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RESUMEN
El estrés por calor (EC) reduce el consumo de alimento y en consecuencia la
disponibilidad de nutrientes para el crecimiento animal, incrementado la demanda de
aminoécidos. Se realizo un experimento para evaluar el efecto de la adicion de diferentes
niveles de metionina (DL-Met) a dietas para cerdos en estrés por calor sobre su
comportamiento productivo, expresion de transportadores de aminoacidos en intestino
delgado y concentracion sérica (CS) de aminoé&cidos. Se utilizaron 60 cerdos de 23 + 1
kg, distribuidos en cinco tratamientos: T1, TN100 (termoneutralidad, dieta testigo); T2,
EC100 (EC, dieta testigo); T3, EC120 (EC, dieta con 120 % del requerimiento de Met);
T4, EC140 (EC, dieta con 140 % del requerimiento de Met) y T5, EC160 (EC, dieta con
160% del requerimiento de Met). El alimento y agua se proporcionaron ad libitum, al dia
18 se tomaron muestras de sangre y al final del periodo experimental (d21) los cerdos
fueron sacrificados para obtener muestras de mucosa intestinal (yeyuno e ileon). La
temperatura ambiental fluctué entre 27.9-35.6 °C. No hubo diferencias (P>0.05) en el
consumo de alimento entre tratamientos, sin embargo, la ganancia diaria de peso se
incrementd (P<0.05) en los cerdos en condiciones de EC, mejorando (P<0.05) la relacion
G:C con la adicion de 20, 40 y 60% mas de Met a la dieta. En yeyuno, la expresion relativa
del transportador B° no fue diferente entre tratamientos, la expresion de b0,+ fue mayor
(P<0.05) con el tratamiento EC140. En ileon, la expresion de B° fue menor (P<0.05) en
todos los tratamientos en EC en comparacion al tratamiento TN100, la expresién de b0,+
y y+L no fue diferente entre tratamientos. La CS de Met incrementd linealmente (P<0.05);
la CS de Lis, Tre, Val, Leu, Iso, His y Fen fue menor (P<0.05) en los cerdos en EC
alimentados con las dietas enriquecidas con Met. Estos resultados indican que la adicion
extra de Met permite la recuperacion de la ganancia diaria de peso y mejora la eficiencia
alimenticia que se refleja en una mayor disponibilidad de los aminoacidos esenciales y

ademas afecta la expresion del transportador b®* en yeyuno de los cerdos en EC.

Palabras clave: Metionina, Estrés por calor, Transportadores, Aminoacidos, Cerdos
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ABSTRACT
Heat stress (HS) reduces the voluntary feed intake and consequently the availability of
nutrients for animal growth and increase the demand for amino acids. An experiment was
conducted out to evaluate the effect of the addition of different levels of methionine (DL-
Met) to diets for pigs under heat stress on the performance, expression of amino acid
transporter in the small intestine and serum concentration (SC) of amino acids. Sixty 23 £
1 kg BW pigs were used, distributed in five treatments: T1, TN100 (thermoneutrality,
control diet); T2, HS100 (HS, control diet); T3, HS120 (HS, diet with 120 % of Met
requirement); T4, HS140 (HS, diet with 140% of Met requirement) and T5, HS160 (HS,
diet with 160% of Met requirement). Food and water were ad libitum, blood samples were
collected on day 18 and at the end of the experimental period (d21) pigs were sacrificed
to obtain intestinal mucosa samples (jejunum and ileum). The ambient temperature
fluctuated between 27.9-35.6 ° C. There were no differences (P > 0.05) in the voluntary
feed intake between treatments, however, daily weight gain increased (P <0.05) in pigs
under HS conditions and the G:F improved (P <0.05) with the addition of 20, 40 and 60%
more Met to the diet. In jejunum, the relative expression of B° did not differ between
treatments, the expression of b0,+ was higher (P <0.05) with the HS140 treatment. In
ileum, the expression of B° was lower (P <0.05) in all treatments in HS compared to
treatment TN100, the expression of b0,+ and y+L was not differed between treatments.
The SC of Met increased linearly (P <0.05); the SC of Lys, Thr, Val, Leu, lle, His and Phe
was lower (P <0.05) in the HS pigs fed the Met-enriched diets. These results indicate that,
extra addition of Met allows the recovery of daily weight gain and improves feed efficiency,
which is reflected in a higher availability of essential amino acids and also affects the

expression of the b0,+ transporter in the jejunum of pigs in HS.

Keywords: Methionine, Heat stress, Transporters, Amino acids, Pigs
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1. INTRODUCCION
El estrés por calor se manifiesta en los organismos que habitan zonas con elevada
temperatura ambiental y humedad relativa (Bernabucci, 2012). Como resultado de
estas condiciones se afectan de manera importante tanto el bienestar y la
produccion de los animales (Baumgard y Rhoads, 2013). Asi también, es importante
considerar que las predicciones del cambio climatico proyectan un aumento de la
temperatura ambiental a lo largo de los afios, o que provocara mayor estrés y

pérdidas importantes en la produccién animal (Oliveira et al., 2019).

A nivel fisiolégico, los animales en condiciones de estrés por calor presentan
incrementos en sus constantes fisiolégicas como frecuencia respiratoria (Patience
et al., 2005), frecuencia cardiaca, y temperatura corporal (Wilson y Crandall, 2011).
Ademas, reducen su consumo voluntario de alimento (Ross et al., 2015). Lo anterior
se traduce en una reducciébn en el consumo y disponibilidad de nutrientes
especificos como aminoacidos y glucosa esenciales para el crecimiento y
produccién (Baumgard y Rhoads, 2013). Los cerdos son muy sensibles al estrés
por calor, y se ha evidenciado que pueden presentar dafios en la mucosa intestinal,
especificamente sobre las vellosidades intestinales (Pearce et al., 2014), lo que
podria traducirse en menor abundancia de transportadores de nutrientes (Morales
et al., 2014).

En la busqueda de alternativas para contrarrestar esos efectos, se propuso
enriquecer las dietas de los cerdos en condiciones de estrés por calor con
aminoacidos libres como metionina (Morales et al., 2018), ya que es un aminoacido
esencial y limitante en dietas para cerdos (Chen etal.,, 2014), con funciones
antioxidantes (Wu, 2009). Por lo anterior, se espera que enriquecer con metionina
la dieta de los cerdos en estrés por calor mejore sus parametros productivos, a
través reducir el dafo a epitelio intestinal e incremente la absorcion y disponibilidad

de aminoacidos para el crecimiento.



2. HIPOTESIS

La adicion de metionina (DL-Met) a dietas para cerdos en estrés por calor, mejora
el comportamiento productivo debido a un ajuste en la expresion de transportadores
de aminoéacidos en intestino delgado e incremento en la disponibilidad de

aminoacidos en suero destinados al crecimiento del animal.



3. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la adiciébn de metionina (DL-Met) a dietas para cerdos en estrés
por calor, sobre el comportamiento productivo, concentracion sérica de aminoacidos

y expresion de transportadores de aminoacidos en intestino delgado.

3.1. Objetivos especificos

e Evaluar el consumo de alimento, ganancia diaria de peso y relacién ganancia
de peso: consumo de alimento de los cerdos en estrés por calor alimentados
con dietas adicionadas con distintos niveles de metionina.

e Analizar la expresion de los transportadores de aminoacidos (b°*, B?, y+L)
en el intestino delgado de cerdos en condiciones de estrés por calor
alimentados con dietas adicionadas con distintos niveles de metionina.

e Analizar la concentracion sérica de aminoacidos y metabolitos en cerdos en
estrés por calor alimentados con dietas adicionadas con distintos niveles de
metionina.

e Determinar las constantes fisioldgicas: temperatura corporal e intestinal y
frecuencia respiratoria de los cerdos en estrés por calor alimentados con
dietas adicionadas con distintos niveles de metionina.

e Determinar el nivel de suplementacion de metionina en las dietas para cerdos

en estrés por calor que permita lograr un 6ptimo comportamiento productivo.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia de los aminoéacidos en la nutricion porcina

4.1.1. Aminoécidos
Los amino&cidos (AA) son compuestos organicos, que se caracterizan por tener en
su estructura un grupo carboxilo (-COOH), un grupo amino (-NH2), adheridos ambos
al carbono a de una cadena carbonada o cadena lateral R (McDonald, 2013).
Existen alrededor de 300 aminoacidos en la naturaleza, pero solo 20 estan

codificados por el ADN para aparecer en las proteinas (Taniguchi, 2008).

Los aminoéacidos se clasifican como esenciales y no esenciales, los primeros son
aguellos que no se sintetizan o son sintetizados en cantidades insuficientes por el
organismo (Lewis y Southern, 2001; Wu, 2009) y deben proporcionarse en la dieta
para cubrir los requerimientos de los animales (Wu, 2009), para lograr un
crecimiento normal y permitir otras funciones relacionadas con la produccién (Pond
et al., 2012). Los AA no esenciales son aquellos que si se sintetizan en cantidades

suficientes para cubrir los requerimientos del organismo (Lewis y Southern, 2001).

Los AA esenciales para animales superiores son: lisina, histidina, leucina,
isoleucina, valina, metionina, treonina, triptéfano y fenilalanina (D’Mello, 2003);
arginina se considera como aminoacido esencial para cerdos en crecimiento (NRC,
2012). Los AA constituyen las unidades estructurales de las proteinas que forman
el tejido muscular y compuestos no proteicos como hormonas, neurotransmisores,
inmunoglobulinas y otros péptidos bioactivos (Kyriazakis y Whittemore, 2006). Por
lo tanto los AA se requieren para funciones de mantenimiento y produccién animal
y sus deficiencias entonces, tendran un impacto en la produccién de carne, leche
etc. (D’Mello, 2003).

4.1.2. Metionina como AA funcional
Metionina (Met) es un aminoacido esencial alifatico que contiene azufre y es
precursor de cisteina, S-adenosil-metionina, succinil-CoA, homocisteina y carnitina
(Martinez et al., 2017). S-adenosilmetionina es un donador de grupos metilo que

participa en el metabolismo de las poliaminas, la creatina y la fosfatidilcolina:
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fosfolipido de la membrana celular (Bauchart-Thevret et al., 2009; Blachier et al.,
2013).

Metionina puede regular los procesos metabdlicos, el sistema inmune innato, el
funcionamiento digestivo en mamiferos, interviene en el metabolismo de lipidos
(Martinez et al., 2017) y en la sintesis de taurina la cual tiene funcion antioxidante,
osmorregulacion, funciones vasculares y musculares, cardiacas, antiinflamatorio y
conjugacion con acidos biliares (Wu, 2013). Met es un componente de
practicamente todas las proteinas y péptidos sintetizados en el organismo
(Kohlmeier, 2015).

Metionina participa en la biosintesis de glutation a partir de cisteina para
contrarrestar el estrés oxidativo (Martinez et al., 2017). Metionina es un aminoacido
sensible a la oxidacion formando sulféxidos de metionina, estos productos pueden
repararse facilmente mediante diversas metioninas sulféxido reductasas
dependientes de NADPH; Met es también el principal antioxidante en la membrana

mitocondrial interna de la célula. (Schindeldecker y Moosmann, 2015).

Metionina se une al ATP y forma S-adenosilmetionina, mediante transmetilacion S-
adenosilmetionina dona un grupo metilo a un aceptor, formando S-
adenosilhomocisteina este compuesto es hidrolizado a homocisteina y adenosina
(Lewis, 2003), la homocisteina se puede catabolizar a cisteina mediante
transulfuracion y también puede utilizarse para volver a sintetizar Met mediante una
nueva metilacion (Riedijk etal., 2007; Mastrototaro etal., 2016). En ingestas
excesivas de Met, mediante transaminacion se producen iones SO4? que se

excretan a través de rifidbn (Mastrototaro et al., 2016).

El intestino y el higado son los principales érganos implicados en la utilizacion de
metionina dietética para la sintesis de cisteina (Zhang etal., 2015), Met es
metabolizado en aproximadamente 20-30% durante la absorcion (Martinez et al.,
2017). Se ha demostrado que la Met utilizada por el tracto gastrointestinal se
metaboliza en homocisteina (31%) y proteina tisular (29%); en lechones se ha
reportado la utilizacion del 20% de Met de la dieta en el tracto gastrointestinal

(Riedijk et al., 2007). Al igual que el resto de AA esenciales la deficiencia de Met
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causa retraso en el crecimiento, pérdida de masa muscular y dafio en érganos
(Kohimeier, 2015).

Desde hace mucho tiempo este AA se sintetiza de manera artificial y se utiliza como
suplemento alimenticio para humanos (Mastrototaro et al., 2016). En produccion
animal metionina es el tercer aminoacido limitante en las dietas porcinas (Zhang
et al., 2019) y su utilizacién en forma libre en las dietas es muy comun, sin embargo,

el nivel ideal de este amino&cido sigue siendo muy controvertido (Oltjen et al., 2013).

La forma D-Met es utilizada por la mayoria de las especies, puede reemplazar
directamente la forma L para cumplir con el requerimiento de metionina (Lewis y
Southern, 2001). Cualquier D-Met ingerida debe convertirse en L-Met para ser
utilizada en la sintesis de proteinas y para el metabolismo (Tian et al., 2016), la
conversion consiste en la desaminacion oxidativa al a-ceto acido (acido 2-ceto-4-
(metiltiol) butirico) y transaminacién de un grupo amino a partir de glutamato (Lewis,
2003).

La conversion de D-Met a L-Met no es un factor limitante debido a la existencia de
D-aminoacido oxidasa con actividad en diferentes tejidos, como rifién, higado,
estbmago, duodeno, yeyuno e ileon, de cerdos (Tian et al., 2016; H. Zhang et al.,
2019). Las fuentes de metionina de grado alimenticio estan disponibles como DL-
Met (99% puro) y como hidroxianalogo de Met (liquido que contiene 88% de
metionina) (Lewis y Southern, 2001). DL- Met y L-Met tienen equivalentes

nutricionales (Lewis, 2003).

Metionina se absorbe eficientemente en el intestino delgado ya que existen varios
transportadores que facilitan su absorcion en el enterocito; y como tiene carga
neutra utiliza sistemas de transporte para aminoacidos neutros (Mastrototaro et al.,
2016). Met es absorbido por transportadores independientes de Na*: b®*AT, LAT
1/2, Lat 4 y transportadores dependientes de Na*: B°AT1, ATB®*, ASCT2, SNAT
1/2, y+LAT 1/2 e Imino (S. Zhang et al., 2015; Mastrototaro et al., 2016). Las

caracteristicas de algunos de estos transportadores se describen mas adelante.



4.2. Intestino delgado
El intestino delgado esta dividido en tres secciones muy similares anatbmicamente,
duodeno, yeyuno e ileon (Kong et al., 2018). En cerdos en crecimiento el intestino
puede medir 16 a 21m de largo, 4 a 5% es duodeno, 88 a 91% corresponde a
yeyuno y 4 a 5% corresponde a ileon (Yen, 2000). Duodeno es el sitio primario de
digestion y absorcion de nutrientes, recibe alimentos parcialmente digeridos (Kong
et al., 2018) que se mezclan con las secreciones del higado y pancreas. Los jugos
biliares, canalizan hacia el duodeno en una papila de 2 a 5 cm del piloro del
estdbmago, y el jugo pancreatico ingresa al intestino en una papila de 12 a 20 cm

posterior a la entrada de la bilis (Yen, 2000).

El yeyuno se encuentra en la seccion media del intestino contiene pliegues
circulares y vellosidades para aumentar el area de absorcidn de nutrientes que
fueron digeridas en duodeno (Kong et al., 2018). El ileon se distingue por sus capas
musculares ligeramente mas gruesas y la unién con el intestino grueso (Yen, 2000);
absorbe vitamina B12, acidos biliares y otros nutrientes no absorbidos por yeyuno
(Kong et al., 2018).

La pared del intestino delgado esta formada por cuatro capas: mucosa, submucosa,
capa muscular y adventicia (Kong et al., 2018). La mucosa se conforma de mucosa
muscular, lamina propia y epitelio (Yen, 2000), la capa epitelial es una lamina
continua de células que cubre las vellosidades (proyecciones en forma de dedo con
criptas de Lieberkihn circundantes) para formar la superficie luminal del intestino
(Kitt et al., 2001). La longitud de las vellosidades es mayor en duodeno hasta la

mitad de yeyuno y luego disminuye hasta ileon (Yen, 2000).

Existen al menos 5 tipos de células del epitelio: enterocitos, células caliciformes,
células de Paneth y células enteroenddcrinas (Mejias et al., 2019), todas se originan
en las células madre en la base de las criptas (Yen, 2000). Los enterocitos son las
células mas abundantes, responsables de la absorcién de productos de la digestiéon
y liberan enzimas (Mejias et al., 2019). La membrana apical del enterocito cubre su
superficie frente a la luz intestinal y tiene microvellosidades que aumentan el area

de absorcion, la membrana basal cubre la superficie del enterocito frente a los



capilares sanguineos y existe un espacio lateral entre los enterocitos (Wu, 2013).
Las células caliciformes de la mucosa secretan moco como un fluido protector

grueso y mantienen la humedad del tejido (Mejias et al., 2019).

4.3. Digestion y absorcion de los aminoéacidos
La digestion se define como la desintegracion quimica de los alimentos en el tracto
digestivo en moléculas méas pequefias, posteriormente estos nutrientes son
absorbidos en intestino con la finalidad de que éstos se encuentren disponibles y
viajen en sangre hacia el resto de los tejidos del organismo (Wu, 2013), el proceso

general se describe a continuacion y se resume en la Figura 1.

Proteina
Hidrolisis gastrica (Pepsinas y HCI)
Polipéptidos

Hidrolisis intestinal
(endoptidasas,
exopeptidasas)

Oligopéptidos

_ Nat AA Transportador Di-, Tripéptidos Membrana
; Apical
2
'S
g Hidrdlisis (Peptidasas)
O — idrolisis (Peptidasas i-. Tripéptidos
2 AA p Di-, Tripéptidos Ne'
m
Membrana
- Basolateral
Sangte o

Figura 1. Mecanismo de absorcion y transporte transmembrana de aminoacidos y
péptidos por la columna intestinal, célula epitelial: enterocito (Adaptado de Krehbiel
y Matthews, 2003).

En gran medida, la funcion del tracto gastrointestinal es mecanica, el alimento
recibido del es6fago pasa al estbmago donde inicia la digestion de las proteinas del
alimento (Blachier et al., 2013). En estdmago se secreta acido clorhidrico (HCI) por
las células parietales gastricas, el HCI inicia la conversiébn de pepsindégenos

(Krehbriel y Matthews, 2003) en varias proteasas enddgenas (pepsinas A, By C) y
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mantiene la actividad de estas enzimas (Tajima y Aminov, 2015). La pepsina es la
principal enzima hidrolitica en el estdmago de cerdos en crecimiento y adultos (Yen,
2000), una vez secretada, es activada a pH acido (< 5.0), y su actividad consiste en
romper la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina formando fragmentos
peptidicos; polipéptidos, con 10-50 AA (Krehbriel y Matthews, 2003).

Los productos obtenidos de la hidrélisis con pepsinas, ingresan a duodeno a través
del esfinter pilérico donde continla la digestion en la luz intestinal mediante
proteasas gastricas y pancreaticas (Krehbriel y Matthews, 2003). Las proteasas
incluyen un grupo de endopeptidasas tales como tripsina, quimotripsina, y elastasa,
ademas de las exopeptidasas: carboxipeptidasa A y B y aminopeptidasas
(Ganapathy, 2012), la digestiéon ocurre en un medio alcalino debido a las sales

biliares, jugo pancreatico y secreciones duodenales (Wu, 2013).

De la hidrdlisis peptidica se obtienen 20-30% de aminoécidos libres, 70-75% de
oligopéptidos formados por menos de 10 AA; dipéptidos, dos AA y tripéptidos, tres
AA (Ganapathy, 2012; Goodman, 2010; Yen, 2000); estos productos se absorben
desde duodeno, pero yeyuno es el sitio principal para la absorcion de péptidos
pequefios y AA libres, seguido por ileon (Wu, 2013). Los oligopéptidos de mas de
tres aminoé&cidos son hidrolizados en la luz intestinal mediante las peptidasas de la

region apical del enterocito (Emery, 2012).

Los productos obtenidos (AA) ingresan a los enterocitos mediante transportadores
de la membrana apical y salen a través de transportadores de la membrana basal.,
los dipéptidos y tripéptidos se descomponen en la region apical del enterocito (Wu,
2013) o son sujetos a hidrdlisis dentro de la célula por las peptidasas citoplasmaticas
generando aminoacidos libres (Emery, 2012); sin embargo, pueden ser absorbidos
intactos y transportados en el enterocito por un Unico transportador acoplado con
H+ (Krehbriel y Matthews, 2003).

Los destinos intracelulares de los AA después del transporte en la membrana de los
enterocitos incluyen: el metabolismo; sintesis de proteinas in situ (peptidasas,
apoproteinas, mucinas; flujo de retorno a la luz intestinal a cambio de la entrada de

AA luminales; y flujo de salida a la sangre portal a través de la membrana basal
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(Trottier y Manjarin, 2012). En cerdos, al parecer todos los péptidos son hidrolizados
en el citoplasma y ningun péptido aparece intacto en la sangre portal (Yen, 2000).
Aproximadamente el 85% de los AA absorbidos aparecen en la sangre portal
hepatica como AA libres (Ganapathy, 2012; Krehbriel y Matthews, 2003).

4.4. Transportadores de aminoéacidos
4.4.1. Caracteristicas

Los transportadores de AA (Cuadro 1) son proteinas ubicadas en la membrana
apical y basal del enterocito, responsables de transportar los AA a través de la
membrana (Broer, 2008). Estos transportan AA desde la luz intestinal hacia el
citoplasma; posteriormente otro transportador situado en la membrana basolateral
transporta el o los AA hacia el espacio capilar, para su llegada a la circulacién
sanguinea (Trottier y Manjarin, 2012). Los sistemas de transporte de aminoéacidos
se clasifican como dependientes e independientes de Na*, segun la especificidad
del sustrato y mecanismo de transporte (Hyde et al., 2003). Ademas, al nombre de
cada sistema se le adicionan los superindices 0, +, y 0+ para describir la naturaleza
eléctrica de los aminoacidos reconocidos como sustrato para cada sistema (0, AA
neutros; +, AA catiénicos; 0,+, AA catidnicos y neutros; Broer, 2008). Existen 6
transportadores de AA anidnicos (acido glutdmico y &cido aspartico); 4
transportadores para AA catidnicos (lisina, arginina e histidina); 11 para AA neutros
(glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, metionina, triptéfano,
treonina, tirosina, serina, cisteina, glutamina y asparagina) y 5 que transportan AA
neutros y cationicos, prolina cuenta con un transporte exclusivo: sistema IMINO
(Krehbriel y Matthews, 2003). Existe un subconjunto de transportadores que
funcionan con una de dos glucoproteinas la 4F2hc y rBAT, ambas activan los

sistemas de transporte (Krehbriel y Matthews, 2003).
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Cuadro 1. Proteinas transportadoras de aminoacidos en mamiferos.

Transportador Sistema Sustrato especifico? Lugar de Epitelios evaluados
transportador? accion®
AA anibénicos
EAAT2, EAATS, Xac D MA Yeyuno e ileon
D-Na* L-E
4F2hc/xCT Xe L-C, O, L-D NR Intestino
I-Na*
AA catiénicos
CAT-1 y* K,R,O,H MA'y Intestino delgado
I-Na* MB
AA neutros
SNAT?2 A Q,N,H, AM S G,P MB Intestino delgado
D-Na*
ASCT2 ASC A S CT,0Q MA Intestino
D-Na+
BOAT1 BO Todos los AA° MA Intestino
D-Na+
4F2hc/LAT1 L H ML IV FY W MB Intestino delgado
I-Na* Todos los AA?,
excepto P
4F2hc/LAT2
TAT1 T L-:Y,W, F MB Yeyuno e ileon
I-Na* D-:W, F
SIT1 IMINO P, iminoacidos MA Intestino
D-Na*
AA neutros-catiénicos
ATBO* BO~ K,R,A,S,C,T,N,Q, MA ileon distal
D-Na* H M ILLVFY,W,
B-A
rBAT/b%*AT bo * R, K, O, C, Q, H, M, MA Yeyuno e ileon
I-Na* R,L,F, Y, IV, TN, Intercambiador de AA
W, S, A,
4F2hcly+LAT1 y+L K/R,Q,H, M, L MB Intestino delgado
[-Na* para AA* Intercambiador de AA

D-Na*para AA° K, R, Q,H,M, L, A, C

AF2hcly+LAT2

Adaptado de Hyde et al., 2003; Krehbriel y Matthews, 2003; Brder, 2008; Ganapathy, 2012;
Wu, 2013. 'I-Na*: Independiente de sodio; D-Na*: Dependiente de sodio. 2AA: Lisina (L),
Arginina (R), Histidina (H), Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Cisteina (C), Valina (V),
Serina (S), Glicina (G), Alanina (A), Fenilalanina (F), Triptéfano (W), Tirosina (Y), Treonina (T),
Glutamina (Q), Asparagina (N), Prolina (P), Aspartato (D), Glutamato (E) y Ornitina (O), B-A

(Beta alanina). 3®MA: membrana apical de la célula; MB: membrana basolateral de la célula.

11



A continuacion, se describen 3 sistemas transportadores de AA gue se encargan
del transporte de lisina, treonina, metionina, triptéfano y valina que son aminoacidos
limitantes en las dietas de cerdos en crecimiento (Lewis, 2003; NRC,2012), por lo

tanto, su absorcion eficiente en el intestino delgado es importante.

4.4.2. Sistema transportador B9
El sistema BP es el principal sistema de transporte de aminoacidos neutros que se
encuentra en la membrana apical del enterocito (Broer, 2008) y esta caracterizado
por ser de alta capacidad y dependiente de Na* (Boudko et al., 2005). El gradiente
de Na* dirigido al interior de la célula y el potencial de membrana negativo
proporcionan la fuerza impulsora para este sistema que acepta todos los
aminoacidos neutros que poseen el grupo amino en la posicion a (Ganapathy,
2012). B se expresa en los enterocitos del intestino delgado y en las células del
epitelio renal (Broer, 2008). La ectopeptidasa conocida como enzima convertidora
de angiotensina 2(ACE2) esta asociada con B?; esta carboxipeptidasa se ubica en
la membrana apical del enterocito y es necesaria para el apropiado reclutamiento
de B° ACE2 hidroliza aminoacidos neutros a partir del carboxilo terminal de los
péptidos presentes en el lumen del intestino y los aminoacidos liberados sirven

como sustrato para B° (Camargo et al., 2009; Ganapathy, 2012).

4.4.3. Sistema transportador b%*
El sistema b%* o0 b%* AT, es un sistema de transporte de alta afinidad, independiente
de Na*, que transporta AA neutros y cationicos en los enterocitos (Ganapathy, 2012)
y rifones (Palacin et al., 2001). El b®* es una proteina, compuesta de 487
aminoacidos y con masa molecular 50 kDa (Krehbriel y Matthews, 2003). El
transportador b%* es capaz de transportar el aminoéacido cistina que forma puentes
disulfuro C-S-S-C (Ganapathy, 2012). Este sistema funciona como un heterodimero
gue consta de dos proteinas diferentes, la subunidad pesada relacionada con la
glucoproteina rBTA que se localiza en la membrana apical de los enterocitos y en
las células epiteliales de la nefrona (Palacin etal.,, 2001). El transportador b%*
funciona como un intercambiador de AA obligado, la absorcion de aminoacidos

cationicos y cistina a través de este sistema se combina con la liberacion de AA
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neutros en la luz intestinal (Ganapathy, 2012). En cerdos se ha confirmado la
expresion en duodeno, yeyuno e ileon, asi como en colon (Trottier y Manjarin,
2012).

4.4.4. Sistema transportador y+L

El sistema y+L funciona como un intercambiador independiente de Na* para AA
catibnicos y como dependiente de Na* para AA neutros (Krehbriel y Matthews,
2003). Este tipo de transportadores importan selectivamente ciertos AA a cambio
de la exportacion de otros AA seleccionados, con un mecanismo de intercambio 1:1
(Boudko et al., 2005). Este sistema de transporte en la membrana basolateral regula
la entrada de aminoacidos neutros de la sangre a los enterocitos acoplandose a Na*
y la salida de los aminoacidos catidnicos hacia sangre (Ganapathy, 2012). El
sistema y+L intercambia aminoacidos de manera obligatoria y comprende dos
isoformas, cada una funciona como heterodimero (Krehbriel y Matthews, 2003). Los
transportadores de aminoacidos y+LAT1-4F2hc y y+LAT2-4F2hc exhiben mayor
actividad transportadora, y+LAT1 se expresa en niveles altos en la corteza renal y
el intestino, es el intercambiador de AA catidnicos en la membrana basolateral
(Pfeiffer et al., 1999).

4.4.5. Mecanismo de accion
La concentracion intracelular de aminoacidos es generalmente mas alta que (o al
menos igual que) en el liquido extracelular (Hyde et al., 2003). Para el transporte de
aminoécidos transmembrana es necesario que la célula mantenga la concentracion
adecuada de ciertos elementos (Ganapathy, 2012). La bomba Na*/K* ATPasa es un
transportador activo primario que ayuda a mantener los gradientes transmembrana
de Na* y K* (Hyde et al., 2003). Los enterocitos absorben los AA libres en la luz
intestinal, utilizando transportadores (Figura 2) que no requieren Na* (difusion
facilitada), y transportadores dependientes de Na* o transportadores activos
secundarios (Hyde et al.,, 2003). En el caso de transportadores dependientes de
Na*, el transportador lleva al aminoacido hacia el interior de la célula, este proceso
requiere energia (ATP) para la entrada de Na*, por lo tanto este tipo de

transportadores mueven dos solutos en la misma direccion (Trottier y Manjarin,
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2012). Cuando el Na* atraviesa la membrana celular libera energia acumulada en
su gradiente electroquimico la cual es utilizada para transportar al aminoacido
(Ganapathy, 2012). Los intercambiadores de amino&cidos como los sistemas ASC,
y+L y L, transportan aminoacidos por mecanismos antiporte donde intercambian la
entrada de un aminoacido por la salida de otro aminoacido (Hyde et al., 2003). Los
aminoacidos en el citoplasma del enterocito salen a través de transportadores de la

membrana basal hacia el torrente sanguineo (Wu, 2013).

Lumen Sangre

Alta [Na']
Baja [K*]

Cargas +
Baja [AA]

Na*
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Figura 2. Transporte de aminoacidos transmembrana en enterocito del epitelio

intestinal (Mastrototaro et al., 2016).

4.5. Estrés por calor en cerdos
La zona termoneutral se define como el rango de temperatura ambiente sobre el
cual, a un nivel fijo de consumo de energia, la produccion de calor es minima y
constante (Renaudeau et al., 2012). En el caso de los cerdos, su zona termoneutral
o temperatura de confort en etapa de crecimiento (15-30 kg) y finalizacién (30-60kg)
esta en el rango de 18 a 21°C, mientras que la temperatura éptima para lechones

puede incrementarse hasta 26°C(Kyriazakis y Whittemore, 2006).
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La combinacion de la temperatura ambiental y humedad relativa permite calcular el
indice temperatura-humedad (ITH) (Figura 3)., este indice puede ser utilizado para
medir la sensacion térmica y el riesgo por las condiciones ambientales a las que
esta expuesto un animal (Habeeb et al., 2018). De manera que se han establecido
rangos de ITH en los que habra que considerar estar en alerta al cuidado de los
animales, o bien éstos podran entrar en una fase de peligro o emergencia (Xin 'y
Harmon, 1998).

EZEREREE

Categorias EC asociado con los valores de ITH:
Normal: < 74 Alerta:75-78 Peligro: 79-83 Emergencia: 284

Figura 3. indice Temperatura-Humedad (ITH) (basado en Thom, 1959)
y categorias del indice de seguridad climatica (LWSI; LCI, 1970), citado
en Hahn et al. (2009).

El resultado de que los animales estén expuestos a un ITH o temperatura ambiental
y humedad relativa elevadas, es la presentacion de estrés por calor; EC (Baumgard
y Rhoads, 2013). El EC se traduce como la serie alteraciones fisiologicas,
metabdlicas, inmunoldgicas y de conducta, que afecta su salud y produccion
(Horowitz et al., 2004). En esta situacion los cerdos presentan dificultad para
mantener su temperatura corporal, por lo que requieren disipar el exceso de calor

mediante el aumento de su frecuencia respiratoria, ya que esta especie no posee
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glandulas sudoriparas funcionales, asi también activan otros mecanismos para
prevenir o mitigar el dafio celular y proteger los 6érganos (Renaudeau et al., 2012)
como el corazén (Horowitz et al., 2004) y tejidos gastrointestinales (Cottrell et al.,
2015).

Al inicio de un periodo de exposicion al calor, los cerdos presentan incrementada
su frecuencia respiratoria y cardiaca (Oliveira et al., 2019; Patience et al., 2005;
Patience, 2012). Sin embargo, estas constantes disminuyen gradualmente durante
los siguientes dias (Renaudeau et al., 2007). Al parecer el impacto del EC se reduce,
pero no esta claro si esta reduccion permanece después de una exposicion

prolongada (Renaudeau et al., 2010).

Por otro lado, los cerdos en EC ingieren cantidades excesivas de agua lo que
incrementa la perdida de electrolitos provocando una pérdida del equilibrio
acido/base, eventualmente esta condicion puede resultar en diarrea 0 muerte en
casos severos (Vandelannoote et al., 2012). En los animales en estrés por calor se
observa también una reduccion en el consumo de alimento, la cual puede variar

dependiendo de la temperatura ambiental (Collin, et al., 2001).

El EC tiene un impacto negativo en el crecimiento muscular asociado, a nivel celular,
con una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS; Montilla et al.,
2014). En esta condicion se observa reduccion en la acumulacion de proteinas
corporales e incremento de la grasa corporal (Belhadj Slimen et al.,, 2016).
Probablemente esto es resultado de que los animales desvian sus nutrientes y
energia para mantener estable su metabolismo (Baumgard y Rhoads, 2013), lo cual
compromete su eficiencia productiva en términos de reduccién en la ganancia de

peso y eficiencia productiva (Zumbach et al., 2008).

4.6. Efectos del estrés por calor en el intestino delgado
El EC tiene un impacto importante a nivel intestinal en cerdos durante los primeros
8-10 dias de exposicion (Cervantes et al., 2016). Se ha documentado que en EC el

flujo sanguineo se distribuye hacia 6rganos periféricos en un intento de disipar el
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calor, lo que ocasiona una restriccion en el aporte de oxigeno y nutrientes a érganos
intestinales, lo que afecta directamente a los enterocitos (Ross et al., 2015). En esta
condicion las células intestinales entran en un estado de estrés oxidativo, debido al
incremento en la concentracién intracelular de radicales libres (Belhadj Slimen et al.,
2016).

Lo anterior compromete la integridad de las membranas celulares, reduce la tasa
de proliferacion e incrementa la muerte de células de epitelio intestinal, y en
consecuencia se observa una reduccion en la altura de las vellosidades intestinales
de los cerdos expuestos a EC (Liu et al., 2009; Yu et al., 2010; Pearce et al., 2013).
El dafio a epitelio intestinal también incrementa la permeabilidad del epitelio, lo que
aumenta la posibilidad para que toxinas o microorganismos del contenido luminal
puedan llegar hacia la sangre portal y causar problemas mas serios (Bernabucci,
2012).

4.7. Efectos del estrés por calor sobre los transportadores de
aminoacidos

Se especula que la reduccion en la altura de vellosidades intestinales observada en
cerdos en estrés por calor provoca una reduccion en la abundancia de
transportadores de aminoacidos, afectando la absorcibn de estos nutrientes
(Cervantes etal.,, 2016). La expresion génica en el intestino depende de la
intensidad y duracién de la exposicion al EC (Cervantes et al., 2016); por ejemplo,
en cerdos expuestos a temperatura ambiente en un rango de 34 a 37°C no se
observé efecto del EC en la expresion del transportador b%* AT en duodeno y
yeyuno (Cervantes et al., 2016); sin embargo, en cerdos expuestos a temperaturas
extremadamente elevadas (40-45°C) 5 h diarias durante 19 dias, se redujo la
abundancia de los transportadores b%®* AT en yeyuno, la absorciéon de arginina
también se ve afectada por la menor expresion de este transportador (Morales et al.,
2014).

La absorcién de lisina es critica en cerdos en EC al ser el primer AA limitante en las

dietas para cerdos, este AA es transportado por sistemas b%* AT y CAT1 (Majumder
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et al., 2009). La reduccion en la abundancia de estos transportadores es resultado
probable de una disminucion en la proliferacion de las células intestinales absortivas
(Renaudeau et al., 2010). Aunque no hay diferencias en el consumo de alimento, la
disponibilidad de lisina en cerdos en EC es menor, alrededor de un 50% respecto a
cerdos en confort, este resultado apoya la relacion que existe entre la disponibilidad
de los aminoacidos y la expresion de los transportadores que permiten su absorcion
(Morales et al., 2014).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Generalidades
Para esta investigacion, el trabajo de campo se realizo en la Unidad de Fisiologia y
Metabolismo de cerdos y posteriormente el trabajo de laboratorio se realizo en el
Laboratorio de Nutrigendmica, ambas unidades pertenecen al Instituto de Ciencias
Agricolas, de la Universidad Autonoma de Baja California, ubicada en Mexicali, Baja

California, México.

Por tratarse de un estudio que involucra analizar el efecto del estrés por calor en
cerdos en produccion, el experimento se llevo a cabo durante la estaciéon més calida
del afio: verano (junio-septiembre), cuando la temperatura ambiente (TA) fluctuo
diariamente de 20 a 45°C.

Los cerdos se manejaron de acuerdo a las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, establecidas por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, 2001).

Dentro de la Unidad de Fisiologia y Metabolismo se conté con dos salas, una de las
cuales estaba equipada con aire acondicionado, este equipo se encendid para
simular condiciones de termoneutralidad (TN) y una sala sin aire acondicionado para
los tratamientos en estrés por calor. Dentro de ambas salas se contaba con corrales
individuales de piso elevado equipados con comedero y bebedero automatico. De
acuerdo con el disefio del experimento el alimento se ofrecié ad libitum o controlado,

pero el agua siempre se administré ad libitum.

Las condiciones ambientales de las salas, tales como temperatura ambiental (TA) y
humedad relativa (HR) se registraron durante el periodo experimental mediante un
higrotermografo (Thermotracker Inc.) instalado dentro de cada sala y configurado
para registrar estas variables cada 15 min. Los resultados de humedad relativa y
temperatura ambiental se emplearon para el célculo del indice temperatura-

humedad (ITH) de acuerdo con la formula reportada por NWS (Rothfusz, 1990):

ITH = [(1.8*T)+32) — (0.55* (HR/100))*(((1.8*T)+32)-58)].
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5.2. Animales y manejo
El experimento se llevo a cabo en dos periodos de 21 dias, en cada periodo se
utilizaron 30 cerdos cruzados (Landrace x Hampshire x Duroc), con un peso inicial
promedio de 23 + 1 kg, para un total de 60 cerdos. Se utilizé un disefio de bloques
completos al azar, en cada periodo los cerdos se distribuyeron en cinco grupos
segun el peso inicial, sexo, edad y camada, cuatro grupos fueron alojados en
condiciones de estrés por calor y un grupo se alojé en condiciones termoneutrales,
para tener un total de 12 repeticiones por tratamiento, correspondiente a los dos

periodos.

Los cerdos en condiciones de estrés por calor se alojaron en la sala que no tenia
equipo de aire acondicionado para regular la temperatura ambiente, en esta sala se
contaba con corrales individuales de 0.6 x 1.2 m. Los cerdos en condiciones
termoneutrales se alojaron en la sala con temperatura controlada (22 + 2°C), en

corrales individuales de 1.2 x 1.2 m.

A tres cerdos de cada tratamiento se les implanto por via subcutanea un termoégrafo
para registrar la temperatura corporal (TC) cada 5 minutos, a los 21 dias cuando
finaliz6 la fase experimental se recuperaron los termografos para descargar,
procesar y analizar los datos de TC. La frecuencia respiratoria (FR) se registr6 dos
veces al dia a las 0700 h y 1700 h, durante dos dias, en la ultima semana del
experimento. La FR se calculé contando el nimero de expansiones del térax

resultado de la inspiracion, durante un minuto.

Se registré diariamente la cantidad de alimento ofrecido y rechazado, los cerdos se
pesaron cada semana. Los datos registrados se utilizaron para el calculo de
consumo diario de alimento (CDA), ganancia diaria de peso (GDP) y relacion
ganancia de peso: consumo de alimento (G:C).
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5.3. Dietas experimentales
La dieta testigo se formulé a base de trigo y pasta de soya, y se utilizaron lisina,
treonina y valina libres para cubrir al menos 120 % de los requerimientos de AA
establecidos por el NRC (2012) para cerdos en el rango de peso corporal de 25-50
kg, todas las dietas contenian los mismos niveles de AA, con excepcion de
metionina. Los cerdos se distribuyeron de forma aleatoria en las 4 dietas. Los
tratamientos fueron: 1) TN100: cerdos en condiciones termoneutrales que recibieron
la dieta testigo (Met100), con el 100% de los requerimientos de Met; 2) EC100:
cerdos en estrés por calor que recibieron la dieta testigo; 3) EC120: cerdos en estrés
por calor que recibieron una dieta con 20% extra de los requerimientos de Met
(Met120); 4) EC140: cerdos en estrés por calor que recibieron una dieta con 40%
extra de los requerimientos de Met (Met140) y 5) EC160: cerdos en estrés por calor
gue recibieron una dieta con 60% extra de los requerimientos de Met (Met160). En
el Cuadro 2 se presenta la composicion de ingredientes de las dietas

experimentales.
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Cuadro 2. Composicion de las dietas experimentales* (%).

Ingrediente Metl00 Metl20 Metl40 Metl60
Trigo 80.08 80.08 80.08 80.08
Pasta de soya, 48% 16 16 16 16
L-Lisina * HCI 0.66 0.66 0.66 0.66
L-Treonina 0.20 0.20 0.20 0.20
DL-Metionina 0.040 0.095 0.150 0.205
L-Valina 0.05 0.05 0.05 0.05
Almidon de maiz 0.165 0.110 0.055 -
Carbonato de calcio 1.25 1.25 1.25 1.25
Ortofosfato 0.80 0.80 0.80 0.80
Sal iodada 0.35 0.35 0.35 0.35
Premezcla de vitaminas y

minerales? 0.40 0.40 0.40 0.40

*Dietas: Metl00, dieta testigo a base de trigo y soya que suministra 100% de Met,
cubriendo en 120% de los requerimientos de AA indispensables (NRC, 2012); Met 120,
Met 140 y Met 160 contienen 20, 40 y 60 % mas de Met que la dieta testigo.
1Suministrado por kg de dieta: Vitamina A, 4800 Ul; vitamina D3, 800 Ul; vitamina E, 4.8
Ul; vitamina K3, 1.6 mg; riboflavina, 4 mg; D-acido pantoténico, 7.2 mg; niacina, 16 mg;
vitamina B12, 12.8 mg; Zn, 64 mg; Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; 1,0.36 mg; Se, 0.13 mg.

La composicion de aminoacidos en las dietas experimentales fue analizada en la

universidad de Missouri y se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Composicion analizada de los AA de las dietas experimentales (%).

Dietas

Met 100 Met120 Met140 Met160
Arginina 1.05 1.08 1.07 1.10
Histidina 0.43 0.44 0.43 0.44
Isoleucina 0.71 0.72 0.72 0.73
Leucina 1.25 1.27 1.26 1.28
Lisina 1.30 1.36 1.39 1.48
Metionina 0.32 0.36 0.46 0.54
Fenilalanina 0.85 0.87 0.86 0.87
Treonina 0.84 0.83 0.86 0.90
Triptofano 0.27 0.27 0.27 0.28
Valina 0.88 0.89 0.89 0.91

5.4. Colectade sangre
El dia 18 del experimento se recolectaron muestras de sangre de seis cerdos de
cada tratamiento, esta colecta se llevo a cabo a las 1600 h. De cada cerdo se
colectaron dos muestras de sangre mediante puncién de la vena yugular, utilizando
tubos BD Vacutainer de 6.0 ml. Las muestras colectadas se centrifugaron a 1,500
Xg a 4°C durante 15 minutos y el suero se transfirié a criotubos de 2.0 ml, para su

almacenamiento a -20 °C hasta su posterior analisis.

5.5. Sacrificio y toma de muestras
En la dltima noche del periodo experimental se retiraron los comederos de los
corrales de todos los cerdos. En la mafiana siguiente, de forma aleatoria, se
seleccionaron seis cerdos de cada tratamiento (tres cerdos/periodo), mismos que
fueron sacrificados mediante aturdimiento eléctrico y desangrado. Rapidamente las
canales fueron evisceradas y se recolectaron muestras de la mucosa intestinal de
yeyuno e ileon, mediante raspado con portaobjetos. El tamafio de las muestras fue

de 500 mg aproximadamente las cuales se colocaron en microtubos de 2.0 ml
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previamente identificados, e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido.
Después de finalizar el muestreo, todas las muestras fueron transportadas al
laboratorio de nutrigendmica y almacenadas en un ultracongelador a -80 °C hasta

su andlisis de expresion geénica.

5.6. Analisis en laboratorio

5.6.1. Extraccion y purificacion total de ARN

La extraccion de ARN total de cada muestra de mucosa intestinal se realizo
empleando el kit comercial Direct-zol RNA Miniprep (cat. 2050 Zymo Research, CA,
EUA) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Para iniciar, las muestras de
raspado de mucosa almacenadas en el ultra congelador fueron pulverizadas con
nitrégeno liquido, y a continuacion, 50 mg de muestra pulverizada se colocaron en
un microtubo frio que contenia 530 pl de Trizol Reagent (Invitrogen, Corp.). La
muestra fue homogenizada y centrifugada a 10,000 rpm por 2 min. El sobrenadante
fue transferido a un microtubo nuevo de 2ml, se agreg6 500 pl de Etanol al 100%,
se agitd y transfirio la mezcla a una columna con tubo de coleccién, posteriormente
se centrifugd durante un minuto a 10000 rpm, después se transfirié la columna a un
nuevo tuvo de coleccion donde se agregaron 400 pul de buffer de prelavado de ARN
y se centrifugd durante un minuto a 10,000 rpm este procedimiento se repitid, Una
vez removido el sobrenadante, a la columna con tubo de coleccion se agregd 700
ul de buffer de lavado de ARN, posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante
2 min. Después la columna se transfiri6 a un microtubo de 2ml donde el ARN
purificado se eluy6 con 30 pL de agua destilada libre de nucleasas, se centrifugé a
10000 rpm durante 2 min, y se almacené a -82 °C. La integridad del ARN total se
evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%; en el gel se verifico que la
relacion de ARNr 28S:18S fuera alrededor de 2:1 (Sambrook y Russell, 2001).

5.6.2. Transcripcion reversa
Para cada muestra de ARN, una alicuota de aproximadamente 3 ul de ARN total
fue tratada con 1 U de DNasa; (1 U/ul; Thermo Scientific), disuelta en 6 pl de buffer

para transcripcion reversa (RT 5x) y se agregaron 20.5 ul de agua libre de
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nucleasas. La reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos y
posteriormente 5 minutos a 70 °C para detener la reaccion. A continuacion, se inicié
la transcripcion reversa agregando 1 pl de hexanucleétidos (150 ng/ul, Invitrogen) y
1 pl de solucion de DNTPs (10 puM de cada uno, Invitrogen). La reaccion se incubd
a temperatura ambiente durante 5 minutos y luego en hielo. Se agregaron 2 ul de
buffer de transcripcion (RT 5x), 3 ul de agua libre de nucleasas y 1 ul de inhibidor
de ribonucleasa (40U/ul; Ribolock, Thermo Scientific). La reaccion se incub6 a 42
°C durante 2 minutos antes de agregar 1 pl de la enzima transcriptasa reversa
(Revert Aid H Minus RT, Thermo Scientific). La reaccion de retrotranscripcién se
llevé a cabo a 42 °C durante 50 minutos. Posteriormente, para detener la reaccion,
la mezcla se incubé a 70 °C durante 15 minutos y luego se enfrid en hielo.
Finalmente, las muestras de ADNc se cuantificaron por espectrofotometria (Helios

B, Thermo Electron Co.) a 260 nm y se diluyeron a una concentracién final de 50
ng/ul.

5.6.3. PCR cuantitativa
Los oligonucleétidos especificos para el ARN mensajero de los transportadores de
los aminoécidos: B°, b%*, y+L, se disefiaron con el programa BLAST (NCBI) de
acuerdo con sus secuencias publicadas en el Genbank (Cuadro 4). Ademas, se
utiliz6 el ARN mensajero de la proteina ribosomal 4 (RPL4) de cerdo (GenBank
DQ845176.1) como control enddgeno para normalizar las variaciones en el ARNm.
La expresion de transportadores de AA en yeyuno e ileon, se analizaron mediante
ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), utilizando SYBR Green / ROX gPCR Master
Mix (Thermo scientific), las reacciones de gPCR se llevaron a cabo en un

termociclador de tiempo real CFX96 Touch version 3.0 (BioRad, New England).

Para procesar cada una de las muestras, se preparo una mezcla de reaccion, para
cada tubo de 0.2 ml se coloco 8 ul de agua libre de nucleasas, 12.5 ul de SYBR
Green, 3 ul de Oligo Mix (oligonucleétido especifico, 5 uM de cada oligo) y 1.5 ul de
ADNCc (50 ng/ul).

Las condiciones de amplificacion para gPCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C

por 5 minutos y 40 ciclos (desnaturalizacién: 95°C por 15 segundos, alineacion:
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56°C por 15 segundos y extension: 72°C por 30 segundos). Al terminar cada ciclo,
se ley0 la fluorescencia de las muestras y se realiz6 una curva de desnaturalizacion
de 65°C a 95°C.

De cada muestra se amplificaron por duplicado los fragmentos especificos de cada
ARNmM a analizar, al igual se cuantific6 por duplicado la expresion del gen de
referencia RPL4. Los resultados de amplificacién se analizaron de acuerdo con la
metodologia 2-24Ct descrita por Livak y Schmittgen (2001), para medir la expresién

relativa de los transportadores de AA en yeyuno e ileon.

Cuadro 4. Oligonucleotidos especificos para genes transportadores de AAy gen
de referencia RPLA4.

ARNmM Secuencia de oligonucleotido Fragmento

amplificado (pb)

BO (Sus scrofa, BO neutral amino acid transporter SLC6A19 mRNA, DQ231579.1)
Fw: 5TCTGTCCACAACAACTGCGA3’ 163
Rv: 5ACCCGTTGATAAGCGTCAG3’

bO%* (Sus scrofa solute carrier family 7 member 9, mRNA, NM_001110171.1)
Fw: 5ATCTAGCGCCATCTCCTCGTZ 414
Rv: 5GGAGCGATTTCCTTGCAGTC3’

y+L (Sus scrofa solute carrier family 7 member 7, mRNA, (NM_001110421.1)
Fw: 5GTGGGGAACATGATTGGCTC3’ 289
Rv: 5CGATGATGAGGAGGGAGGTCY3

RPL4 (Sus scrofa ribosomal protein L4 mRNA DQ845176.1)
Fw: 5TGAGCTCTATGGCACTTGGC3’ 221
Rv: 5GAATGGTGTTTCGGCGCATTY
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5.7. Analisis de aminoacidos en suero
Alicuotas de 1.0 ml de cada muestra de suero fueron liofilizadas en crioviales de 2
ml y enviadas al laboratorio de bioquimica de la Universidad de Missouri. En ese
laboratorio se realiz6 el andlisis para la concentracion de aminoacidos y metabolitos
en suero, en un equipo de HPLC con derivacion post-columna de ninhidrina y

detector de florescencia de acuerdo a lo descrito por Fekkes (1996).

5.8. Analisis estadistico
Para el analisis de los datos se utilizé el paquete estadistico SAS, en funcién del
disefio de bloques completos al azar. Se realizaron andlisis de varianza y
comparacion de medias. Se construyeron contrastes polinomiales para analizar la
respuesta lineal o cuadratica de los cerdos en EC al DL-Met suplementado y 3
contrastes no ortogonales: para evaluar el efecto del ambiente (C1: EC100 vs
TN100), el efecto de la adiciébn de Met a la dieta (C2: EC100 vs EC120-140-160) y
el efecto de la adicion de Met a la dieta de cerdos EC vs tratamiento TN (C3: EC120-
140-160 vs TN100). Ademas, se realizo analisis de correlacion entre el contenido

dietético y sérico de AA. Se consideré un nivel de significancia P<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Temperatura ambiental, humedad relativa e indice
temperatura humedad
La temperatura ambiental (TA) y humedad relativa (HR) registradas cada 15 minutos
en las salas en EC y TN durante el periodo experimental se muestran en la Figura
4. Dentro de la sala EC, la TA maxima y minima fue de 35.6 °C y 27.9 °C
respectivamente, con una media de 31.5 °C. La TA minima ocurrio alrededor de las
0600 h incrementandose a partir de las 0800 h hasta alcanzar la TA mas elevada a
las 1600 h; durante la noche la TA descendio paulatinamente. La HR mas elevada,
77 % se registro entre las 0700 y 0800 h, misma que descendié conforme avanzo
el dia, hasta alcanzar la minima de 50 % a las 1800h. En la sala TN, la TA méxima

y minima fue de 25.6 °C y 20.3 °C respectivamente, con una media de 22.8 °C vy la
HR fluctto entre 58 % y 80 %.
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Figura 4. Temperatura ambiental (°C) y humedad relativa (%) en la sala EC y TN.
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Los valores relativos obtenidos para el indice Temperatura Humedad (ITH) en la
sala a temperatura ambiente (estrés por calor) se presentan en la Figura 5. El
promedio del ITH fue de 78.2 durante el dia, con minimo de 72.3 alrededor de las
0700 h y un méximo de 86 alrededor de las 1600 h del dia.

90.00

85.00

80.00

~ ~
o o
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o o

indice Temperatura Humedad
Valor relativo

Figura 5. indice Temperatura Humedad en sala a temperatura ambiente (estrés por

calor).

6.2. Constantes fisiol6égicas: temperatura corporal, temperatura
intestinal y frecuencia respiratoria

En la Figura 6 se presentan los valores de temperatura corporal (TC) y temperatura
intestinal (TI), registrados cada 5 min en los cerdos en EC. La TC de los cerdos en
EC fluctué de 38.4°C a 39.8 °C, media de 39.4 °C. Alrededor de las 0700 h los
cerdos presentaron su TC mas baja y a las 2000 h la TC mas elevada. Se observo
el mismo comportamiento en la TC de los cerdos en TN, cuya TC promedio fue de
39.3°C, con fluctuacién de 38.5°C a 39.6°C. Entre las 1200 h a 2000 h (P < 0.001)
la TC de los cerdos en EC fue mayor (P < 0.001) a la de los cerdos en TN. A nivel
intestinal la temperatura de los cerdos en EC fue en promedio 40.3°C, con minima
y maxima de 39.8 y 40.8 °C respectivamente.
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Figura 6. Temperatura corporal (TC), temperatura intestinal (Tl) en cerdos en ECy TC

en cerdos en condiciones de termoneutralidad (TN).

La frecuencia respiratoria (FR) en los cerdos en EC y TN se muestra en la Figura 7.
Alas 0700 h de la mafiana los cerdos expuestos a EC presentaron una FR promedio
de 47 (£2.6) respiraciones por minuto, mientras que a las 1700 h su FR incrementd
(P <0.001) a94.5 (£ 2.6). La FR en los cerdos en TN fue de 38.7 (1) y 46 (x1.2)
respiraciones por minuto, a las 0700 hy 1700 h (P = 0.0002).
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Figura 7. Frecuencia respiratoria en cerdos en estrés por calor y termoneutralidad.
Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-
160 vs TN100.

6.3. Comportamiento productivo
Los resultados de peso inicial, peso final, consumo diario de alimento, ganancia
diaria de peso y relaciébn ganancia de peso: consumo de alimento en cerdos en
crecimiento en EC y TN se presentan en el Cuadro 5. De acuerdo con el disefio del
experimento, el peso inicial de los cerdos fue similar entre tratamientos; de manera
similar no se observé diferencia en el peso final de los cerdos de los distintos
tratamientos (P > 0.05). El CDA tampoco fue diferente en los cerdos de los distintos
tratamientos (P > 0.05). La GDP fue mayor (P = 0.005) en los cerdos en condiciones
de termoneutralidad comparado con aquellos en EC que consumieron una dieta con
el 100% del requerimiento de Met. En condiciones de EC, la adicién de Met a la
dieta (120, 140 y 160 %) provocoé un incremento (P = 0.002) en la GDP y mejoro (P
= 0.005) la relacion G:C en comparacion al tratamiento EC100. No se observaron
diferencias (P > 0.05) para GDP y relacion G:C entre los tratamientos en EC con
adicién de Met respecto al tratamiento en termoneutralidad. La adicion de Met en la

dieta de los cerdos en crecimiento increment6 (P = 0.026) la GDP de forma lineal.
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Cuadro 5. Parametros de comportamiento productivo de los cerdos en condiciones de termoneutralidad alimentados con

la dieta testigo (TN100) y en estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC100) o con la adicion del 120, 140, 160%
de metionina (EC120, EC140, EC160).

Tratamiento

Contrastes
Valores de P*

TN100 EC100 EC120 EC140 EC160 EE c1t c2t c3t L2 Q?

. 22.93 23.00 23.10 23.03 22.93 0.688 0.997 0.887 0.891 0.905 0.924
Peso inicial (kg)
Peso Final (kg) 38.23 35.78 38.13 36.32 38.12 1.060 0.109 0.162 0.564 0.316 0.813
Consumo diario
alimento 1401 1345 1298 1298 1291 0.062 0.526 0.497 0.149 0.601 0.777
(9/d)
Ganancia diaria
de peso 728 612 720 716 719 0.028 0.005 0.002 0.756 0.026 0.090
(9/d)
Relacion G:C 0.523 0.474 0.568 0.563 0.563 0.026 0.202 0.005 0.178 0.056 0.112

“Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
!Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs TN100.

2Contrastes polinomiales: L=respuesta lineal, Q=respuesta cuadratica
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6.4. Expresion génica de transportadores de aminoacidos
En la Figura 8 se presenta la expresion relativa al tratamiento TN100 del ARNm de
los trasportadores B, b%*, y+L en yeyuno e ileon de los cerdos en experimentacion;
y en la Figura 9 se presenta la expresion de los mismos transportadores relativa al
tratamiento EC100. Asi también en el Cuadro 6 se presentan los resultados
estadisticos del andlisis de DCt correspondiente a la expresion relativa de ARNm
de los transportadores de aminoacidos en yeyuno e ileon de los cerdos en
condiciones termoneutrales o en EC alimentados con dietas adicionadas con

metionina.

La expresion relativa del transportador B en yeyuno no fue diferente (P > 0.05)
entre tratamientos. En condiciones de EC, la adiciébn de Met provoco respuesta
cuadratica (P = 0.013) en la expresion relativa de b%* en yeyuno, donde la mayor
expresion de este transportador ocurrié con la dieta enriquecida con 40 % extra de
Met, mientras que la menor expresion ocurrié con la dieta enriquecida con 60 %

extra de Met.

La adicién de Met mas all4 de los requerimientos (20, 40 y 60%) para cerdos en
crecimiento, no afecté (P > 0.05) la expresion relativa de los transportadores (b°*,
y+L) en ileon. La expresion del transportador B® en ileon fue menor (P = 0.009) en
el tratamiento EC100 respecto al tratamiento TN100, la expresion de este
transportador también fue menor (P = 0.013) en los cerdos en EC alimentados con
las dietas enriquecidas con Met en comparacion al tratamiento en condiciones de

termoneutralidad.
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Figura 8. Expresion relativa al tratamiento TN100 de los transportadores de
aminoacidos B°, b%*, y+L en yeyuno (A) e ileon (B) de los cerdos en condiciones
termoneutrales o en EC alimentados con dietas enriquecidas con metionina.
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Cuadro 6. Andlisis del Dct de la expresion del ARNm de los transportadores de aminoéacidos B, b%*, y+L en intestino

delgado de cerdos en condiciones de termoneutralidad alimentados con la dieta testigo (TN100) y en estrés por calor
alimentados con la dieta testigo (EC100) o con la adicion del 120, 140, 160% de metionina (EC120, EC140, EC160).

Tratamiento

Transportador ~ Segmento TN EC  EC EC EC
de AA intestinal 100 100 120 140 160
BO Yeyuno 262 256 3.57 2.52 2.38

fleon 257 3.97 342 3.70 3.80
b0+ Yeyuno 542 516 4.71 3.65 6.80

fleon 485 433 514 4.86 5.08
y+L fleon 253 292 3.01 2.99 3.43

EE

0.43

0.34

0.56

0.39

0.43

Contrastes

Valores de P*

cit c2t  c3t |2 Q?
0.018 0.599 0.688 0.443 0.215
0.009 0.413 0.013 0.883 0.372
0.756 0.883 0.544 0.194 0.013
0.359 0.123 0.707 0.251  0.447
0.556 0.660 0.245 0.473  0.707

"Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
!Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs TN100.

2Contrastes polinomiales: L=respuesta lineal, Q=respuesta cuadratica
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6.5. Consumo y concentracién de aminoacidos en suero
El consumo diario (g/d) de AA esenciales en los cerdos, se calculé con base a la
composicién de AA de la dieta correspondiente y el consumo diario de alimento por
cerdo, los resultados se presentan en el Cuadro 7. De acuerdo con el disefio del
experimento, con excepcion de Met, el consumo de todos los aminoacidos
esenciales fue similar entre tratamientos (P > 0.05). La adicién de Met en las dietas
se reflejé en el mayor consumo (P < 0.001) de este AA en los cerdos en EC que
recibieron las dietas adicionadas con 120, 140 y 160% de Met, en comparacion con
los que recibieron la dieta testigo (TN100 y EC100). Tal como se esperaba, se
observo una respuesta lineal (P < 0.001) para el consumo de Met al incrementar el
nivel de suplementacion de este aminoacido. No se presentd respuesta lineal o

cuadrética para el consumo del resto de AA esenciales.
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Cuadro 7. Consumo diario (g/d) de AA esenciales en cerdos en condiciones de termoneutralidad alimentados con la dieta
testigo (TN100) y en estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC100) o con la adicion del 120, 140, 160% de
metionina (EC120, EC140, EC160).

_ Contrastes
Tratamiento
Valores de P*

TN EC EC EC EC

AA 100 100 120 140 160 EE c1! c21 c3t L2 Q2
Arg 1478  14.17 14.03  13.88 1421 .70 0.543 0.869 0.364 0.990 0.754
His 6.03 5.78 5.70 5.62 5.72 0.28 0.541 0.754 0.290 0.842 0.771
Iso 9.93 9.52 9.36 9.34 9.42 0.47 0.542 0.785 0.309 0.889 0.806
Leu 1746  16.74 16.51 16.38  16.55 0.83 0.542 0.784 0.309 0.859 0.825
Lis 18.22  17.47 17.61 18.03  19.14 0.90 0.558 0.447 0.965 0.216 0.620
Met 4.45 4.26 4.71 5.92 6.95 0.27 0.637 <0.0001 <0.0001 <0.001 0.333
Fen 1189  11.40 11.25 1110  11.26 0.56 0.542 0.759 0.294 0.826 0.803
Tre 1181  11.32 10.73 1117 11.58 0.56 0.541 0.801 0.318 0.658 0.409
Trp 3.82 3.66 3.53 3.52 3.58 0.18 0.532 0.575 0.188 0.769 0.628
Val 1230 1179 1153 1153 1178 (58 0.541 0.789 0.311 0.993 0.678

“Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
!Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs TN100.

2Contrastes polinomiales: L=respuesta lineal, Q=respuesta cuadratica.
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En el Cuadro 8 se presentan las concentraciones de AA esenciales en el suero de
los cerdos. Las concentraciones séricas de Iso, Leu, Lis, Fen y Val fueron mayores
(P < 0.05) en el tratamiento EC100 respecto al tratamiento TN100. En condiciones
de EC la adicion de 120, 140 y 160% de Met en la dieta provoco una reduccion (P
< 0.05) en las concentraciones séricas de His, Iso, Leu, Lis, Fen, Tre y Val en
comparacion al tratamiento sin adicion extra de metionina. En comparacion con el
tratamiento en termoneutralidad, la CS de Lys en los cerdos en EC, disminuyo (P =
0.012) al incrementar la adicion de metionina a las dietas en 120, 140 y 160%. Las
concentraciones de Arg y Trp en suero no fueron significativamente diferentes entre
tratamientos (P > 0.05). Tal como se esperaba, se observo un incremento (P < 0.01)
lineal en la concentracion sérica de Met al adicionar 120, 140 y 160% de Met a las
dietas de los cerdos en EC. También se observo disminucion lineal (P < 0.05) en
las concentraciones séricas de Iso, Leu y Val, y una respuesta cuadratica (P < 0.05)

en las concentraciones séricas de Arg, Leu, Lis y Fen en condiciones de EC.
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Cuadro 8. Concentracion (ug/mL) de AA esenciales en suero de cerdos en condiciones de termoneutralidad alimentados
con la dieta testigo (TN100) y en estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC100) o con la adicion del 120, 140y
160% de metionina (E120, EC140, EC160).

' Contrastes
Tratamiento .
Valores de P

AA TN100 EC100 EC120 EC140 EC160 EE c1t c2! c3t L2 Q?

Arg 37.10 36.69 34.54 24.79 38.32 2.59 0.912 0.178 0.140 0.677 0.006
His 14.27 15.10 12.36 12.81 11.87 1.08 0.589 0.037 0.138 0.081 0.432
Iso 20.63 25.42 23.42 20.98 21.98 1.24 0.011 0.029 0.304 0.023 0.210
Leu 25.83 34.66 27.18 25.64 28.27 1.88 0.003 0.002 0.584 0.021 0.013
Lis 48.75 58.32 34.07 31.44 50.04 3.25 0.048 <0.001 0.012 0.082 <0.001
Met 5.47 5.84 7.11 7.50 12.90 0.40 0.525 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Fen 15.92 19.93 15.78 15.32 18.04 1.04 0.012 0.007 0.706 0.224 0.042
Tre 39.32 43.94 36.20 32.31 36.20 3.30 0.331 0.026 0.258 0.062 0.072
Trp 10.53 10.48 10.29 9.40 10.35 0.65 0.960 0.535 0.496 0.656 0.381
Val 46.03 57.02 47.36 44.31 45.92 2.94 0.014 0.003 0.962 0.008 0.056

“Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
!Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs TN100.

2Contrastes polinomiales: L=respuesta lineal, Q=respuesta cuadratica.
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En el Cuadro 9 se presentan las concentraciones de aminoacidos no esenciales en
suero de cerdos en crecimiento empleados en este experimento. Las
concentraciones séricas de GIn y Gli fueron mayores (P < 0.05) en el tratamiento
EC100 respecto al tratamiento TN100. La adicion de 120, 140 y 160 % de metionina
en la dieta de los cerdos en EC provoco una reduccion (P = 0.044) en la CS de Ser
en comparacion con el tratamiento EC100. La CS de GIn fue mayor (P = 0.08) al
incrementar el nivel de adicion de Met a las dietas en EC en comparacion con el
tratamiento en termoneutralidad. No se observo respuesta lineal o cuadrética en la
concentracion sérica de AA no esenciales por la adicién extra de metionina en la

dieta de cerdos en EC.

Para demostrar si el consumo diario de aminoacidos provoca un incremento o
disminucién en su concentracion sérica, se realizdé un analisis de correlacion. Los
coeficientes de correlacion entre el consumo diario y la concentracion sérica de AA
esenciales en cerdos en condiciones de termoneutralidad y estrés por calor se
presentan en el Cuadro 10. Se observo una correlacion positiva (r > 0.92; P < 0.026)
entre el consumo y la concentracion de Met. En condiciones de estrés por calor, se
observd una correlacién positiva (r > 0.95; P < 0.05) entre el consumo y la

concentracion sérica de Argy Leu.
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Cuadro 9. Concentracion (ug/mL) de AA no esenciales en suero de cerdos en condiciones de termoneutralidad

alimentados con la dieta testigo (TN100) y estrés por calor alimentados con la dieta testigo (TN100) o con la adicion del

120, 140 y 160% de metionina (EC120, EC140, EC160).

Tratamiento

Contrastes
Valores de P*

AA  TN100 EC100 EC120 EC140 EC160 EE c1t c2! Cc3! L2 Q?

Ala  72.40 90.18 93.19 82.88 81.83 7.69 0.115 0.640 0.139 0.335 0.803
Asp  3.44 4.10 4.90 3.68 3.72 0.46 0.321 0.991 0.223 0.307 0.455
Asn 9.49 10.02 9.72 8.74 8.83 0.74 0.620 0.293 0.650 0.168 0.785
Glu 19.19 24.93 34.01 20.29 23.76 3.87 0.305 0.810 0.139 0.375 0.517
GIn  44.68 68.29 72.36 58.02 59.31 5.55 0.006 0.437 0.008 0.132 0.815
Gli 56.12 76.90 66.52 62.76 63.76 5.56 0.014 0.062 0.212 0.105 0.329
Pro 67.91 80.92 82.75 73.87 67.62 6.07 0.142 0.387 0.339 0.098 0.528
Ser 32.95 37.83 29.05 32.58 27.32 3.34 0.311 0.044 0.401 0.078 0.607
Tir 25.03 24.40 25.49 23.47 23.19 2.31 0.850 0.897 0.718 0.599 0.774

“Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
!Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs TN100.

2Contrastes polinomiales: L=respuesta lineal, Q=respuesta cuadratica.
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Cuadro 10. Coeficientes de correlacién de Pearson entre el consumo diario y la

concentracion sérica de aminoacidos esenciales.

Cerdosen TNy EC

Cerdos en EC

r p* r p*
Arg 0.616 0.268 0.957 0.043
His 0.576 0.309 0.592 0.408
lle -0.301 0.623 0.803 0.198
Leu -0.086 0.891 0.975 0.025
Lys 0.117 0.852 0.098 0.902
Met 0.922 0.026 0.906 0.094
Phe 0.006 0.993 0.881 0.119
Thr 0.302 0.622 0.211 0.789
Trp 0.625 0.259 0.679 0.321
Val 0.029 0.964 0.588 0.412

“Nivel de significancia P<0.05
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6.6. Concentracion de metabolitos en suero
Las concentraciones de metabolitos en suero de cerdos en crecimiento en
condiciones de termoneutralidad y en estrés por calor alimentados con las dietas
con adicion de metionina se presentan en el Cuadro 11. Las concentraciones
séricas de B-Alanina, citrulina, cistationina/alocistationina, etanolamina, 1-Metil-
Histidina, 3-Metil-Histidina, hidroxilisina, hidroxiprolina, ornitina, sarcosina, taurina,
urea y acido a amino adipico, no fueron diferentes (P > 0.05) entre tratamientos. La
CS de carnosina fue menor (P = 0.024), mientras que la CS de homocisteina fue
mayor (P =0.001) en cerdos en condiciones de estrés por calor (EC100) comparado
con aquellos en condiciones de termoneutralidad (TN100). La adicion del 120, 140
y 160 % de Met en la dieta de los cerdos en EC provocé una reduccion en la CS de
homocisteina (P = 0.007) e incrementd (P < 0.05) la CS de fosfoserina y del 4cido
a-amino-butirico en comparacion con el tratamiento EC100. Las concentraciones
séricas de carnosina y homaocisteina disminuyeron (P > 0.05) y las concentraciones
seéricas de fosfoserina y del acido a-amino-butirico incrementaron (P > 0.05) con las

dietas enriquecidas con metionina respecto al tratamiento en termoneutralidad.
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Cuadro 11. Concentracion (ug/mL) de metabolitos en suero de cerdos en condiciones de termoneutralidad alimentados

con la dieta testigo (TN100) y en estrés por calor, alimentados con la dieta testigo (EC100) o con la adicion del 120, 140 y

160% de metionina (EC120, EC140, EC160).

Tratamiento

Contrastes: Valores de P*

Metabolito TN100 EC100 EC120 EC140 EC160 EE c1t c2t Cc3t
B-Alanina 0.70 0.70 0.82 0.38 0.68 0.15 0.975 0.664 0.692
Carnosina 5.68 3.83 5.16 4.03 3.76 0.54 0.024 0.446 0.040
Citrulina 8.39 6.83 8.28 7.46 6.99 0.93 0.248 0.493 0.458
Cistationina/Alocistationina 0.37 0.56 0.45 0.68 0.57 0.15 0.384 0.959 0.266
Etanolamina 2.73 2.26 1.94 1.86 3.11 0.40 0.409 0.918 0.364
Homocisteina 0.00 2.92 1.08 1.65 0.77 0.52 0.001 0.007 0.062
1-Metil-Histidina 1.42 3.87 2.67 2.69 251 0.95 0.079 0.265 0.279
3-Metil-Histidina 0.81 1.08 0.99 0.88 0.90 0.11 0.085 0.216 0.363
Hidroxilisina 0.90 0.80 1.04 0.68 0.94 0.20 0.749 0.732 0.961
Hidroxiprolina 7.74 10.66 11.89 10.46 11.14 1.21 0.100 0.720 0.021
Ornitina 19.82 17.26 17.81 15.45 15.94 2.17 0.413 0.735 0.185
Fosfoserina 1.44 1.46 1.77 1.63 1.65 0.09 0.849 0.049 0.030
Sarcosina 151 5.91 4.86 4.54 3.42 2.01 0.134 0.487 0.245
Taurina 14.65 12.94 14.46 14.19 15.27 1.44 0.407 0.316 0.992
Urea 261.69 252.07 261.80 265.89 213.66 20.26 0.740 0.834 0.539
Acido a-amino-adipico 6.29 8.28 5.93 5.80 4.84 1.23 0.265 0.064 0.593
Acido a-amino-butirico 1.63 1.31 2.23 2.30 2.97 0.34 0.511 0.006 0.038

*Nivel de significancia de los contrastes P<0.05
1Contrastes: C1= EC100 vs TN100, C2= EC100 vs EC120-140-160, C3= EC120-140-160 vs T100
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7. DISCUSION

El rango 6ptimo de temperatura ambiental para la produccion de cerdos en
crecimiento es de 18 a 21°C (Huynh etal., 2005). En consecuencia cerdos
expuestos a TA de 33 °C o superior y HR igual o mayor de 43%, manifiestan signos
de estrés por calor (Cervantes et al., 2018; Pearce et al., 2012). Durante el periodo
experimental los cerdos estuvieron expuestos a TA superior a los 33°C y HR
superior al 50% durante 8 horas al dia (1200 h a 2000 h). Ademas de acuerdo con
Hahn et al. (2009), entre las 0900 h y las 0200 h del siguiente dia el ITH a que

estuvieron sometidos los cerdos fue de alerta, peligro y emergencia.

A consecuencia de la TA elevada, se ha observado que los cerdos presentan
dificultades para mantener su TC, por lo que en estas condiciones su TC y Tl se
presentan elevadas (Cervantes et al., 2016). Durante las horas mas célidas del dia,
la TC de los cerdos en EC de este experimento fue de 0.46°C superior a la
observada en los cerdos en condiciones de TN. También se observo que durante
todo el periodo la Tl fue de 1°C superior a la TC, ya que esta Ultima se registré de
la region subcutanea, a diferencia de la primera que se tomd directamente en el
interior del intestino. Especificamente en los cerdos en EC la TC siguié un patrén
similar a la temperatura ambiente manifestando la maxima Tly TC durante las horas
mas calidas del dia, lo que evidencia la dificultad de los cerdos para liberar calor
corporal. Anteriormente se habian reportado incrementos de 1.3°C en la Tl (Morales
et al., 2018) e incrementos de la TC en 0.8 °C o superior durante las horas mas
calidas del dia (Morales et al., 2016a. Morales et al., 2016b). Ese incremento en la
TC puede explicarse parcialmente por la redistribucion del flujo sanguineo, efecto
gue incrementa el volumen de sangre en los vasos sanguineos periféricos para la
disipacion de calor hacia el ambiente (Wilson y Crandall, 2011; Wolp et al., 2012;
Cottrell et al., 2015).

Ante la necesidad de liberar calor los cerdos en EC incrementan su FR para perder
calor por evaporacion (Patience et al., 2005). Por ello, se considera un indicador de
EC al incremento de la FR, una vez que esta se incrementa a medida que la TA se
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eleva por encima de la zona de confort de los animales. De acuerdo con
Vandelannoote et al. (2012), es indicativo de EC cuando los cerdos tienen una FR
superior a 50 respiraciones por minuto. En este estudio los cerdos mantenidos en
condiciones de EC duplicaron su FR durante la tarde (94.5 respiraciones por
minuto), cuando la TA fue mas elevada, en comparacién con los mantenidos en
confort térmico. Los resultados de este estudio coinciden con los de otros autores
quienes demostraron que durante la exposicion al calor los cerdos incrementan su
FR a 97-130 respiraciones por minuto (Patience et al., 2005; Manno et al., 2006;
Oliveira et al., 2019).

Es posible inferir que, de acuerdo a lo observado en las condiciones ambientales y
al incremento de sus constantes fisiolégicas, los cerdos en los tratamientos EC de

este estudio estuvieron efectivamente expuestos a estrés por calor.

Numerosos trabajos han demostrado que los cerdos expuestos a temperatura
ambiental elevada y constante, reducen el consumo de alimento (Santos et al.,
2018; da Fonseca et al., 2019) y que esta reduccién puede alcanzar el 40% o mas
dependiendo del tiempo y el grado de exposicion a calor (Collin etal., 2001;
Renaudeau et al., 2008; Pearce et al., 2012). En el presente experimento no se
observo una reduccién significativa en el consumo de alimento en los cerdos en EC.
En general la digestion y el metabolismo de la proteina incrementan la temperatura
corporal (Morales et al., 2020), por lo que los cerdos en EC reducen su consumo de
alimento en el intento de disminuir la produccion de calor y asi reducir el gasto
metabolico de disipar el calor del cuerpo (Patience et al., 2015). Es probable que el
no observar diferencia en el nivel de consumo de los cerdos de este estudio se debe
a que fueron alimentados con dietas que contenian aminoacidos libres (Met, Lis,
Tre, Val) los cuales pudieron absorberse rapidamente, sin necesidad de producir
calor en su digestion (Kerr et al., 2003), ademas en este estudio se observé que la
adicibn de Met (120, 140, y 160 %) provocd un incremento lineal en su
concentracion sérica y disminuy6 la concentracion de los AA esenciales (Lis, Leu,
Val, Iso, Tre, His y Fen), indicando su absorcion, disponibilidad y uso para el
crecimiento de los animales (Blachier et al., 2013; Thomson and Friendship, 2019).
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El EC en cerdos provoca una reduccion en la ganancia diaria de peso y afecta la
eficiencia de utilizacion de los nutrientes (Morales et al., 2014, Renaudeau et
al.,2006). En este estudio la GDP de los animales se recuperd un 15% con la adicién
de Met a las dietas, ademas la relacion ganancia: consumo también mejoré y, por
lo tanto, el comportamiento productivo en los cerdos fue similar entre el tratamiento
TNy los tratamientos EC120, EC140 y EC160. Se ha observado que en condiciones
termoneutrales, la suplementacion con Met en la dieta incrementa la GDP y mejora
la conversion alimenticia en pollos de engorda (Wang et al., 2019) y en lechones
post destete (Chen et al., 2014). Sin embargo la exposicidn crénica al calor altera el
requerimiento individual de AA (especialmente azufrados y de cadena ramificada)
en tejidos especificos, provoca degradacion de la proteina corporal y reduce la
digestion de proteinas (Belhadj Slimen et al., 2016; Rius, 2019). De acuerdo con
Morales etal. (2018 y 2019) cubrir los requerimientos de AA siguiendo la
recomendacion del NRC no es suficiente para satisfacer las necesidades de
mantenimiento y produccion de los cerdos en EC, por lo que una opcion viable es
enriquecer las dietas con AA libres. Lis es el primer amino&cido limitante, Tre es el
segundo aminoacido limitante (Fan et al., 2013) y Val es el quinto (Gonzalez, 2021),
frecuentemente estos AA son deficientes en las dietas para cerdos (NRC, 2012).
En coincidencia con los trabajos de Morales et al. (2018 y 2019), las dietas EC120,
EC140 y EC160 ademas de Met contenian un 20% extra de Lis, Tre y Val lo que
pudo haber contribuido a que no se observaron diferencias marcadas en la

eficiencia productiva de estos cerdos en EC en comparacion con TN.

La disponibilidad de aminoacidos consumidos en la dieta esta relacionada con la
actividad de las proteinas responsables de transportar los aminoacidos a través de
las membranas celulares. La expresion de genes que codifican transportadores
para Met es compleja y puede depender del equilibrio y la disponibilidad de otros
aminoacidos (Zhang et al., 2017). En este experimento ademas de Met las dietas
contenian 20 % extra de Lis, Tre y Val. B° es el principal transportador de Met y
otros AA neutros (Hyde et al., 2003; S. Zhang et al., 2017), b%* es otro transportador
importante para la absorciéon de Met, otros AA neutros y AA cationicos (Arg, Lis),

gue intercambia la salida de un aminoacido neutro por la entrada de un aminoacido
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cationico, ambos transportadores estan ubicados en la membrana apical del
enterocito, mientras que y+L se ubica en la membrana basolateral y puede
transportar Met, otros AA neutros y AA cationicos (Brder, 2008; Mastrototaro et al.,
2016), por lo tanto estos transportadores son los principales involucrados para la

absorcion de Met y del resto de AA esenciales en los enterocitos.

Yeyuno es el segmento principal del intestino donde ocurre la absorcion de
aminoacidos, seguido de ileon y duodeno (Wu, 2013). En el presente estudio, la
expresion relativa del transportador B° en yeyuno fue similar en todos los
tratamientos, sin embargo, en ileon la expresién de B® disminuy6 en los tratamientos
en EC en comparacion con el tratamiento en TN, en coincidencia con Morales et al.
(2020), la expresion de B en ileon fue menor al suplementar todos los AA en forma
libre en los cerdos en condiciones de EC. La menor expresion de B° en ileon podria
relacionarse con la menor altura de vellosidades intestinales en EC100 (Pérez.,
datos no publicados), sin embargo, con la adiciébn de Met se observé la misma
respuesta, probablemente la mayor expresion de este transportador ocurre en
duodeno en comparacion al resto de segmentos intestinales. De manera similar, la
suplementacién de Arg a cerdos en EC incrementd la expresion de B? en duodeno
y se mantuvo sin cambios en yeyuno e ileon (Gonzélez, 2020). La suplementacion
de DL-Met en aves en condiciones de termoneutralidad provocé una mayor
expresion de B° en duodeno y yeyuno (Zhang et al., 2017). Probablemente la
disponibilidad de AA en forma libre en la luz intestinal estimulan la expresion del

transportador, facilitando su rapida absorcion en duodeno (Morales et al., 2015).

El incremento en la expresion de b%* en yeyuno posiblemente ocurrié porque el
consumo de Met en EC fue mayor al adicionar este aminoacido a las dietas, cuando
Met se acumula en el enterocito su salida puede ser a través de este transportador
(Mastrototaro et al., 2016). En condiciones de termoneutralidad se ha observado
que la adicién de Lis, Tre y Met en la dieta incrementa la expresion de b%* en yeyuno
(Garcia et al., 2012). Met y otros AA neutros estimulan la absorcion de AA cationicos
(Mastrototaro et al., 2016), b%* transporta Lys en yeyuno con mayor afinidad al no
depender de Na (Trottier y Manjarin, 2012) y de esta forma se produce el
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intercambio de AA. En algunos estudios se ha reportado que el EC disminuye la
expresion del transportador b®* en yeyuno, cuando los cerdos se exponen a una TA
méaxima de 43-45°C durante las horas mas célidas del dia (Morales et al., 2014), sin
embargo el EC no afecta la expresion del transportador b%* en duodeno y yeyuno,
cuando los animales se exponen a TA de 34-37°C; probablemente la expresion
depende de la intensidad y el tiempo de exposicion al calor (Cervantes et al., 2016).
En este estudio la TA maxima (35.6 °C) no afecté negativamente la expresion de

b%* en yeyuno, ademas la expresion en ileon fue similar en todos los tratamientos.

La expresion relativa del transportador y+L en ileon fue similar en todos los
tratamientos de este estudio. Gonzélez (2020) no observé diferencias significativas
en la expresion de y+L en ileon, al suplementar Arg a cerdos en condiciones de EC.
El transportador y+L intercambia (Arg, Lis e His) por AA de cadena larga: Leu, Met
(Mastrototaro et al., 2016). Sin embargo, la adicion de Lis y el incremento de Met en
las dietas no provocé mayor expresion de este transportador, en condiciones de EC.
La afinidad y la capacidad de los sistemas de transporte varia en los diferentes
segmentos del intestino; los transportadores en yeyuno pueden tener mayor
afinidad, pero menor capacidad para el transporte de Lis, mientras que los
transportadores en ileon tienen menor afinidad pero mayor capacidad de transporte
de Lis (Chiba, 2013).

La concentracion de AA en suero es un indicador de su disponibilidad para el
crecimiento de los animales (Tabiri et al., 2000; Cervantes et al., 2017; Kim et al.,
2020). Esta concentracion depende de su contenido y consumo en la dieta, las tasas
de su sintesis y utilizacién, y de la sintesis de proteinas intracelulares (Wu, 2013).
La CS de AA esenciales (Lis, Leu, Iso, Val, Tre, His y Fen) y Ser fue mayor mientras
que la CS de Met fue menor en los cerdos del tratamiento EC100, esta dieta cubria
el 100% del requerimiento de Met de acuerdo con el NRC. Es probable que en EC
Met se haya convertido en un AA limitante, y que en consecuencia varios de los AA
esenciales hayan sido subutilizados por los cerdos y por ello se hubieran encontrado
circulando en sangre. Ademas se puede inferir que la mayor afinidad de B° para el
transporte de Leu y Val (Mastrototaro et al., 2016) probablemente provoco una
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competencia por el transporte de Met en los enterocitos reduciendo la absorcion de
Met. En algunos estudios en EC se ha observado reducciéon en la CS de Lis y Met,
asi como incremento en la CS de AA de cadena ramificada (Val, Iso, Leu) y Fen
(Morales et al., 2014), en EC también incrementan las CS de Asp, Glu, y Fen
(Belhadj Slimen et al., 2016). Un aumento en las concentraciones plasmaticas de
algunos AA (Leu y Gli) puede indicar un consumo inadecuado de la proteina
dietética que da como resultado una mayor degradacion de las proteinas
intracelulares (Wu, 2013).

Para explicar la limitancia de Met, se ha reportado que, a nivel fisioldgico, los cerdos
en EC se encuentran en un estado de estrés oxidativo (Ross et al., 2015; Pearce
et al., 2012), en el que se incrementa la degradacién de proteinas dafiadas a nivel
celular, derivadas de un aumento de protedlisis y autofagia (Montilla et al., 2014).
Met ademéas de ser un bloque en construccion de proteinas tiene funciones
antioxidantes importantes: asociado a la enzima metionina sulfoxido reductasa A o
como precursor de Cis para la sintesis de glutatiéon (Wu, 2013; Martinez et al., 2017),
por lo que su requerimiento en animales en EC pudiera estar incrementado, y su

deficiencia asociarse a una reduccion en el crecimiento del animal.

Asi también, se ha documentado que la deficiencia de AA azufrados (Met y Cis)
afecta negativamente el crecimiento de la mucosa intestinal, reduce la proliferacion
de células intestinales en cerdos (Bauchart-Thevret et al., 2009). Por lo que también
se observé que cerdos en EC de este mismo estudio presentaron una reduccion en
la altura de vellosidades en duodeno, yeyuno e ileon (Pérez., datos no publicados).
Cuando el consumo de Cis es bajo, un gran porcentaje de Met disponible es
metabolizada via transulfuracion para la formacion de Cis incrementando el

requerimiento de Met (Kohlmeier, 2015).

Una vez que Met se suplementé (niveles de Met de 120, 140 y 160%) se observo
una mayor CS de Met y reduccién en la concentracidon sérica del resto de los AA
esenciales, lo que indicaria que Met dejo de ser limitante y estos otros AA fueron
utilizados para el crecimiento y otras funciones en los animales. Morales et al.

(2019) reportaron una mayor CS de AA esenciales en cerdos en EC, cuando estos
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se afadieron en forma libre a la dieta, esta respuesta ocurriéo porque los AA con
excepcion de Arg se agregaron en 25 % mas en la dieta. El consumo y la forma en
que se agregan los AA en la dieta influyen en la concentracién sérica, porque los
AA en forma libre se absorben rapidamente (Morales et al., 2016c; Yang y Liao,
2019). En este experimento la correlacion positiva entre el consumo y la CS de AA
(Arg y Leu) indica que, si estos AA se hubiesen agregado en mayor cantidad a las
dietas, el consumo y la CS posiblemente se habrian incrementado como ocurrié con
Met. Sin embargo, la adicién de Met, Lis, Tre y Val permitié la homeostasis celular

en los cerdos en EC, sin necesidad de incluir todos los AA esenciales en la dieta.

Met es de los AA mas susceptibles a la oxidacion, convirtiéndose en sulfoxido de
metionina, por su capacidad de atrapar radicales libres puede proteger a las
proteinas del dafio oxidativo (Fan et al., 2013; Yang y Liao, 2019). Met es convertido
a Cis a través de homocisteina o bien homocisteina puede utilizarse para sintetizar
nuevamente Met (Kohlmeier, 2015), la CS de homocisteina fue menor en los cerdos
de los tratamientos en EC (dietas enriquecidas con Met) respecto al tratamiento
EC100, probablemente estos valores explican la transformacion de este metabolito
a Cis. Ademas, Cis permite la sintesis de glutatiébn que es un tripéptido antioxidante
(Le Floc’h et al., 2018), en los animales de este mismo experimento se observé que
la actividad de glutation (GSH) tendié a ser mayor en los cerdos alimentados con

las dietas con adicion de Met (Pérez., datos no publicados).

Con las dietas enriquecidas con Met, la absorcién de Lis por los transportadores b%*
y y+L permitié su disponibilidad para la formacién de proteina muscular, b%* es un
transportador con alta afinidad por Lis y Arg a cambio de la salida de Leu (Broer,
2008; Trottier y Manjarin, 2012). Lis al suplementarse en la dieta posiblemente se
absorbio rapidamente y no compitié con Arg para su transporte ya que la CS de Arg
no disminuyo significativamente como en el caso de Lis. También se observo que
la CS de Leu disminuy6 lo que podria indicar un balance en la CS de los AA de
cadena ramificada, ya que el exceso de Leu incrementa el catabolismo de Iso y Val
(D’Mello, 2003). Los AA ramificados ademas compiten con otros AA (especialmente

triptofano y tirosina) para su transporte a través de las membranas celulares
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(Blachier et al., 2013). En este estudio la CS de Trp y Tir fue similar en todos los
tratamientos, por lo tanto, no afectaron negativamente el transporte y absorcion de
Leu, Iso y Val que se suplemento en la dieta. Leu, Val e Iso participan en la sintesis
de proteinas y la eficiencia energética de estos AA corresponde al 47% en los
animales (Wu, 2013).

La treonina de la dieta se utiliza preferentemente para sintesis de mucina, la
principal proteina que recubre la mucosa intestinal por lo que su requerimiento y
tasas de utilizacion se incrementan (Blachier et al., 2013), sobre todo en condiciones
de EC. Debido a que la mucina se digiere y reutiliza poco (Fan et al., 2013), y a que
Tre constituye cerca del 40% de la mucina, su requerimiento en intestino es alto

(Blachier et al., 2013; Yang y Liao, 2019), lo que podria explicar su menor CS.

En intestino, Fen regula la absorcion de AA, el transporte de este aminoécido
disminuye en presencia de triptéfano y metionina, tal como se observo en este
estudio la CS de Fen disminuy6 con las dietas enriquecidas con Met (Fan et al.,
2013). GIn es abundante en plasma (Wu, 2013), la CS de GIn fue mayor en los
tratamientos en EC, GIn proporciona energia a las células como los enterocitos, que
se dividen rdpidamente (Yang y Liao, 2019). Ser participa en la sintesis de Cis (Wu,
2009), cuando el consumo de proteina es bajo la sintesis de Ser ocurre a partir de
intermedios de glucdlisis donde se produce fosfoserina (Kohlmeier, 2015), el
incremento en la CS de fosfoserina en los cerdos de los tratamientos en EC

enriquecidos con Met podria indicar sintesis de Ser.

Carnosina es un dipéptido formado por histidina y alanina que se encuentra en altas
concentraciones en higado y musculo en mamiferos (Wu, 2013) y también es un
antioxidante (Kohlmeier, 2015), sin embargo su menor CS en los tratamientos
adicionados con Met, pueden evidenciar la mayor capacidad antioxidante de Met.

El &cido a-aminobutirico se deriva principalmente del catabolismo de la metionina,
treonina y serina (Decker etal.,, 1995), probablemente la mayor CS de este
metabolito en los cerdos alimentados con las dietas enriquecidas con Met este

asociado al mayor consumo de Met en estos animales.
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8. CONCLUSIONES

El uso de dietas enriguecidas con metionina para cerdos en condiciones de estrés
por calor permite la recuperacion de la ganancia de peso y la eficiencia alimenticia,

de manera similar a lo que ocurre en condiciones de termoneutralidad.

El nivel de metionina en la dieta modifica la expresion de los transportadores de

aminoacidos, principalmente al incrementar la expresion de b%* en yeyuno.

La adicion de metionina a las dietas incrementa la disponibilidad de los amino&cidos

(Lis, Tre, Val, Leu, Iso, His y Fen) para el crecimiento de los cerdos.

El mejor nivel de suplementacion de metionina corresponde al 20 % por arriba del

requerimiento reportado por el NRC.
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