamientos en EC, no hubo diferencias significativas (P>0.05), no presentaron
respuesta lineal ni cuadratica (P>0.05). Los cerdos en condiciones en TN-100%
tuvieron mayor altura de vellosidad (P<0.05) en comparacién con todos los

tratamientos de EC.

La altura de las vellosidades en yeyuno (Figura 14) fue mayor en los cerdos
en condiciones de TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un
promedio de 422.93 y 331.45 micras respectivamente. Para el caso de los
tratamientos en EC, no hubo diferencias significativas (P>0.05), no presentaron
respuesta lineal ni cuadratica (P>0.05). Los cerdos en condiciones en TN-100%
tuvieron mayor altura de vellosidad (P>0.05) en comparaciéon con todos los

tratamientos de EC.

En ileon, la altura de vellosidad (Figura 16) fue mayor en los cerdos en
condiciones de TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un
promedio de 320.28 y 251.77 micras respectivamente. Para el caso de los
tratamientos en EC 100, 120, 140 y 160%, presentaron diferencias significativas en
la altura de vellosidad (P<0.05), con promedios de 251.77, 308.0, 321.82 y 305.30
micras respectivamente, no presentaron respuesta lineal ni cuadratica (P>0.05). TN-
100% comparado con todos los tratamientos de EC no presentaron diferencias
significativas (P>0.05).
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Figura 17. Altura de las vellosidades intestinales de los diferentes segmentos de los
cerdos en crecimiento alimentados con diferentes niveles de metionina en
condiciones de EC y TN (C1: TN100 vs EC100: P<0.05; C2: EC100 vs EC120-160:
P<0.05; C3: TN100 vs EC120-160: P<0.05).

Los promedios de profundidad de criptas (Figura 17) para los tratamientos
TN-100, EC-100, EC-120, EC-140 y EC-160%, en duodeno fueron 150.22, 131.83,
151.14, 146.55 y 147.63 micras respectivamente; en ileon fueron 117.52, 102.22,
140.79, 111.98 y 133.78 micras respectivamente. Esta variable no se vio afectada

(P>0.05) por el consumo del tipo de dieta en los cerdos en EC y TN.

En yeyuno, la profundidad de criptas (Figura 17) fue mayor en los cerdos en
condiciones de TN-100% comparado con los de EC-100% (P<0.05), con un
promedio de 157.25 y 127.07 micras respectivamente. Para el caso de los
tratamientos en EC, no hubo diferencias significativas (P>0.05), no presentaron
respuesta lineal ni cuadratica (P>0.05). Los cerdos en condiciones en TN-100%
tuvieron mayor profundidad de criptas (P<0.05) en comparacion con todos los

tratamientos de EC.
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Figura 18. Profundidad de las criptas intestinales de los diferentes segmentos de
los cerdos en crecimiento alimentados con diferentes niveles de metionina en
condiciones de EC y TN (C1: TN100 vs EC100: P<0.05; C3: TN100 vs EC120-160:
P<0.05).

Al relacionar la altura de vellosidad con la profundidad de criptas (Figura 18)
en los tratamientos TN-100, EC-100, EC-120, EC-140 y EC-160% en duodeno
fueron, 2.77, 2.70, 2.43, 2.43 y 2.60 micras respectivamente; en ileon fueron 2.80,
2.55, 2.39, 2.95 y 2.32 micras respectivamente. Esta variable no se vio afectada

(P>0.05) por el consumo del tipo de dieta en los cerdos en EC y TN.

En yeyuno, la relacion altura de vellosidad: profundidad de criptas (Figura
18), para en tratamiento de TN-100% comparado con el de EC-100% no hubo
diferencias significativas (P>0.05). Para el caso de los tratamientos en EC, no hubo
diferencias significativas en la la relacion altura de vellosidad: profundidad de criptas
(P>0.05), pero si presentaron respuesta lineal (P<0.05). TN-100% comparado con

todos los tratamientos de EC no presento diferencias significativas (P>0.5).
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Figura 19. Relacién altura de vellosidad: profundidad de cripta de los diferentes
segmentos de los cerdos en crecimiento alimentados con diferentes niveles de

metionina en condiciones de EC y TN (L: P<0.05).

En el cuadro 4 se resumen los promedios de altura de vellosidad, profundidad
de cripta y relacion altura de vellosidad: profundidad de criptas de las vellosidades
intestinales analizadas en cortes histoldgicos de duodeno yeyuno e ileon de los
cerdos en estrés por calor alimentados con diferentes niveles de metionina en

condiciones de EC y TN, resultados antes presentados.
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Cuadro 4. Morfologia del intestino delgado de cerdos en crecimiento alimentados

con diferentes niveles de metionina en condiciones de EC y TN.

Segmentos del intestino delgado

Duodeno Yeyuno ileon

a

AV PC AV:IPC AV PC AV:IPC AV PC AV:PC

TN-100 401.67 150.22 2.77 42293 15725 2.77 320.28 117.52 2.80

é EC-100 349.87 131.83 2.70 33145 127.07 2.68 251.77 10222 255
'g EC-120 349.17 15114 243 29444 123.84 247 308.00 140.79 2.39
g EC-140 336.22 146.55 243 340.03 128.77 277 321.82 111.98 2.95
" EC-160 371.62 147.63 260 339.68 110.35 3.18 305.30 133.78 2.32

EE 17.00 10.38 0.14 2251 7.94 017 1899 11.84 0.14
o C1 0.041 0.222 0.744 0.008 0.012 0.736 0.017 0.369 0.208
% C2 0900 0.175 0.206 0.797 0.511 0.538 0.011 0.061 0.996
‘CE) C3 0.018 0.883 0.100 0.001 0.001 0839 0.697 0412 0.125
©)

L 0525 0.391 0.669 0.387 0.156 0.035 0.070 0.271 0.829

Q 0.323 0407 0.159 0308 0.274 0.089 0.085 0.521 0.101

AV: Altura de vellosidad; PC: Profundidad de cripta; AV: PC: Relacion altura de vellosidad y
profundidad de cripta

aTratamientos: TN100, termo neutral, dieta con 100% DL-Met; EC100, estrés por calor, dieta con
100% DL-Met; EC120, estrés por calor, dieta con 120% DL-Met; EC140, estrés por calor, dieta con

140% DL-Met; EC160, estrés por calor dieta con 160% DL-Met.

® Contrastes: C1, TN100 vs EC 100; C2, EC100 vs promedio de EC120, EC140y EC160; C3, TN100
vs promedio de EC120, EC140 y EC160; L, polinomial lineal; Q, polinomial cuadratico.
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Figura 20. Cambios morfolégicos en los segmentos del intestino delgado de los

cerdos alimentados con diferentes niveles de metionina en condiciones de EC y TN.
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VII. DISCUSION

Ambientales y fisiolégicas

En la mayor parte del mundo los cerdos alojados en granjas durante el verano
estan expuestos a TA, que fluctuan diariamente en condiciones de estrés por calor EC
(Cervantes et al., 2017). Durante la fase experimental de este trabajo de investigacion,
se registraron grandes variaciones de TA y humedad relativa (HR) dentro de las salas
donde los cerdos fueron alojados. Sin embargo, durante el periodo de confort se
mantuvieron dentro del rango de termoneutralidad (TN); puesto que la temperatura en
condiciones de confort para cerdos en periodo de crecimiento se maneja en un rango de
los18-22°C (Huynh et al., 2005).

En el periodo de EC la TA sobrepaso el nivel de termoneutralidad. La TA fluctué
entre 27.9 y 35.8 °C, e incluso el indice de temperatura y humedad (ITH) fue superior a
75 entre las 0900 y 2200 h. Morales et al., (2016c) informaron que cuando los cerdos son
expuestos a 35 °C o0 mas aumentan su temperatura intestinal (Tl) y muestran signos
marcados de EC, un ITH superior a 75 es un indicador de peligro leve (Habeeb et al.,
2018). El incremento en la temperatura corporal (TC) y Tl en cerdos en condiciones de
EC es el resultado del aumento en la TA (Morales et al., 2016b). La TC y Tl maxima para
los cerdos en EC fue de 39.8 y 40.8°C respectivamente entre las 1600 y 1900 h. En el
presente experimento la TC de los cerdos en EC fue mas alta a la de los cerdos en TN,
variando de 0.3 °C alas 0900 h a 1.2 °C a las 1400 h. Asi mismo, la FR promedio fue dos
veces mayor en los cerdos EC en comparacion con los de TN a las 1700 h. De igual
manera Pearce et al., (2014) demostraron que cerdos expuestos constantemente a 36°C
duplicaron su frecuencia respiratoria (FR) y aumentaron la TC en 2°C. Las diferencias en
las variables ambientales y fisiologicas en los tratamientos del presente trabajo

evidencian claramente que los cerdos se encontraban en condiciones de EC.
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La produccion de cerdos en paises como Estados Unidos, Brasil, Australia, ciertos
paises de Europa y en otros paises, ha causado pérdidas econdmicas considerables
porque se encuentran alojados en condiciones donde la temperatura ambiente es mas
elevada que la temperatura ideal (St-Pierre et al., 2003). La exposicién de los cerdos a
altas temperaturas ambientales ocasiona EC, lo que modifica su comportamiento,
fisiologia y metabolismo para conservar la homeostasis (Morales et al., 2016¢). Como
resultado en el incremento de la TA, TC, FR, frecuencia cardiaca y temperatura rectal de
los cerdos, se afecta drasticamente el consumo de alimento, eficiencia productiva y
reproductiva (Das et al., 2016). Es un desafio actual la implementaciéon de estrategias
correctivas (modificaciones fisicas del medio ambiente o nutricionales) para reducir el

efecto del EC en la produccion animal (Temple et al., 2015).

Enzimaticas

El EC altera las concentraciones de radicales libres ROS (Slimen et al., 2016).
Siendo estos los responsables de inducir estrés oxidativo en las células (Nisar et al.,
2013). El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio en las concentraciones de
pro-oxidantes y antioxidantes, dando lugar a la sobreproduccion de ROS, y disminucion
de las defensas antioxidantes (Ganaie et al., 2013). La exposicién al calor aumenta la
produccion de ROS e induce estrés oxidativo, que puede producir citotoxicidad (Archana
et al., 2017). Existen varios sistemas enzimaticos y no enzimaticos que participan en la
eliminacion de ROS (Lu et al., 2010; Mehta y Gowder, 2015). Los antioxidantes
enzimaticos incluyen superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa
(GPX; Freitas et al., 2016), y los antioxidantes no enzimaticos como el glutation (GSH)
que sirve como donante de electrones para GPX (Tobdn et al., 2018). La actividad
enzimatica antioxidante aumenta en respuesta a los altos niveles de ROS para mantener

las concentraciones en un estado estable a los radicales libres (Kumar et al., 2011).

En el presente trabajo, la actividad enzimatica de SOD tendi6 a ser mayor para los
cerdos en EC-120% (20% adicién de Met) en comparacion al resto de los tratamientos

en EC (con adicion de Met). Probablemente Met favorecido la sintesis de S-

45



adenosilmetionina, siendo este un importante donador de grupos metilo para mejorar la
expresion de SOD (Zhang et al., 2017). La metilacion del ADN es fundamental para
regular la expresion génica de las proteinas; se sabe que la metilacién del ADN, es un
factor epigenético importante que influye en la actividad de expresion de los genes (Moore
et al., 2013). Met es un precursor de la sintesis de proteinas y sirve como aminoacido
predominante para el inicio de la traduccion de todas las proteinas (Zhang et al., 2017).
Una disminucién en la actividad de esta en los cerdos en EC-100% (sin adicién de Met)
pudiera estar asociado a que en condiciones de EC existe un mayor dano y degradacion
de proteinas (formacion de disulfuros; Montilla et al., 2014). Cuando se suplemento6 con
un 40 y 60% de Met a los cerdos en EC la actividad de SOD disminuyd. Met tiene un
efecto directo que ayuda a reducir el estrés oxidativo, los residuos de Met y Cys en las
proteinas eliminan las especies reactivas de oxigeno (ROS) vy, por lo tanto, protegen tanto
a las proteinas como a otras macromoléculas del dafo oxidativo (Bin et al., 2017). Met
se oxida de forma reversible para formar sulfoxido de Met, que protege a la célula de la
accién danina de los ROS (Weissbach et al., 2005). Creatina es otro mecanismo directo
que ayuda a eliminar el anion superoxido (Lawler et al., 2002). De acuerdo con Habashy
et al., (2019) en pollos de engorde la actividad de SOD en el higado aumenté bajo EC
cronico pero no, bajo estrés agudo y en el musculo P. major no se observo ningun cambio,
la respuesta de SOD a EC puede depender de la duracion del estrés como también del
tipo de tejido. La actividad de SOD disminuyé después de 3 dias de EC en comparacion

con TN y 1 diade EC en cerdas hembras sometidas a EC por calor (Montilla et al., 2014).

Una de las vias redox es el sistema enzimatico de glutatién peroxidasa (GPX), el
metabolismo aerdbico genera peréxido de hidrégeno (H202), que puede ser metabolizado
por la GPX en el citosol y mitocondrias, o por la catalasa en el peroxisoma (Lu, 2013). La
funcion antioxidante del GPX solamente se logra utilizando el glutation (GSH) como
reductor (Lu, 2009). EI GSH es el principal antioxidante endégeno que se encuentra en
la célula, necesario para el mantenimiento del balance redox (Sarrasague et al., 2006).
La actividad enzimatica de GPX mostré una tendencia lineal para los cerdos de los
tratamientos en EC, a mayor adicion de Met en la dieta menor actividad de GPX.

Schindeldecker y Moosmann, (2015) encontraron que los residuos de metionina en las
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proteinas actuan como antioxidante de las mitocondrias, encontrandose principalmente
en la membrana mitocondrial interna. Por lo que, Met podria estar generando la
disminucidn del estrés oxidativo y por lo tanto observamos una reduccion en la actividad
de GPX en las dietas con adicion de Met. La disminucién en la actividad de GSH en los
cerdos en EC-100% (sin adicion de Met) pudiera estar asociado a que en condiciones de
EC se necesitas mas GSH en conjunto con la GPX para contrarrestar las ROS, en el
presente trabajo se observd que en los cerdos en condiciones de EC-100% (sin adicion
de Met) tuvieron aumento en la actividad de GPX siendo estos uno de los principales

sistemas de defensa antioxidante de la célula (Habashy et al., 2019).

Se ha analizado que GPX y CAT no trabajan a la par; CAT actua cuando existe
una alta cantidad de H202 y la GPX actua a cantidades bajas, lo que comprueba una
correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas (Cisneros et al., 1997). Por el
contrario Wang et al., (2019) mostré que cuando se suplementa con diferentes niveles de
Met en la dieta a pollos de engorde mejor¢ la actividad de GPX en suero sanguineo. La
actividad de GPX en higado aumentd 12 dias después de la exposicion de los pollos al
EC, sin embargo, no se observaron cambios en el musculo P. major (Habashy et al.,
2019).

La actividad de GSH tendi6 a ser mayor para los cerdos en EC-120% (20% adicion
de Met) en comparacion al resto de los tratamientos en EC (con adicion de Met). En
particular, se sabe que Met es un precursor de compuestos que juegan un papel
importante en el sistema de proteccion antioxidante del organismo, como la taurina (Jong
et al.,, 2012). Ademas, Met es un precursor de la sintesis de Cys, que a su vez, Cys se
utiliza para sintesis del GSH (Mari et al., 2009). Cuando se suplementé con un 40 y 60%
de Met a los cerdos en EC la actividad de GSH disminuyo. El GSH, ademas de combatir
directamente el H202 mediante la accion de las enzimas GPX, también se relaciona con
la proteccion de las proteinas mediante un mecanismo conocido como glutation; este
mecanismo describe la formacién de un enlace disulfuro entre un grupo tiol de una
proteina y un grupo tiol de GSH, dando como resultado proteina-S-S-glutatién; este

disulfuro puede reducirse mediante enzimas tioltransferasas dependientes de GSH
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conocidas como glutaredoxinas; Asi, la glutationilacidén protege las proteinas al prevenir
la formacion de disulfuros proteina-proteina y protege contra otros tipos de oxidacion de
proteinas que son irreversibles (Ghezzi, 2013). Por otra parte, Wang et al., (2019) mostré
que la actividad de GSH en suero, higado e intestino estaba influenciado por las fuentes
y los niveles de Met en la dieta de pollos de engorde. Se observé una mayor actividad de
GSH en los pollos de engorde a los 21 dias, pero no en pollos de 42 dias expuestos a
EC (Del Vesco et al., 2017).

La actividad enzimatica de CAT fue menor para los cerdos en EC-100% (sin
adicion de Met) en comparacién al resto de tratamientos en EC (con adicion de met) que
mostraron una respuesta lineal, a mayor adicion de Met en la dieta mayor actividad de
CAT. El EC ocasiona danos en las proteinas (Montilla et al., 2014) y en la expresion de
ARNm de genes que codifican para antioxidantes (Mujahid et al., 2007). Se ha
demostrado que el estrés por calor es uno de varios factores que afectan la actividad de
las enzimas antioxidantes (Pamok et al., 2009). Lo que podria estar relacionado con la
baja actividad de esta enzima para los cerdos en EC-100% (sin adicion de Met). El EC
altera las concentraciones de ROS (Slimen et al., 2016). Se ha observado que CAT actua
en presencia de altas concentraciones de H202 (Cisneros et al., 1997). Por el contrario la
actividad enzimatica de catalasa no se vio afectada en cerdas hembras sometidas a 1y
2 dias de EC en el musculo esquelético (Montilla et al., 2014). En cambio Del Vesco et
al., (2017) observaron una mayor actividad CAT en pollos de engorde a los 42 dias, pero
no en pollos de 21 dias expuestos a EC, y lo asocian a que en condiciones de EC, en las
que hay mas produccion de H20z2, los pollos de 21 dias tienen una mayor capacidad
antioxidante que los pollos de 42 dias; el tiempo de exposicién puede ser un factor
determinate en la actividad de esta enzima, en este trabajo los cerdos fueron sometidos
durante 21 dias consecutivos a condiciones de EC. Lo mas probable es que este
resultado no esté relacionado con la accién directa de la metionina, pero si con la
capacidad de este aminoacido para modular la sintesis de esta enzima para contrarrestar
las ROS. De acuerdo con este y los estudios anteriores, podriamos decir que la adicion
de diferentes niveles de suplementacion Met a dietas para cerdos en EC podria fortalecer

el sistema antioxidante al mejorar la actividad de las enzimas SOD, GPX, CAT y GSH.
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Histolégicas

El tracto gastrointestinal es uno de los principales 6rganos que se ve afectado por
el EC debido al mecanismo termorregulador del cuerpo, que desplaza el flujo sanguineo
hacia los 6rganos y tejidos periféricos para facilitar la disipacion del calor que en
consecuencia conduce a una isquemia intestinal (Lian et al., 2020). La integridad
intestinal es uno de los principales indicadores que reflejan la salud intestinal de los
cerdos (Zhang et al., 2019). En el presente trabajo se pudo observar un acortamiento en
la altura de las vellosidades en duodeno y yeyuno para los cerdos de los tratamientos en
EC (con adicion de Met), mientras que en ileon la altura de la vellosidad mostré una
tendencia lineal, a mayor adicion de Met en la dieta mayor altura de vellosidad. Met, es
el precursor de S-adenosilmetionina donador de grupos metilos necesarios para la
sintesis de poliaminas (Martinez et al.,, 2017). Las poliaminas, como la putrescina, la
espermina y la espermidina estan involucradas en la proliferacién celular y son cruciales

para el crecimiento y la integridad del epitelio intestinal (Timmons et al., 2012).

Los requerimientos de Met en el intestino delgado son muy altos, necesarios para
la sintesis de proteinas epiteliales como también para las reacciones de trans-metilacion
y trans-sulfuracion, alrededor del 20-30% de la ingesta dietética de Met es metabolizada
por el tejido gastrointestinal para formar cisteina que se necesita para la sintesis de
glutation debido al estrés oxidativo asociado con la alta actividad metabdlica de las
células epiteliales en proliferacion (Riedijk et al., 2007). Por otra parte Liu et al., (2009)
mostraron que cuando los cerdos son sometidos a condiciones de EC se altera la
integridad del intestino delgado (mayor descamacién en las puntas de las vellosidades
intestinales). En condiciones de EC agudo y cronico se observé una disminucion en la
altura de las vellosidades en los tres segmentos de intestino delgado (Vasquez et al.,
2018). Sin embargo cuando se suplement6 con 20% de Met en la dieta mejoro la altura
de las vellosidades (Micanor et al., 2019). De igual manera la altura de las vellosidades
en ileon tendié a aumentar linealmente a medida que aumentaba la suplementacion con
DL-MHA a lechones recién destetados (Kaewtapee et al., 2016). Debido a que todas las

dietas en EC (con adiciéon de Met) fueron también suplementadas con un 20% de Lys,
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Thr y Val, probablemente esto pudo contribuir a que no se observaran diferencias
marcadas en la altura de las vellosidades de estos cerdos. Se sabe que Thr representa
el aminoacido mas abundante 35% en la mucina (Morales et al., 2016c). La mucina
funciona como barrera protectora de la superficie de células epiteliales contra
microorganismos, toxinas y particulas (Faure et al., 2002). Aunque la altura de las
vellosidades no aumentd con la adicion de Met en la dieta, si se pudo mantener la

integridad, que es uno de los efectos que mas dafo ocasionan al epitelio intestinal.

En este estudio se pudo observar un acortamiento en la profundidad de las criptas
de yeyuno de los cerdos de los tratamientos en EC (con adicién de Met) sin embargo en
duodeno e ileon esta variable no se vio afectada. El intestino delgado es el 6rgano mas
importante en la absorcion de nutrientes, este se divide en tres fragmentos, duodeno,
yeyuno e ileon; en el duodeno se mezcla la digesta del estdmago con las secreciones del
intestino, higado y pancreas; cuando los alimentos son descompuestos en sus elementos
principales, van a ser absorbidos mayoritariamente en yeyuno que es la seccion mas
larga; en el ileon tiene lugar la absorcion de sales biliares y de vitaminas (Yen, 2000). Un
acortamiento en la profundidad de las criptas en yeyuno puede estar asociado a que es
el principal segmento del intestino delgado en el que se lleva a cabo la absorcion de los
nutrientes. De acuerdo con Vasquez et al., (2018) sugiere que la reduccién en la altura
de la vellosidad es menos perjudicial cuando se encuentra acompafiada de una
disminucién en la profundidad de las criptas, tal como sucedié en este trabajo. Cuando
los cerdos son sometidos a EC agudo hay una diminucion en la profundidad de las criptas
principalmente en yeyuno (Yu et al., 2010). Sin embargo Micanor et al., (2019) observaron
que cuando se suplementa con 20% de Met en la dieta mejord la profundidad de las
criptas en yeyuno e ileon de cerdos en EC. Por el contrario, Zeitz et al., (2019) mostraron
que la suplementacion de diferentes fuente de Met no afecto la profundidad de las criptas
en duodeno y yeyuno de lechones recién destetados. Al igual que Kaewtapee et al.,
(2016) demostraron que la profundidad de las criptas en yeyuno no se vio afectada por

la suplementacion con DL-MHA en lechones recién destetados.
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La relacion altura de vellosidad: profundidad de la cripta (AV: PC) se considera un
buen indicador del recambio de la mucosa para estimar la capacidad digestiva e
integridad del intestino delgado (Montagne et al., 2003), esta relacion no se vio afectada
en duodeno e ileon para los cerdos de los tratamientos en EC (con adicion de Met)
mientras que en yeyuno mostré una respuesta lineal a mayor adicion de Met en la dieta
mayor relacién (AV: PC). Probablemente una relaciéon positiva se debe a que hubo una
disminucién en la altura como también en la profundidad de la cripta. La relacion (AV:PC)
aumento en yeyuno e ileon en lechones con retrasos del crecimiento intrauterino después
de la suplementacion con DL-Met (Zhang et al., 2019). Sin embargo, la relacion (AV: PC)
unicamente en ileon aumenté linealmente con la suplementacion de DL-MHA a lechones
recién destetados (Kaewtapee et al., 2016). En condiciones de EC agudo y crénico se
observo que esta variable no se ve afectada (Vasquez et al., 2018). Met es un aminoacido
esencial y fundamental por su funcion antioxidante que protege tanto a las proteinas
como a otras macromoléculas del dafio oxidativo (Bin et al., 2017). En este sentido, Met
pudo haber ayudado a reducir las lesiones de las células epiteliales de intestino
provocadas por el estrés oxidativo. Los resultados del presente trabajo de investigacion
demuestran que aun se requieren muchos mas estudios sobre la adicion de diferentes
niveles de metionina a dietas para cerdos en crecimiento en condiciones EC, y estudiar
su efecto directo en la actividad antioxidante como en la integridad intestinal podria ser

la base de nuevas practicas en produccion porcina.
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VIIl CONCLUSION

La temperatura ambiente modifica la temperatura corporal, temperatura intestinal y
frecuencia respiratoria de los cerdos en estrés por calor independientemente del

nivel de metionina en la dieta.
El nivel de metionina en la dieta afecta la actividad de enzimas antioxidantes
(superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa y glutation) en suero

sanguineo de cerdos expuestos a estrés por calor.

La adicion de metionina en la dieta ayuda a mantener la integridad del epitelio

intestinal de cerdos expuestos a estrés por calor.
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