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RESUMEN

El crecimiento de cerdos es afectado cuando se presentan condiciones de estrés
por calor, dado que el incremento de la temperatura ambiental se asocia principalmente
con una reduccién del consumo de alimento y, por lo tanto, de nutrientes. Existen estudios
que indican que la suplementacién con aminoacidos cristalinos puede ayudar a aliviar los

efectos negativos causados por el estrés por calor.

Arginina es un aminoacido catiénico considerado esencial bajo condiciones de
estrés severo. Es precursor del éxido nitrico (principal vasodilatador) y de poliaminas,

esenciales en la diferenciacion y proliferacién de células en el epitelio intestinal.

Se especula que la inclusion de arginina libre en la dieta de cerdos bajo
condiciones de estrés por calor podria ayudar a corregir problemas asociados al estrés

por calor.

En el presente estudio, veinte cerdos (25.4 = 0.064 kg), alojados individualmente
en condiciones de temperatura ambiente durante el verano de Mexicali, Baja California
(la temperatura ambiental promedio fue entre 30.0 y 36.4°C y una humedad relativa entre
58 y 79%), fueron asignados durante 21 dias a dos tratamientos: 1) cerdos alimentados
con una dieta estandar (Est) y 2) cerdos alimentados con la misma dieta estandar

adicionada con 0.20% de arginina cristalina (Est+Arg).

Aunque las dietas evaluadas mostraron resultados similares del consumo de
alimento (P=0.875), ganancia diaria de peso (P=0.815) y conversion alimenticia
(P=0.896), la frecuencia respiratoria registrada a las 0700 h (temperatura minima del dia)
fue tendencialmente menor (P=0.078), para cerdos alimentados con Est+Arg que para

los cerdos Est (54 vs 69 respiraciones por minuto).

Muestras de sangre tomadas por venipuncién fueron analizadas para evaluar la
concentracion sérica de aminoacidos. Se registr6 mayor concentracion de arginina
(P<0.01), histidina, metionina, treonina, triptofano (P<0.05) y una menor concentracion

de alanina (P<0.05) en los cerdos tratados con Est+Arg que en los cerdos Est.



Muestras de intestino delgado obtenidas al final del periodo experimental de 21
dias, fueron analizadas para evaluar la altura de las vellosidades, profundidad de la cripta
y la expresion de transportadores de aminoacidos y enzimas asociadas a la sintesis de
arginina y poliaminas en mucosa. Los cerdos Est+Arg tuvieron vellosidades con mayor
altura (P<0.05) en los tres segmentos (duodeno, yeyuno e ileon) del intestino delgado

que los cerdos alimentados con Est.

La expresion relativa del transportador de aminoacidos (b°*) en membrana apical
de enterocitos del duodeno fue mayor (P<0.05) en los cerdos alimentados con Est+Arg.
La expresion relativa de las enzimas asociadas a la sintesis de arginina y poliaminas fue

similar (P>0.05) entre tratamientos.

En conclusidn, las dietas suplementadas con arginina cristalina tuvieron un efecto
positivo en la morfologia intestinal, concentracion sérica de ciertos aminoacidos y
abundancia de transportadores en duodeno de cerdos expuestos a estrés por calor, sin
gue se registraran diferencias en variables de eficiencia de crecimiento debidas a esta

adicién de arginina.
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ABSTRACT

The growth of pigs is affected when heat stress conditions occur, because the
increased temperature is mainly associated with reduced feed and nutrient intake. Several
studies indicate that crystalline amino acid supplementation can help alleviate the

negative effects caused by heat stress.

Arginine is a cationic amino acid considered essential under severe stress
conditions. It is a precursor of nitric oxide (main vasodilator) and polyamines, essential in
the differentiation and proliferation of cells in the intestinal epithelium. It is speculated that
the inclusion of crystalline arginine in pig’s diet under heat stress conditions could help

amend problems associated with heat stress.

In this study, twenty pigs (25.4 + 0.064 kg), housed individually in ambient
temperature conditions during the summer in Mexicali, Baja California, (average ambient
temperature was between 30.0 and 36.4 °C and the relative humidity between 58 and
79%), were assigned during 21 days to two treatments: 1).- pigs fed with a standard diet
(Est) and 2).- pigs fed with the same standard diet added with 0.20% crystalline arginine
(Est+ArQ).

Even though evaluated diets showed similar results in feed intake (P=0.875),
average daily weight gain (P=0.815) and feed conversion (P=0.896), the respiratory rate
recorded at 0700 h (by the lowest daily temperature) was tendentially lower (P=0.078) for
pigs fed Est+Arg than for pigs fed Est (values of 54 vs 69 braths per minute).

Blood samples taken by venipuncture were analyzed to evaluate amino acid
concentrations in serum. Serum of Est+Arg pigs had higher concentration of arginine
(P<0.01), histidine, methionine, threonine, tryptophan (P<0.05), and lower concentration
for alanine (P<0.05) than in pigs fed Est.

Samples of the small intestine were obtained at the end of the experimental period
to evaluate villus height, crypt depth and the expression of amino acid transporters and
enzymes associated with arginine and polyamines synthesis in mucosa. Pigs fed Est+Arg
had higher villi (P <0.05) in the three small intestine segments (duodenum, jejunum and

ileum) than pigs fed Est.

Xii



The relative expression of the amino acid transporter (b%*) in apical membrane of
duodenal enterocytes, was higher (P<0.05) in pigs fed with Est+Arg. Relative expression
of enzymes associated with synthesis of arginine and polyamines was similar (P>0.05)

between treatments.

In conclusion, diets supplemented with crystalline arginine had a positive effect on
intestinal morphology, blood serum concentration of certain amino acid and duodenal
abundance of amino acid transporters in pigs exposed to heat stress, however, variables

related to growth efficiency of pigs were similar between diets.
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1. INTRODUCCION

Existe una creciente preocupacion debido a las pérdidas econémicas provocadas
por la temperatura ambiental elevada existente en la Gltima década, no solo en las zonas
tropicales, en las que el problema es recurrente, sino también en las zonas templadas,
en las cuales, el aumento de temperatura es un problema ocasional durante el verano.
Segun la FAO (2010), mas de un 50% de la produccién porcina en el mundo es llevada
a cabo en regiones tropicales o subtropicales, en las que se ha tenido una creciente
demanda de carne de cerdo y un mayor consumo de proteina animal por habitante en

estas regiones.

El estrés por calor ha causado pérdidas econdmicas considerables en Estados
Unidos, Brasil, Australia, ciertos paises de Europa y en otros paises, en donde la

produccion porcina es predominante (St-Pierre et al., 2003).

El estrés por calor puede ser considerado como una acumulacion de calor en un
cuerpo provocado por el contacto con las condiciones ambientales y es incapaz de

mantener una temperatura confort

El proceso de la termorregulacion del cerdo tiende a dificultarse cuando se
encuentran en condiciones de temperatura ambiental elevada, en comparacion con otros
mamiferos, dado que las glandulas sudoriparas de los cerdos son muy pequeiias, lo cual
crea una imposibilidad de perder calor por medio de la sudoracién (Wolp et al., 2012).

El estrés por calor es un factor muy importante en la produccion del cerdo, debido
a que ocasiona efectos como aumento de temperatura corporal (hasta 43°C), reduccién
de consumo de alimento, mayor frecuencia respiratoria (hasta 150 respiraciones por
minuto) y frecuencia cardiaca, ademas de que existe redireccion de su flujo sanguineo
de d6rganos internos a la periferia para favorecer la pérdida de calor (Collin et al., 2001;
Renaudeau et al., 2014; Campos et al., 2017).

Estos efectos negativos ocasionados por el estrés por calor desencadenan
afecciones en el sistema digestivo. El redireccionamiento del flujo sanguineo hacia la

periferia puede llegar a provocar una falta de nutrientes provenientes del flujo arterial,



ocasionando dafio epitelial, hipoxia y atrofia. También, la altura de las vellosidades y
profundidad de criptas tiende a reducirse y, por lo tanto, el area de absorcion de nutrientes
disminuye. Lo anterior se encuentra relacionado a una reduccion de concentracion sérica

de diversos aminoé&cidos (Yu et al., 2010; Pearce et al., 2014; Morales et al., 2016b).

Previos estudios (Patience et al., 2005; Ferreira et al., 2017; Yu et al., 2010; Liu et
al., 2018) indican que aminoacidos cristalinos adicionados a las dietas, ayudan a aliviar
los efectos del estrés por calor en cerdos, creando modificaciones celulares y
moleculares que conllevan a una aclimatacion, hasta cierto grado, al calor. Por ejemplo,
la arginina se convierte en un aminoacido esencial en condiciones de estrés severo, ya
gue participa en el metabolismo de células intestinales y ayuda a la proliferacion celular
al ser precursor de poliaminas, produciendo un probable aumento en la altura de las
vellosidades y criptas mas profundas en el intestino delgado (Flynn et al., 2002; Wu et al.,
2009). También, es precursor de Oxido nitrico, metabolito que tiene funcién de
vasodilatacion y de creatina, formadora de agentes antioxidantes (Hall et al., 2001).

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo obtener informacion de las posibles
respuestas causadas en condiciones de estrés por calor en cerdos en crecimiento, y
determinar si la suplementacion de arginina cristalina puede ayudar a superar la

integridad intestinal causada por el estrés por calor en cerdos en crecimiento.



2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés por calor y sus efectos en cerdos

El estrés por calor (EC) es una alta carga de calor que recibe y acumula el cuerpo
de un individuo provocado por el contacto con las condiciones ambientales y es incapaz

de mantener una temperatura confort (IPCC, 2018).

La exposicion de cerdos a temperaturas ambiente elevadas, mayores a las de su
zona de termoneutralidad (TN) (16 - 24 °C), resulta en la generacién de EC (Noblet et al.,
1994).

El EC tiene como consecuencia importantes cambios en el comportamiento, en
procesos fisiolégicos, inmunoldgicos y metabdlicos de los animales (Horowitz et al., 2004;
Cervantes et al., 2016). La reduccion del consumo de alimento es considerada como un
impacto mayor del EC, debido a su repercusion con un menor consumo de nutrientes,

gue conlleva a un rendimiento desfavorable (Renaudeau et al., 2014).

Se considera que la reduccion del consumo de alimento de animales en
condiciones de EC es una medida consecuente para contribuir a reducir este estrés, ya
que la digestion y el metabolismo de los nutrientes producen calor (Noblet et al., 1994)
gue incrementa la temperatura corporal (hasta >39 °C), que agrava el EC (Renaudeau et
al., 2010).

Se ha reportado que el EC en cerdos puede afectar algunas de sus constantes
fisiol6gicas, por ejemplo, incrementa la frecuencia respiratoria (Patience et al., 2005), el
ritmo cardiaco y el flujo sanguineo periférico (Wilson y Crandall, 2011) en un intento por
disipar el calor y reducir la carga del calor producido dentro del cuerpo (Bernabucci et al,
2009).

El EC provoca una vasodilatacion que incrementa el flujo sanguineo periférico y a
su vez disminuye la irrigacion hacia oOrganos viscerales como intestino delgado,
provocando con ello, que se reduzca la cantidad de oxigeno que llega por el torrente
sanguineo a los organos, dando como resultado una hipoxia (Hall et al., 2001). Por ello,

diversos estudios han indicado que animales bajo condiciones de EC tienden a tener



vellosidades intestinales reducidas en cantidad y altura, asi como la profundidad de la
cripta (Yu et al., 2010; Cui y Gu, 2015).

Este dafio en el epitelio intestinal debido al EC tiene como consecuencia
alteraciones en sus funciones e incremento en la permeabilidad intestinal, lo cual puede
dar paso a agentes infecciosos y toxinas por un dafio estructural (Yu et al., 2010). Asi se
han reportado cambios en la presencia de transportadores de nutrientes (Sonna et al.,
2002; Cervantes et al., 2016), marcadores de estrés oxidativo (Hall et al., 2001) y un
aumento en la sintesis de proteinas de choque térmico (Sonna et al., 2002; Cervantes et
al., 2016), catalogados como cambios en la expresion genética del animal (Sonna et al.,
2002).

Todos estos efectos tienen como consecuencia una afectacion en el rendimiento
y produccion del animal (Liu et al., 2009; Yu et al., 2010). Estas alteraciones se ven
reflejadas en pérdidas econdémicas que afectan a una gran parte de la produccion porcina
en diversas éareas del mundo cuando los cerdos son alojados (temporal o
permanentemente), bajo condiciones de EC (St-Pierre et al., 2003).

Previos estudios han propuesto como estrategia el uso de aminoacidos (AA)
cristalinos para ayudar a mitigar algunos de estos efectos negativos producidos por el EC
(Li et al., 2007; Wu et al., 2009). El uso de AA cristalinos tiene como finalidad reducir los
niveles de proteina en el alimento, que es uno de los principales componentes
generadores de calor de la digestion (Ferreira et al., 2007). Ademas, los AA cristalinos se
absorben a una velocidad relativamente rapida al entrar al tracto intestinal (Frenhani y
Burini, 1999), lo cual puede reducir la pérdida de AA enddgenos causada por el EC
(Morales et al., 2016a).

2.2. ¢Qué son los aminoacidos?

Los AA son moléculas que se unen para formar péptidos y proteinas. Se conocen
20 AA que forman parte estructural de las proteinas (McDonald et al., 2010). Los AA

tienen en su estructura general al menos un grupo amino (-NH2), un hidrégeno (-H), un



grupo carboxilo (-COOH), y una cadena lateral (-R) especifica para cada AA (McDonald
et al., 2010).

Los AA se clasifican de acuerdo a las necesidades fisioldgicas de los animales, en
esenciales y no esenciales. Los AA esenciales no pueden ser sintetizados por el
organismo en las cantidades que el mismo requiere. Esto implica que estos AA deben
ser obtenidos o proporcionados en las dietas (McDonald et al., 2010). Los AA esenciales
para la mayoria de los animales son: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina. En el caso de arginina e histidina, el
animal puede sintetizarlos, pero en cantidades insuficientes para satisfacer los

requerimientos nutricionales (McDonald et al., 2010; Rezaei et al., 2013).

Los AA no esenciales son aquellos que el animal si puede sintetizar en cantidades
requeridas por el organismo. Estos no requieren ser proporcionados en las dietas (Rezaei
et al., 2013; Wu et al., 2013), pero son adicionados debido a que forman parte de las
proteinas en los nutrientes. Los AA no esenciales son: alanina, asparagina, aspartato,
cisteina, glicina, glutamato, glutamina, prolina, serina y tirosina (McDonald et al., 2010;
Rezaei et al., 2013).

Algunos AA son considerados funcionales al participar en la sintesis de hormonas,
como tetrayodotironina (Ts4) y catecolaminas (Heger et al., 2003; Wu et al., 2009),
precursoras de moléculas (otros AA, antioxidantes, NO, poliaminas, hormonas y
enzimas), expresion y regulacion génica (transcripcion y estabilizacion de mRNA e
incremento o disminucion de la traduccién) (Wu et al., 2009), intermediarios metabdlicos

(ciclo de la urea, ciclo de Krebs y glucdlisis) (Wu et al., 2009; Kiriyama y Nochi, 2016).

2.3. Aminoacidos en cerdos expuestos a estrés por calor

Se ha reportado que en cerdos expuestos a EC se reduce la altura de las
vellosidades intestinales (Liu et al., 2009; Yu et al., 2010) lo que puede modificar en la

expresion de sus transportadores de AA en epitelio intestinal (Morales et al., 2014b;



Cervantes et al., 2016); y que estos cambios, ademas pueden alterar la concentracion
sérica (CS) de AA (Morales et al., 2014b; Morales et al., 2016b).

Arginina y metionina son AA importantes involucrados en el sistema antioxidante
celular, al ser dos de tres precursores de la creatina, que aumenta la capacidad
antioxidante de la célula, misma que ha sido medida como actividades equivalentes de

la catalasa y el superoxido dismutasa (Lawler et al., 2001).

La metionina también es reconocida como un antioxidante, ya sea como un AA
libre o como parte de las proteinas mitocondriales ricas en metionina (Moskovits et al.,
2001; Schindeldecker y Moosmann, 2015).

Las mitocondrias son organelos, en donde la mayoria de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) es producida. La reduccion de la altura de las vellosidades intestinales en
cerdos EC ha sido asociada a un incremento en la produccién de ROS y estrés oxidativo
(Pearce et al., 2014). Aparentemente la disminucion de la altura de las vellosidades
intestinales, el incremento del estrés oxidativo y la modificacion en las CS de arginina y

metionina en cerdos EC se encuentran interrelacionadas (Morales et al., 2016).

El suministro de arginina y metionina en la dieta puede ser critico en cerdos
durante el periodo en que se aclimatan al EC en los primeros 8 a 10 dias de exposicion
a temperatura ambiental alta (Ross et al., 2015).

El uso de algunos AA involucrados en las modificaciones moleculares y celulares
relacionadas con la aclimatacion de cerdos a EC, como es en este caso el estrés
oxidativo, puede reducir su disponibilidad para el crecimiento muscular. Esto podria
agravar la disminucién provocada por la reduccién del consumo voluntario de alimento.
Uno de estos AA involucrados es la lisina, cuya absorcion es de alta importancia en
cerdos, debido a que es el primer AA limitante en la mayoria de las dietas (McDonald et
al., 2010).

Se cree que la arginina puede ayudar a mitigar los efectos causados por el EC en
epitelio intestinal, ya que es un precursor importante para la sintesis de poliaminas

estimulantes de la proliferacion de células intestinales (Wu et al., 2009).



Debido a que el EC parece que disminuye la integridad intestinal en los cerdos
(Pearce et al., 2013), se especula que la reduccion de las CS de arginina en cerdos en
EC, reportada por Morales et al. (2016b), es causada por su mayor uso como un intento
de mantener un crecimiento normal e integridad de las vellosidades intestinales. Esto
permite sugerir que puede haber demanda de arginina en el intestino de los cerdos EC

durante la digestion y los estados de absorcion.

2.4. Arginina

La arginina es un AA condicionalmente esencial, utilizado por todas las células,
que juega un rol importante en las funciones metabdlicas y de regulacion de la

homeostasis (Flynn et al., 2002).

La sintesis y catabolismo de arginina en tejidos especificos estan condicionadas a
la presencia de arginina succinato sintasa y arginasa, pero solo hepatocitos periportales
y ciertas areas del cerebro, poseen las enzimas requeridas para el reciclaje de arginina
y la sintesis de urea (Meijer et al. 1990). El intestino actia como un usuario de arginina,
debido a que posee las enzimas arginasa y ornitina transcarbamilasa (Herzfeld y Raper
1976).

A principios del siglo XX, se creia que arginina era formada en el higado de los
mamiferos; sin embargo, actualmente se considera que existe un balance negativo de
arginina por medio del ciclo de la urea hepatica, ya que el higado contiene una alta
actividad de arginasa para hidrolizar arginina en urea y ornitina (Wu y Morris, 1998; Wu
et al., 2009). Li et al. (2008), encontraron en ratones que las concentraciones de arginina
en hepatocitos son muy bajas (0.03-0.1 mM) comparado con otros AA (0.5-10 mM).

Existen multiples rutas metabdlicas que utilizan arginina, las cuales son iniciadas
por la actividad de arginasa, arginina:glicina amidinotransferasa, 0xido nitrico sintasa
(ONS) y arginina descarboxilasa, teniendo como productos ornitina, guanidinoacetato,

oxido nitrico (ON) y agmatina (Flynn et al., 2002; Morris 2006).



En mamiferos adultos, la sintesis endégena de arginina implica el eje intestinal-
renal (Wu y Morris, 1998). Citrulina es sintetizada a partir de glutamina, glutamato y
prolina en mitocondrias de los enterocitos, posteriormente es liberada del intestino
delgado y llevada primeramente a los rifiones para la produccién de arginina. La citrulina
es rapidamente convertida en arginina en casi todas las células, incluyendo adipocitos,

macrofagos células endoteliales, enterocitos, neuronas y miocitos (Wu y Morris 1998).

Dentro de las células, la conversion de citrulina a arginina via arginina succinato
sintasa (ASS) y liasa es la Unica ruta para la utilizacion de citrulina (Wu y Morris 1998).
Animales con rifiones funcionales tienen altos niveles de sintesis de arginina a partir de

citrulina enddgena y exdgena (Wu et al., 2004).

El metabolismo de la arginina en el enterocito permite remover el exceso de
arginina, al igual de que el higado tiene una alta capacidad para el transporte y
metabolismo de arginina (De Bandt et al., 1990). EI metabolismo de arginina en los
intestinos debe ser visto como un medio para limitar el suministro de arginina al higado,
lo que limita la ureagénesis cuando la ingesta de proteina es baja (Cynober, 1994). El
metabolismo de la arginina y ornitina en enterocitos puede participar en el soporte de la

morfologia y funcion intestinal por la sintesis de poliaminas y ON (Cynober, 1994).

Arginina constituye de 5-7% del total de AA en las dietas y es absorbido
principalmente en yeyuno e ileon del intestino delgado (Pahlavani et al., 2017).
Cantidades sustanciales de arginina administrada de forma oral, no alcanzan a ingresar
en la circulacién sistémica en adultos (humanos, ratas y cerdos), debido a que 40% de
arginina de las dietas es metabolizada por el intestino delgado (Castillo et al., 1993; Wu
et al., 2007). En contraste, existe una pequefia actividad de arginasa (convierte arginina
en ornitina y urea) en los enterocitos del intestino delgado, por lo que la mayor parte de
lo absorbido de la arginina de la dieta, que no es utilizada localmente para sintesis

proteica, puede entrar a la vena porta (Wu et al., 1996).

Debido a que arginina es un precursor nitrogenado para la sintesis de ON con

participacion de la enzima ONS, regula rutas metabdlicas vitales (Jobgen et al., 2006),



por lo que existe un creciente interés en la utilizacion de arginina mas alla de la sintesis
de proteinas (Morris, 2007; Rhoads et al. 2008; Yao et al., 2008).

2.5. Transporte de arginina en células

Los AA de las proteinas consumidas en el alimento, son absorbidos en el intestino
delgado por transportadores de AA (Lin et al., 2015), que se encuentran en la membrana
apical de los enterocitos, los cuales tienen diferentes mecanismos de transporte de las
moléculas, dependiendo del tipo de transportador.

Estos transportadores en los enterocitos dan paso a su vez a otras moléculas,
tales como sodio, potasio, otros AA y agua celular. Una vez localizados los AA en el
interior de los enterocitos, son liberados hacia el torrente sanguineo por los
transportadores ubicados en la membrana basolateral, para posteriormente ser
distribuidos a diferentes tejidos para realizar sus diferentes funciones, tales como sintesis
de proteinas, pero eventualmente también generacion de energia y/o ser precursores en
la sintesis de otras moléculas (Liao et al., 2009). Algunos de estos AA en forma libre

pueden ser reabsorbidos en diferentes 6rganos (Lin et al., 2015).

El transporte de arginina en las células involucra la participaciéon de
transportadores del sistema y+, los cuales tienen una alta afinidad, transportador
independiente de sodio, asi como también transportadores b%*, B0, y+L, dependientes
de sodio (Figura 1) (Grillo et al., 2008).



Apical

Basolateral

AA+

AA0Q

Figura 1. Sistemas de transporte de arginina en enterocitos: b®* (color verde) y BO (color
morado) en el area apical. El transportador y+L (color rojo) se observa en el area
basolateral. AA+, aminoacidos catidnicos; AAO, aminoacidos neutros; y Na*, sodio
(Palacin et al., 2005).

2.6. Sistema b%*AT/RBAT

El transportador b%* (SLC7A9) participa en el transporte de cisteina, AA neutros y
dibasicos (catidnicos) de alta afinidad e independientes de sodio (Palacin et al., 1999) no
obstante este sistema también es dependiente de sodio (Van Winkle et al., 1985). Aunque
este sistema tiene una especificidad amplia, prefiere AA benzenoides, leucina, isoleucina,

triptéfano y fenilalanina, sobre los AA cationicos (Van Winkle et al., 2005). Este sistema
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de transportadores de AA tiene una caracteristica particular que lo hace capaz de formar

gradientes con cambios de concentraciones de sodio y potasio (Van Winkle et al., 2005).

La respuesta aguda de los cerdos hacia el EC se encuentra asociada con la
expresion reducida de b%*, con una consiguiente reducida concentracion de lisina en
suero, y, ademas, con un incremento de la expresion de HSp90 en cerdos (Morales et
al., 2014).

2.7. Sistema BO AT-1

El transportador de AA neutral BO (SLC6A19) se localiza exclusivamente en la
membrana apical del enterocito y tiene preferencia por leucina, isoleucina y valina (Broer,
2008), que son AA importantes que participan en la regulacién de la sintesis de proteinas
(Miyasaki y Esser, 2009).

El transportador BO tiene como funcion principal mediar la reabsorcién epitelial de
AA neutros en la membrana apical y se encuentra principalmente en intestino delgado y
rinones (Broer, 2008). Este transportador es dependiente de sodio y cloruro (Seow et al.,
2004). Requiere de ACE2 (Enzima convertidor de angiotensina 2) en el intestino y de
CLTRN (Colectrina, regulador de transporte de AA) en los rifiones para su expresion en
la superficie celular y su actividad como transportador (Camargo et al., 2009; Fairweather
et al., 2015).

2.8. Sistema y+L-1/4F2HC

El transportador y+L (SLC7A7) es heteromérico y participa en la absorcion,
independiente de sodio, de AA dibasicos (catidnicos) y en la absorcién dependiente de
sodio, de algunos AA neutros (Broer et al., 2000; Fotiadis et al., 2013). Requiere de la
coexpresion con SLC3A2 / 4F2HC para mediar la absorcion de arginina, leucina y
glutamina (Palacin et al.,, 2005). También actia como un intercambiador de
arginina/glutamina, siguiendo un mecanismo antiporte para el transporte de AA,

influyendo en la liberacién de arginina a cambio de AA extracelulares (Torrents et al.,
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1998). Tiene un papel en la sintesis de ON en las células endoteliales a través del
transporte de L-arginina y participa en el transporte de L-arginina en monocitos
(Arancibia-Garavilla et al., 2003; Rotoli et al., 2004).

El transporte de arginina se encuentra inhibido fuertemente por lisina, leucina,
glutamato, histidina y metionina, en presencia de sodio. También es inhibido por la
proteina quinasa C (PKC) y forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). La inhibicién de la
captacion de arginina y leucina ocurre cuando SLC3A2 / 4F2HC se trunca el extremo C
o cuando existe una mutacion en residuos criticos dentro de los 15 AA terminales (Pfeiffer
et al., 1999; Rotmann et al., 2007).

2.9. Sintesis de poliaminas

Las poliaminas son moléculas policationicas nitrogenadas, esenciales para la
proliferacion, diferenciacion, migracion y reparacion celular en el epitelio intestinal, y se
encuentran involucradas en sintesis de proteinas en funciones biolégica como la
sefalizacion transduccional y expresion genética (Grillo 1985; Pegg 1986; Wang, 2005;
Flynn et al., 2009).

Arginina es considerado como el principal sustrato para la sintesis de poliaminas
(Wu et al., 2009), de las cuales putrescina, espermidina y espermina son las principales

poliaminas sintetizadas.

La sintesis de poliaminas se encuentra asociada al ciclo de la urea, en donde, a
partir de citrulina por medio de la enzima arginina-ASS se produce arginina succinato.
Posteriormente la enzima arginina succinato liasa (ASL) produce fumarato y arginina (Wu
et al., 2009).

Por accién de la enzima arginasa, arginina produce urea y ornitina. Otra via
productora de ornitina es cuando arginina se convierte en agmatina, por medio de la
arginina descarboxilasa, para posteriormente, por accion de la enzima agmatinasa, se

produzca ornitina. Posteriormente, ornitina es convertida en putrescina por accion de
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ornitina descarboxilasa (ODC), considerada como la enzima limitante en la sintesis de
poliaminas (Cynober, 1994; Wu et al., 2009).

La ODC en la mucosa del intestino delgado tiene una actividad basal alta
comparado a otros tejidos (Pegg 1986). ODC es asociada células maduras de la punta
de las vellosidades y a la proliferacion de células en la cripta, sugiriendo participacion en

diferenciacion y proliferacion celular (Johnson et al. 1989).

Putrescina es convertida en espermidina por la accion de aminopropil-transferasa
sobre un grupo amino (espermidina sintasa). Después, una segunda enzima idéntica
(espermina sintasa) aflade una propilamina a la espermidina, formando espermina. La
fuente de los grupos de propilamina es S-adenosil metionina (Cynober, 1994; Wu et al.,
2009).

Para la degradacion de estas poliaminas, la enzima espermidina / espermina-N?-
acetiltransferasa (SSAT) acetila los grupos de propilamina que fueron agregados,
produciendo asi una reduccion en las cargas de las poliaminas, lo que permite que ocurra
una interaccion con moléculas de carga negativa como el RNA y DNA (Wang et al., 2004;
Pegg et al., 2008). SSAT es una enzima primordial para la regulacion en la concentracién
de las poliaminas (Wang et al., 2004).
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Figura 2. Ruta metabdlica para la sintesis de arginina y poliaminas. ADC, arginina
descarboxilasa; AGAT, arginina-glicina amidinotransferasa; ASL, arginina succinato
liasa; ASS, arginina succinato sintasa; NOS, Oxido nitrico sintasa; OAT, ornitina
aminotransferasa; ODC, ornitina descarboxilasa; P5CDH, pirrolina-5-carboxilato
deshidrogenasa; P5CS, pirrolina-5-carboxilato sintasa; SSAT, espermidina/espermina-
Ni-acetiltransferasa (Wu et al., 2009; Lam et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

La mayoria de la produccién porcina en México es llevada a cabo en condiciones
de temperatura ambiental elevada al menos durante el verano, cuando los animales
padecen estrés por calor. En consecuencia, es necesario buscar medidas nutricionales

para reducir los efectos negativos producidos en los cerdos por esta condicion.

Estudios previos demuestran que incluir aminoacidos cristalinos en la dieta de los
cerdos puede mejorar algunos de los efectos negativos producidos por el estrés por calor.
En este contexto, arginina como aminoacido funcional podria ayudar a mantener la
estructura del epitelio intestinal, asi como favorecer la absorcion de los nutrientes en
intestino delgado. Sin embargo, no existen estudios en que se haya suplementado

arginina a cerdos expuestos a temperaturas ambientales altas.

3.1. Hipotesis

Las dietas suplementadas con arginina cristalina incrementan la expresion de
transportadores de aminoacidos y enzimas asociadas a la sintesis de poliaminas, lo que
se asocia con un incremento en la altura de las vellosidades del intestino delgado de

cerdos en crecimiento criados en condiciones de estrés por calor.
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3.2. Objetivos del trabajo

3.2.1. Objetivo general

Determinar la contribucién de la suplementacion de arginina cristalina en los
parametros productivos; disponibilidad de aminoacidos en suero; expresion de
transportadores de aminoacidos y enzimas para la sintesis de poliaminas; y
caracteristicas morfolégicas del epitelio intestinal de cerdos en crecimiento

criados en condiciones de estrés por calor.

3.2.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la arginina suplementada en el consumo de alimento,
ganancia de peso Y eficiencia alimenticia de cerdos en etapa de crecimiento
criados en condiciones de estrés por calor.

Analizar el efecto de la arginina suplementada en la concentracion de
aminoacidos en suero sanguineo y el rendimiento de cerdos en estrés por
calor.

Evaluar el efecto de la arginina suplementada en las caracteristicas
histol6gicas de la mucosa en los tres segmentos (duodeno, yeyuno e ileon) del
intestino delgado.

Evaluar el efecto de la arginina suplementada en la expresion relativa de
transportadores de aminoacidos y enzimas asociadas a la sintesis de arginina
y poliaminas en tres diferentes segmentos del intestino delgado (duodeno,

yeyuno e ileon).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar del experimento

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Fisiologia y Metabolismo
Animal del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California,
ubicado en la carretera a Delta s/n en el Ejido Nuevo Leon, en Mexicali California, México.
La situacion geografica del campus corresponde a los 32° 24' latitud Norte y 115° 11’

longitud Oeste, con una altitud de 8.2 msnm.

4.2. Instalaciones y distribucion

El experimento se realizé durante la época de verano (julio y agosto) de 2018 y
tuvo una duracion de 21 dias. La temperatura ambiental en esa época fluctué entre 26 y
45°C por dia (CONAGUA, 2018). Todos los cerdos fueron alojados individualmente en
corrales de piso elevado de 1.44 m?, en una nave techada, expuesta a las fluctuaciones
naturales de temperatura ambiental. Cada corral estuvo equipado con comederos de un
solo orificio y bebedero de chupdn, a través de los cuales se suministro el alimento y agua

ad libitum.

La temperatura ambiente y la humedad relativa, dentro de los cuartos de los
animales, fueron registradas a traves de un dispositivo Hygro-thermographs
(Thermotracker Inc., E.U.A.) configurado para registrar las variables cada hora durante

todo el experimento.

4.3. Animales, dietas y procedimiento experimental

Los cerdos utilizados en el presente estudio fueron manejados de acuerdo a los
lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana de cuidado animal (NOM-062-
Z00-1999, 2001). Ademas, el protocolo del estudio fue aceptado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma
de Nuevo Ledn (UANL).
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Se utilizaron 20 cerdos de cruza terminal (Landrace x Hampshire x Duroc) con un
promedio de 2 meses de edad y un peso inicial de 25.4 + 0.64 kg. Los cerdos fueron
distribuidos completamente al azar con 10 réplicas por cada grupo; bloqueados por su
peso vivo inicial, sexo y edad. Fueron alojados de forma individual en corrales con una
medida de 2.4 m?, equipado con un comedero y bebedero de chupén. El alimento y el

agua fueron suministrados ad libitum.

Uno de los grupos de cerdos fue alimentado con una dieta estandar (Est), mientras
que el otro grupo fue alimentado con la misma dieta, pero suplementada con arginina
cristalina (Est+Arg) (Cuadro 1). La dieta Est fue formulada y estandarizada para el rango
del peso corporal de 25-50 kg. En la dieta, se incluyo trigo y harina de soya, ademas se
suplementé con Lisina, Metionina, Treonina y Triptofano libre para cumplir con los
requerimientos de aminoacidos de digestibilidad ileal estandarizada del National
Research Council (NRC, 2012).
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales (As Is Basis).

Tratamientos 2

Ingrediente, % Est Est+Arg
Trigo 84.43 84.22
Pasta de soya, 48 % 11.50 11.50
L-Lisina « HCI 0.80 0.80
L-Treonina 0.26 0.26
DL-Metionina 0.11 0.11
L-Triptofano 0.02 0.02
L-Leucina 0.16 0.16
L-Arginina-HCI - 0.20
Carbonato de Ca 1.32 1.32
Fosfato dicalcico 0.65 0.65
Sal iodada 0.35 0.35
Premezcla Vit & Min P 0.40 0.40

@ Tratamientos: Est, dieta estandar; Est+Arg, dieta estdndar + Arg afadida.

b Suministré 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 dieta con suplementacién de arginina (Est+Arg) fue elaborada a partir de la
dieta estandar, a la cual se le agregd 20% de arginina cristalina. Este nivel suplementario
fue elegido para compensar la reduccion del consumo de arginina que se registra, cuando
los cerdos con EC reducen su consumo alimentario voluntario entre un 20 y un 40%
(Morales et al., 2015). Ambas dietas fueron formuladas para tener los mismos niveles de
AA calculados considerando la digestibilidad ileal estandarizada de cada uno de ellos

(NRC, 2012), excepto los niveles de arginina en Est+Arg.
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Todos los animales fueron pesados y se registrd el consumo de alimento para
calcular la ganancia de peso y la eficiencia alimenticia para cada semana durante los 21
dias que dur6 el experimento. El registro de los pesos de animales y alimento se realizé
utilizando una bascula digital con capacidad de 200 kg y una division minima de 500 g
(EQM 200, Torrey, México).

Durante el experimento, fue tomada la frecuencia respiratoria cada tercer dia de 3
cerdos por tratamiento. La frecuencia respiratoria se tomo a las 0600 h cuando se registra
la temperatura mas baja, y también en la tarde, a las 1600 h, con la temperatura mas alta
en el dia.

4.4. Toma de muestras

El dia 18 de la etapa experimental, a las 1600 h, se tomaron muestras de sangre
de los cerdos por la técnica de puncién de la vena yugular externa. Para realizar esta
toma de muestra, se lazé el animal y se le levantd la cabeza, exponiendo el cuello. Se
extrajo la sangre utilizando una aguja hipodérmica desechable de 40 x 1.2 mm, adaptado
a un aplicador de aguja, para depositar la sangre en un tubo Vacutainer (BD Vacutainer,
Franklin Lakes, NJ, USA) estéril, sin anticoagulante.

Cinco cerdos de cada tratamiento, ayunados por 12 horas fueron sacrificados al
final de la prueba de 21 dias. Se utiliz6 un aturdidor eléctrico (Aturdidor Best & Donovan,
Cincinnati, Ohio, USA) con voltaje de 630 V durante 3 segundos, procediendo enseguida
a la exsanguinacion (Cervantes et al.,, 2016). Posteriormente, los cerdos fueron

eviscerados.

Para el analisis molecular se tomaron muestras de mucosa de duodeno, yeyuno e
ileon, las cuales fueron colectadas utilizando portaobjetos para raspar el tejido y
almacenarlos en microtubos de 2 ml. Las muestras fueron congeladas inmediatamente

en nitrégeno liquido a -192 °C.

Para el analisis de morfologia intestinal, se colectaron dos muestras (corte

longitudinal y transversal) de aproximadamente 10 cm por segmento del intestino, las
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cuales fueron lavadas con solucion salina y almacenados en tubos cénicos de 50 ml con

formol bufferado al 10% a temperatura ambiente hasta su analisis.

El proceso de colecta de muestras de las visceras tomo alrededor de 10 minutos.
Al final del muestreo, las muestras fueron transportadas al laboratorio de Nutrigendémica
del Instituto de Ciencias Agricolas de la UABC y las muestras en nitrégeno fueron

almacenadas a -82 °C para su posterior analisis.

4.5. Andlisis de composicion quimica de las dietas

Para el andlisis de aminoacidos y de composicion quimica del alimento, se
tomaron el dia de su preparacion, tres muestras representativas de cada dieta y se

almacenaron a 4°C en un refrigerador.

Las tres muestras de cada dieta fueron transportadas al Laboratorio de Nutricion
y Calidad de Alimentos de la Facultad de Agronomia de la UANL. De las muestras
colectadas de las dietas, fueron realizados los analisis de acuerdo a la metodologia de la
AOAC (2005) tal como fue descrita por Vasquez (2014):

Humedad (método 930.15, AOAC): el contenido de materia seca de las dietas fue

obtenido mediante el método de secado en estufa de aire a 103 °C hasta obtener un peso

constante de la muestra.

Cenizas (método 942.05, AOAC): el contenido de cenizas fue obtenido al incinerar

la muestra a 550 °C en una mufla Lindberg (Thermo Scientific, Waltham, MA) durante 4

horas, midiendo el residuo después de la incineracion.

Grasa (método 942.05, AOAQ): el contenido de grasa o extracto etéreo se midio
utilizando un extractor de grasa ANKOM XT10 (ANKOM Technology, Macedon, NY) y

éter de petréleo, en donde se extraen triglicéridos de la muestra.

Energia bruta: la cantidad de energia en las dietas fue determinada con una bomba

calorimétrica (Adiabatic Calorimeter 1241, Parr Instrument Company, Moline, IL, USA), la
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cual cuantifica el calor después de la combustion de la muestra al someterse a oxidacion.

El contenido de energia bruta fue calculado de acuerdo a (Urriola et al., 2014).

Fibra detergente neutro, fibra detergente acido vy lignina: el contenido de fibra

detergente neutro y fibra detergente acido fue determinado de acuerdo a la metodologia
de Van Soest et al. (1991), empleando un analizador de fibora ANKOM 29%° (Ankom
Technology, Macedon, NY) con una tecnologia de bolsas filtrantes. El contenido de

lignina acido detergente fue realizado de acuerdo a la metodologia de Ramirez (2007).

Proteina cruda (metodologia 2001.11, AOAC): la proteina cruda fue determinada

por el método Kjeldahl, el cual mide el contenido de nitrégeno total en la muestra. La
muestra pasa por un proceso de digestion a 420°C durante aproximadamente 2 horas
con &cido sulfurico, seguido de una destilacibn con hidréxido de sodio, para
posteriormente realizar una titulacién con acido bérico y una solucién indicadora Rojo
Metilo-Verde bromocresol. El contenido de proteina cruda fue calculado de acuerdo a la
metodologia de la AOAC (2005).

4.6. Analisis de aminoacidos en suero sanguineo y dietas

Las muestras de sangre de todos los cerdos del experimento fueron trasladadas
al Laboratorio de Nutricibon Animal del Instituto de Ciencias Agricolas y fueron
centrifugadas (Megafuge 1.0 Centrifuge, Baxter Scientific Heraeus Instruments, Thermo
Scientific, CA, USA) a 3000 x g, a 4°C por 10 minutos para separar el suero del coagulo
con pipetas de transferencia desechables de 2 ml. Se colect6 1 ml de suero y se
almacend en criotubos de 2 ml a -20 °C. Los tubos con suero colectado se enviaron a un

laboratorio externo para liofilizar (Llames y Fontaine, 1994).

Las muestras liofilizadas de suero y una alicuota de las muestras de las dietas
fueron enviadas a un laboratorio en la Universidad de Missouri, USA, para determinar el
contenido de aminoacidos mediante cromatografia liquida de alta resolucion de

intercambio i6nico (HPLC por sus siglas en inglés), método 98.30 (AOAC, 2005).
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4.7. Analisis de morfologia intestinal

Las muestras de tejido intestinal almacenadas en formol bufferado en PBS al 10%
fueron utilizados para analisis histolégico mediante el método de parafina estandar, y una
tincion de hematoxilina y eosina (Luna, 1968; Villalobos, 2018), el cual fue realizado en
el Laboratorio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario UANL, en Monterrey,

México.

Previo al envio, se realizaron dos cortes de las muestras transversales y un corte
longitudinal de la muestra de cada segmento del animal. Los tres cortes fueron puestos
en una capsula histoldgica de inclusion para biopsias y tejidos, identificados por animal y
cerrados herméticamente, después fueron colocados en un bote de plastico con tapa
relleno de formol bufferado para su traslado. El proceso histolégico fue llevado a cabo de

la siguiente manera:

Las muestras en las capsulas histoldgicas fueron deshidratadas utilizando bafios
de alcohol etilico a diferentes concentraciones usando un procesador automatico con

sistema al vacio (Cuadro 2).

Cuadro 2. Protocolo de deshidratacion de las muestras de tejido intestinal.

Paso Solucién Tiempo (h)
1 Alcohol etilico 70% 12
2 Alcohol etilico 70% 12
3 Alcohol etilico 80% 1
4 Alcohol etilico 90% 1
5 Alcohol etilico 100% 1
6 Alcohol etilico 100% 1
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Después de la deshidratacion de las muestras del tejido intestinal, se llevo a cabo

una aclaracién con xilol, procediendo de acuerdo al protocolo sefialado en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Protocolo de aclaracion con xilol de las muestras de tejido intestinal.

Paso Solucién Tiempo
1 Alcohol — xilol (50% - 50%) 1
2 Xilol 1
3 Xilol 1

Posterior a la aclaracion con xilol, se sumergieron las capsulas en parafina liquida
para embeber las muestras de tejido y se dejaron enfriar. Las capsulas con las muestras
embebidas en parafina fueron colocadas en un micrétomo para hacer cortes de
aproximadamente 4 um de grosor. Estos cortes se suspendieron por flotacién en un bafio

Maria con agua a 40-45 °C y luego fueron colocados con cuidado en un portaobjetos.

Posteriormente, los portaobjetos con los cortes fueron llevados a un proceso de
desparafinacion con xilol e hidratacion con una serie de soluciones de etanol en diferentes
concentraciones, para finalizar con un proceso de tincién con hematoxilina y eosina

(Luna, 1968). El protocolo se detalla en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Protocolo de tincion (hematoxilina y eosina) de los tejidos intestinales.

Paso Solucioén Tiempo (min)

1 Alcohol - xilol 5

2 Alcohol 100% 2

3 Alcohol 96% 2

4 Agua destilada 2

5 Hematoxilina de Harris 1

6 Agua de grifo 1

7 Agua destilada 2 inmersiones
8 Alcohol 4cido 2 inmersiones
9 Agua destilada 2

10 Agua amoniacal 1 inmersion rapida
11 Agua destilada 1

12 Eosina 1

13 Alcohol 96% 2 inmersiones
14 Alcohol 96% 2 inmersiones
15 Alcohol 100% 2 inmersiones
16 Etanol — xilol 2

17 Xilol 2

18 Xilol 2

Los cortes tefiidos en el portaobjetos fueron sellados con una resina sintética y
fueron cubiertos con un cubreobjetos; y se dejo reposar para su posterior proceso que

fue la visualizacion en el microscopio.

La observacion de los cortes tefiidos fue llevada a cabo con un microscopio optico
de la marca Primo Star Zeis (HBO, México) en el Laboratorio de Inmunologia de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UANL.
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Se llevo a cabo la toma de fotografias con una camara PowerShot G10 de la marca
Canon montada en el microscopio de tal forma que en la imagen se pudieran visualizar
las vellosidades y criptas del intestino delgado con un aumento de 4X. Estas imagenes
fueron almacenadas en formato JPEG en una memoria SD de 32 GB y descargadas a

una computadora para su posterior analisis.

4.8. Medicién de alturay ancho de vellosidades y profundidad de la cripta

Las imagenes de cada segmento del intestino delgado de los animales
descargadas a la computadora fueron utilizadas para medir la altura y ancho de las
vellosidades y la profundidad y ancho de las criptas. Para ello, fue utilizado el software
Image J2 (Curtis et al., 2017), el cual permitié utilizar una escala para calcular las
mediciones de pixeles a mm, tal como fue descrito por Vasquez (2018).

El primer paso consistio en abrir la imagen con las vellosidades a medir, utilizando
el comando Ctrl + O para seleccionar la imagen y descargarla en el programa. El segundo
paso fue establecer la escala, por medio de seleccionar la longitud de una vellosidad
promedio (Figura 3) utilizando la opcion de “Linea” en la barra de herramientas. Para ello,
se abrio la opcion de “Establecer escala” que se encuentra en el apartado de “Analizar”,
de la barra de herramientas, registrando la distancia conocida (8601.51 pixeles/mm) y la

unidad de la longitud (mm), activando la opcién de “Global” (Vasquez, 2018).

Establecida la escala, se procedié a realizar las mediciones de las longitudes
seleccionadas usando el comando de Ctrl + M, abriendo una lista con las mediciones
realizadas, las cuales fueron exportadas a un archivo de Excel (Microsoft Office, 2013)
para su posterior analisis estadistico.

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. Es decir, se

midieron un minimo de 20 vellosidades y 40 criptas por animal.

Ademas, se calculé la relacién vellosidad:cripta (V:C) para determinar la

arquitectura de la vellosidad.
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Figura 3. Ejemplo de medicién de la longitud (flecha amarilla) y profundidad de cripta
(flecha azul), de una vellosidad seleccionada, utilizando el programa Image J de un corte
histolégico de intestino delgado. Las flechas negras indican ancho de la vellosidad y

cripta.

4.9. Extraccion total de RNA y purificacién

El andlisis molecular fue llevado a cabo en el Laboratorio de Nutrigendémica del
Instituto de Ciencias Agricolas (ICA) de la UABC. Las muestras colectadas de la mucosa,
aun congeladas (-80 °C), fueron colocadas en un mortero previamente congelado con
nitrégeno liquido adicionado, con la finalidad de pulverizar la muestra. Para la extraccion
de RNA fue utilizado un kit comercial (Direct-zol RNA Microprep Kit R2052, Zymo
Research, Irvine, CA, USA).
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Aproximadamente 50 mg del tejido pulverizado fueron colocados en un microtubo
con 530 ul de Trizol Reagent (Invitrogen, Corp.). La muestra fue homogenizada y se dejé
incubando por un minuto y posteriormente se centrifugé (MICRO21R, Thermo Scientific,
CA, USA) a 12,000 x g por 2 minutos. El sobrenadante fue recuperado en otro microtubo,
tratando de no tocar la pastilla formada en el fondo. Se afiadieron 500 pl de etanol al
100% y se agit6. El liquido fue transferido a una columna con un microtubo de coleccion

y fue centrifugado a 10,000 x g por un minuto.

Posteriormente, la columna se colocé en un microtubo nuevo de coleccion y se
afadieron 400 ul de RNA Prewash (Zymo Research, CA, USA). Se centrifugé a 10,000 x
g por un minuto, se desechd el sobrenadante y se repitio este paso. Una vez repetido el
paso se agregaron a la columna 700 pl de RNA Wash Buffer (Zymo Research, CA, USA)
y se centrifugd a 10,000 x g por 2 minutos.

La columna fue transferida a un microtubo libre de RNasa. Se afiadieron 30 pl de
DNase/RNase-Free Water (Zymo Research, CA, USA) a la columna y se centrifug6 a
10,000 x g por un minuto. La columna fue desechada y el RNA purificado fue almacenado

a -82°C hasta el siguiente procedimiento.

La concentracion del RNA total se determind con un espectrofotometro (Helios 3,
Thermo Electron Co.) a 260 y 280 nm, definiendo pureza del RNA cuando la relacién de
A260/A280, estuviese en un rango de 1.8 a 2.0 (Sambrook y Russell, 2001). La integridad
del RNA total fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%.

4.10. Transcripcion reversa

Aproximadamente 3 pg del RNA total se trataron con 0.75 ul de DNasa | (1 U/pl;
Invitrogen) y 6 pl de buffer de transcripcion reversa al 5X en 20.25 pl de reaccion
completada con agua tratada DEPC. La reaccion fue llevada a cabo durante 15 minutos

a temperatura ambiente y otros 5 minutos a 70°C hasta parar la reaccion.

La transcripcion reversa se inicié con una solucion de DNasa tratada con muestras

de RNA, afiadiendo 2 pl de primers al azar (150 ng/ul, Invitrogen) y 1 ul de una solucion
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de dNTP’s (10 uM cada uno). La reaccion fue incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente y se dejo reposar en hielo por un minuto para afiadir a la reaccion 3 ul de agua
DEPC, 1 pl de inhibidor de ribonucleasa (40 U/ul, RiboLock RNase Inhibitor, Thermo
Fisher Scientific), y 2 ul del buffer de transcripcion reversa al 5X. La reaccion fue incubada
a 42°C durante 2 minutos para estabilizarla antes de afadirle 1 pl de la enzima de

transcriptasa reversa (200 U/ul; RevertAid H Minus RT, Thermo Fisher Scientific).

La reaccion fue incubada a 42°C durante 50 minutos. Posteriormente, la mezcla
se incubo a 70°C por 15 minutos y se dejé reposar en hielo para detener la reaccion. La
reaccion fue almacenada a -20°C para su posterior uso. Las muestras de cDNA fueron
cuantificadas con el espectrofotémetro (Helios B, Thermo Electron Co.) y diluyeron en

una concentracion final de 50 ng/ pl.

4.11. PCR cuantitativo (QPCR)

Oligonucledtidos especificos para cada transportador de aminoacido y de enzimas
asociadas a la sintesis de arginina y poliaminas, fueron disefiados de acuerdo a las
secuencias publicadas en el Genbank. El gen de proteina ribosomal 4 (RPL4) fue utilizado
como gen de referencia para normalizar las variaciones en el mRNA (Cuadro 5).

La expresion relativa de los transportadores de aminoacidos y enzimas en
duodeno, yeyuno e ileon, fueron determinados por un ensayo de reaccién en cadena de
polimerasa cuantitativa (QPCR). Para la amplificacion y cuantificacion de los productos
de qPCR se utilizé el kit comercial Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix
(Fermentas Corp., Glen Burnie, MD, USA), y las reacciones se realizaron en un
termociclador CFX96 Touch, version 3.0 (Bio-Rad, Herefordshire, England).

El termociclador contenia un plato con capacidad de 96 muestras, en donde en
cada tubo se agreg6 un volumen final de 25 pl, conformado por 8.5 pl de agua libre de
RNasa y DNasa, 12.5 yl de SYBR Green Mix, 3 pl de oligo Mix (5 uM de cada
oligonucleotido) y 1 pl de cDNA (50 ng/ul), la cantidad faltante de los blancos fue
completada con agua libre de RNasa y DNasa.
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Las muestras fueron analizadas por duplicado. La primera columna del plato fue

exclusiva para tres muestras duplicadas de los siguientes blancos:

1) reaccion de PCR sin DNA
2) reaccion de PCR con DNA, pero sin oligo Mix
3) reaccion de PCR con DNA, pero sin SYBR Green Mix.

Las condiciones del PCR usadas para la amplificacién y cuantificacion fueron:

1) Etapa de desnaturalizacion fue de 95 °C por 5 minutos

2) Etapa de amplificacién con 40 ciclos empezando por una desnaturalizacion de
95°C por 15 segundos, un alineamiento a 56°C por 15 segundos y una
elongacion a 72°C por 30 segundos

3) Un programa de curva de desnaturalizacion (65°C — 95°C).

Se midi6 la fluorescencia al final de cada ciclo de la etapa de amplificacién y cada
0.5 °C durante el programa de la curva de desnaturalizacion.

La expresion relativa de los mRNA de transportadores de aminoacidos y de
enzimas asociadas a la sintesis de arginina y poliaminas fue calculada haciendo una
normalizacion con la expresion relativa de RPL4, considerando la ecuacion 2-2ACt
propuesta por Livak y Schmittgen, (2001). Los resultados obtenidos se emplearon para

hacer una comparacion del tratamiento Est+Arg con el tratamiento Est.
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Cuadro 5. Oligonucleotidos utilizados para analisis de PCR cuantitativo de mRNA
derivados de transportadores de aminoacidos (b%*, BO y y*4), enzimas asociadas al

metabolismo de arginina y poliaminas (ASS, ODC y SSAT) y RPLA4.

Lugar en el Secuencia Tamafio

MRNA O“,g(.) templado de_:l
nucleotidos 5.3’ amplicon

(pb) (5°-3) (pb)

BO, Transportador de aminoacidos neutros SLC6A19 (GenBank: DQ231579.1)

Sentido 88-107 GGTCTACTCCATCATCGGCT
Antisentido 282-263  ATGTCGCAGGTCTGGAACTT 198
b%*, Transportador de aminoacidos SLC7A9 (GenBank: NM_001110171.1)
Sentido 731-750 CAAAACTGTCTGTGGGAGCC
Antisentido 1115-1096 GAGAGCACCTTGAGCATGTG 5%
y+L, Transportador de aminoacidos SLC7A7 (GenBank: NM001110421.1)
Sentido 273-292 GTGGGGAACATGATTGGCTC
Antisentido 516-497 CGATGATGAGGAGGGAGGTC o
ASS, Arginina succinato sintasa (GenBank: AY550053.1)
Sentido 580-599 GGAGCTGGGCCCCCTCACTT
Antisentido 766-747 TACGGCAGCCACCCCCTACC 17
ODC, Ornitina descarboxilasa (GenBank: NM_214358.1)
Sentido 499-518 GTCTGTCGCCTCAGTGTCAA
Antisentido 838-819 CTGGCTCCGCTATGATTCTC 49
SSAT, Espermina/espermidina acetiltransferasa (GenBank: NM_214358.1)
Sentido 214-233 AGTGCCAAGGAGCATCTAA
Antisentido 551-532 CCTCTGCTGCCATTTTTAGC 598
RPLA4, Proteina Ribosomal L4 (GenBank: DQ84576.1)
Sentido 362-381 GCGTAAAGCTGCTACCCTCA
Antisentido 582-563 GAATGGTGTTTCGGCGCATT 22
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4.12. Analisis estadistico

Los analisis de varianza de los datos obtenidos fueron realizados utilizando el
Modelo Lineal General del programa estadistico de SAS 8.2 (Sas Institute Inc., Cary, NC,

USA). Las diferencias de medias fueron evaluadas a un nivel de significancia de P<0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Temperatura ambiental y humedad relativa

La temperatura maxima y minima registradas dentro de la sala en donde se
alojaron los animales durante los 21 dias del periodo de experimentacién fueron de 39.6
°Cy 28.1 °C, respectivamente, con una temperatura promedio de 32.8 °C y un rango de

humedad relativa registrada desde 36.6% hasta 99.3% con un promedio de 69.5%.

Temp. (°C) ===Hum. (%)

38 90
36 50
34

- 70 .
30 Temmmees 60
28 50

1234567 8 9101112131415161718192021222324

Hora

Figura 4. Variacion de la temperatura y humedad durante las 24 h del dia. Los valores
mostrados para cada hora corresponden a las medias de los datos obtenidos de los 21

dias del experimento.

Las temperaturas mas bajas durante el dia se presentaron entre las 0300 h y 0800
h con una temperatura promedio de 30 °C. En ese periodo se registré6 una humedad
relativa entre 75y 78%, siendo éstos los valores mas altos del dia.
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Entre las 1300 h y 1800 h se registraron las temperaturas mas altas del dia, con
valores entre los 35 y 36.4 °C. Durante ese periodo la humedad relativa registrada fue
entre 58 y 65% (Figura 4).

De acuerdo a Huynh et al. (2005), la temperatura de confort del cerdo tiene un
rango de 18 °C a 22 °C; sin embargo, en el presente trabajo los animales fueron alojados
bajo condiciones ambientales de Mexicali, Baja California, que es una zona con
temperaturas extremas (28 - 40 °C) y porcentajes variados de humedad (37 — 99%)
durante el verano (CONAGUA, 2018), lo que provoca una exposicion constante al EC
(Cervantes et al., 2016).

5.2. indice de temperatura y humedad

El indice de temperatura y humedad (ITH) promedio por hora para los 21 dias de
experimento oscilé en un rango de entre 88 y 156 (promedio diario de 110.5). El valor

mas alto se registro a las 1400 h, y el valor mas bajo de ITH a las 0700 h (Figura 5).

El ITH es un nimero calculado (Steadman, 1979) que se utiliza para indicar la
sensacion térmica en grados Fahrenheit causada por los efectos combinados de la
temperatura ambiental y de la humedad relativa en el ambiente, en esta escala 80 es el

limite maximo de la zona de confort en un cerdo en crecimiento (Xin y Harmon, 1998).

La temperatura ambiental y humedad relativa registradas durante el experimento,
asi como los resultados del ITH, indican que los cerdos fueron expuestos a EC durante
toda la etapa experimental (Xin y Harmon, 1998). Asimismo, el promedio del ITH tuvo un
valor muy elevado (110.5), lo cual indica una exposicién a EC, debido a que sobrepasa

el limite de la sensacion de confort para los cerdos (Cervantes et al., 2016).
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Figura 5. Variacion del indice de temperatura y humedad durante las 24 h del dia. Los
valores mostrados para cada hora corresponden a las medias de los datos obtenidos de
los 21 dias del experimento.
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5.3. Composicion quimica del alimento

La composicion quimica fue similar en ambas dietas para las variables analizadas
(Cuadro 6). Unicamente, de acuerdo con el disefio, el contenido de arginina en la dieta

Est+Arg fue 13% mayor en comparacion con la dieta Est.

Cuadro 6. Composicion quimica en las dietas (Base MS).

Tratamientos

Variable, % Est Est+Arg EEM P
Materia seca 92.48 92.44 0.057 0.633
Cenizas 5.19 5.14 0.358 0.936
Grasa 4.42 4.54 0.126 0.543
Energia bruta, kcal/kg 4608 4561 86.660 0.717
NDF 35.38 30.87 1.286 0.068
ADF 4.56 4.76 0.177 0.465
Lignina 1.04 1.59 0.097 0.016
Proteina cruda 17.9 18.0 0.262 0.818
Lisina 1.24 1.39

Treonina 0.71 0.75

Metionina 0.31 0.29

Triptofano 0.24 0.24

Arginina 0.89 1.01

5.4. Parametros productivos

Los cerdos de ambos tratamientos iniciaron con un peso vivo similar. A todos los
cerdos se les ofrecié la misma cantidad de alimento y a la misma hora. No hubo
diferencias en la ganancia de peso, consumo de alimento y conversion alimenticia. La
arginina cristalina suplementada en la dieta no tuvo efecto significativo en los parametros

productivos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Peso vivo, ganancia de peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia de
los cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg)

criados en condiciones de estrés por calor.

Tratamientos

Variable Est Est+Arg EEM P

Peso vivo inicial, kg 25.7 25.0 1.205 0.829
Ganancia de peso, kg/d 0.506 0.506 0.053 0.815
Consumo de alimento, kg/d 1.298 1.251 0.032 0.875
Eficiencia alimenticia 0.389 0.405 0.053 0.716

Uno de los principales efectos causados por el EC es una pronunciada disminucion
del consumo de alimento que conlleva a un bajo rendimiento productivo en el crecimiento
de los cerdos. En el presente trabajo, ambos tratamientos se encontraron bajo
condiciones de EC y mostraron valores similares de ganancia de peso, consumo de
alimento y eficiencia alimenticia, a pesar de la suplementacion con arginina en el grupo

Est+Arg.

Estos resultados son similares a los de Yang et al. (2016), quienes no obtuvieron
diferencias en el consumo de alimento y la eficiencia alimenticia en lechones alimentados
con 0% (dieta control), 4% u 8% de L-arginina en la dieta. Sin embargo, sus resultados
de ganancia de peso fueron diferentes a los del presente estudio, debido a que Yang et
al. (2015) reportaron que en los primeros 21 dias, los lechones con 4% y 8% de L-arginina
en la dieta tuvieron una mayor (P=0.004) ganancia de peso a comparacion de los cerdos
sin afiadir L-arginina en la dieta. Ellos respaldan los datos en la idea de que la
disponibilidad de arginina puede limitar la velocidad de crecimiento en lechones y que L-
arginina en la dieta tiene un efecto promotor del crecimiento, siempre y cuando sea mayor
a 4.8 g/kg con un limite de 8 g/kg en lechones, ademas de que se ha demostrado que la
suplementacién con arginina es esencial y mejora la eficiencia de absorcion y utilizaciéon

de nutrientes en cerdos jovenes (Huang et al., 2011; Yang et al., 2016).
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También los resultados por Pérez y Trottier (2001) fueron diferentes a los del
presente estudio, ya que las cerdas lactantes bajo condiciones de EC que ellos
alimentaron con dietas suplementadas con 1.34% y 1.74% de L-arginina, tuvieron un
consumo menor en comparacion con la dieta testigo. En sus resultados de ganancia de
peso, las cerdas alimentadas con 1.34% y 1.74% de L-arginina tuvieron una mayor
ganancia de peso en comparacion con las cerdas alimentadas con la dieta testigo. De
acuerdo con Pérez y Trottier (2001) las cerdas lactantes requieren un mayor consumo de
arginina, y es probable que arginina a concentraciones superiores del requerimiento
mejora la utilizacion de nutrientes, particularmente en temperaturas ambientales altas,
involucrando hormonas metabdlicas clave, como insulina, prolactina, glucagén y hormona

de crecimiento.

Resultados de Hu et al. (2015) mostraron diferencias de ganancia de peso en
cerdos en crecimiento bajo condiciones de TN, alimentados con 0%, 1%, 1.5% y 2% de
L-arginina, en las que los cerdos alimentados con 1.5% y 2% de L-arginina mostraron

una mayor ganancia de peso.

Los cerdos del presente estudio estuvieron bajo condiciones de EC, alimentados
con una dieta estandar y con una dieta suplementada con 1% de L-arginina (Base MS).
La mayoria de los estudios en donde se encontraron diferencias significativas en el

crecimiento de los cerdos tuvieron una suplementacién de mas del 1%.

Ademas, es importante recalcar que siendo la disminucién del consumo de
alimento el principal efecto del EC, el nivel de L-arginina en la dieta en el presente
experimento fue disefiado para tratar de compensar un 25% de reduccién del consumo
de alimento (Morales et al., 2014). Probablemente se podria evaluar una mayor dosis de
L-arginina en la dieta para observar diferencias como en los estudios anteriormente

mencionados.

38



5.5. Frecuencia respiratoria

La frecuencia respiratoria registrada a las 0700 h fue tendencialmente (P= 0.078)
mayor en los cerdos alimentados con la dieta Est que para los alimentados con Est+Arg,

con valores de 69 y 54 respiraciones por minuto, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia respiratoria (eventos/min) medida a 0700 h y 1600 h (P<0.1) de los
cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg)

criados en condiciones de estrés por calor.

A las 1600 h no se encontraron diferencias (P=0.515) en la frecuencia respiratoria,
debidas a los tratamientos, habiéndose registrado 105 y 98 respiraciones por minuto.
Estos resultados coinciden con los reportados por Pérez y Trottier (2001) y Cervantes et
al. (2016), indicando que los cerdos tienen un aumento en la frecuencia respiratoria

conforme la temperatura va aumentando durante el dia cuando son expuestos
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diariamente a condiciones alternas de EC y semi-confort, siendo esto una forma de

adaptacion.

En el estudio de Pérez y Trottier (2001) también se analizo el efecto de diferentes
concentraciones de suplementar con arginina (0.96%, 1.34% y 1.74%) la dieta de
animales bajo condiciones de EC, sin haber obtenido diferencias significativas (P=0.72)

entre los tratamientos.

Liu et al. (2018), alimentaron cerdas lactantes bajo condiciones de EC durante 26
dias con una dieta a base de trigo y cebada, teniendo dos tratamientos (dieta control y
dieta L-citrulina). Ellos reportaron una reducida frecuencia respiratoria en cerdas
lactantes alimentadas con una suplementacion de 1% de L-citrulina, un AA precursor de
arginina, relacionado con la sintesis de ON (Liu et al., 2018).
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5.6. Composicion de aminoacidos en suero sanguineo

La concentracion de AA en el suero sanguineo de los cerdos es utilizada para

tener una perspectiva de en qué medida los AA se encuentran circulando en el torrente

sanguineo y son disponibles para el organismo. En las muestras de suero sanguineo de

los cerdos del experimento se observo incremento en la CS de algunos AA esenciales,

este incremento fue altamente significativo en el caso de arginina (P<0.01), y significativo

(P<0.05; Cuadro 8) en el caso de histidina, metionina, treonina y triptdfano; en el caso de

valina se encontré una tendencia a incrementar su concentracion (P<0.10).

Cuadro 8. Composicién de aminoacidos esenciales (ug/ml) en suero analizados en los

cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg)

criados en condiciones de estrés por calor.

Tratamientos

Variable, pg/ml Est Est+Arg EEM P

Arginina 27.4 38.3 1.738 0.001
Fenilalanina 15.2 18.0 1.224 0.127
Histidina 9.6 12.9 1.004 0.044
Isoleucina 14.3 15.7 1.687 0.574
Leucina 23.3 28.0 2.465 0.212
Lisina 31.7 39.7 4.150 0.200
Metionina 5.1 8.2 0.935 0.042
Treonina 20.8 31.5 3.274 0.043
Triptofano 8.5 11.3 0.766 0.026
Valina 22.5 33.3 4.013 0.084

En el caso de los AA no esenciales de los sueros analizados, Unicamente se

observd una tendencia (P=0.062) a reducir la concentracion de alanina en los cerdos
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alimentados con el tratamiento Est+Arg (Cuadro 9). La CS del resto de los AA no

esenciales permanecié sin cambio.

Cuadro 9. Composicion de aminoacidos no esenciales (ug/ml) en suero analizados en
los cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg)
criados en condiciones de estrés por calor.

Tratamientos

Variable, pg/ml Est Est+Arg EEM P

Alanina 85.8 53.2 10.977 0.062
Acido aspartico 3.0 2.2 0.415 0.205
Acido glutamico 29.7 17.3 5.961 0.170
Asparagina 8.9 9.3 0.662 0.651
Cisteina 0.3 0.4 0.126 0.696
Glicina 80.9 73.3 7.413 0.486
Glutamina 77.3 75.3 5.460 0.805
Prolina 58.0 57.0 5.882 0.908
Serina 28.5 21.1 3.401 0.159
Tirosina 13.7 16.4 1.709 0.303

Cambios en la CS de AA en cerdos bajo condiciones de EC han sido reportados
por Morales et al. (2014b), quienes también reportaron que el EC modifica la abundancia
de transportadores de AA, como b%*y Cat-1, lo cual tiene un gran impacto en la absorcién
de aminoacidos provenientes del alimento consumido. Al estar los sistemas de transporte
de AA afectados, la cantidad de AA transportados al torrente sanguineo disminuye y por
lo tanto se ve la CS de los AA reducida. Ademas, ha sido demostrado que el EC reduce
en un 30% la CS de arginina, lisina y treonina (Morales et al., 2016b), lo cual se le atribuye

a un mayor requerimiento de ciertos AA ante un estrés severo.
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En el presente trabajo, la CS de arginina aumentdé un 40% para los cerdos
suplementados con arginina en comparacion con aquellos que recibieron la dieta Est.
Arginina es uno de los principales precursores en la sintesis de ON, principal
vasodilatador que hipotéticamente podria ayudar a disipar el calor aumentado el flujo
sanguineo permitiendo una disipacion del calor por el EC (Wu et al., 2009). La sintesis

de poliaminas es otra funcion que tiene la arginina como precursor (Flynn et al., 2009).

La CS de metionina mostr6 un aumento de 61% al suplementar con arginina.
Metionina al igual que arginina tiene participacion en procesos antioxidantes, al ser
donador de grupos metilo para la formacién de creatina, de la cual arginina es precursor
(Brosnan y Brosnan, 2007). Aproximadamente 50% de la metionina y treonina ingerida

es utilizada por el intestino (Stoll et al., 1999).

Treonina mostré un aumento de 51%. La treonina se encuentra relacionada a la
sintesis de mucina, la cual aumenta bajo condiciones de EC (Pearce et al., 2014). La
mucina se encuentra relacionada a lo anterior debido a su funcién al actuar como barrera
para proteger la superficie de células epiteliales de microorganismos, toxinas y particulas
(Pearce et al., 2015).

Tript6fano mostré un aumento de 33% con la suplementacion de arginina. Este AA
se encuentra relacionado a la sintesis de melatonina y serotonina, los cuales estan
involucrados en procesos digestivos (motilidad y apetito) y si existe una baja
concentracion de este AA en las dietas, influye en el crecimiento (Henry et al., 1996).

Histidina mostré un aumento de 34% y este incremento es importante debido a su
esencialidad para el crecimiento, reparacion de tejidos y respuesta antioxidante (Peterson
et al., 1998). Segun Peterson et al., (1998), histidina juega un papel importante en la

eliminacién de radicales libres generadas por inflamacion.

Alanina mostr6 una reduccién de 62%, siendo el unico AA no esencial que mostré
una tendencia a ser diferente entre los tratamientos. Alanina es un AA no esencial,
formada a partir de la desaminacion del glutamato que tiene como funcion ser fuente

importante de energia para los musculos (ciclo de Krebs), y tiene una participacién como
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regulador en el metabolismo de glucosa (glucogénesis), en los cuales arginina también

interviene, lo que posiblemente causo la reduccion (Kamei et al., 2018).

Resultados similares a los del presente trabajo fueron reportados por Urschel et
al. (2006), quienes alimentaron cerdos en TN con adicion de L-arginina, en comparacion
con una dieta basal, reportando un aumento en la concentracion de arginina, metionina,
treonina y triptéfano, asociando el aumento a su esencialidad para los animales para

mantener su crecimiento.

Hu et al. (2015) demostraron que la concentracién de arginina en cerdos bajo
condiciones de TN aumentaba de forma gradual al suplementar con 0%, 1%, 1.5% y 2%

de L-arginina, siendo la suplementacién de 2% el tratamiento con mayor concentracion.

Ewtushik et al. (2000) reportaron que las CS de arginina fueron mayores (+88%)
en lechones bajo el estrés de destete temprano alimentados con una dieta con 0.93% de
L-arginina en comparacion con lechones alimentados con una dieta estandar. Zhan et al.
(2008) reportaron un aumento en la concentracion de arginina en la sangre a partir del

dia 6 en lechones destetados de forma temprana, suplementados con L-arginina.

5.7. Analisis de morfologia intestinal

La integridad de la morfologia intestinal es un indicativo del buen funcionamiento del
intestino delgado, asi como las condiciones en que se encuentran las vellosidades y
criptas, involucrados en la absorcion de nutrientes (Yu et al., 2010). En los resultados de
los tres segmentos del intestino delgado se obtuvieron mayores valores de altura de
vellosidades (P<0.05) en los cerdos alimentados con arginina cristalina afiadida a la dieta.
En el ancho de las vellosidades no hubo diferencias entre los tratamientos en los tres
segmentos. En cuanto a la profundidad y ancho de la cripta, no se encontraron diferencias

significativas en los tres segmentos del intestino delgado (Cuadro 10).

44



Cuadro 10. Mediciones morfolégicas (um) de vellosidades de las muestras de intestino

delgado de los cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina

(Est+Arg) criados en condiciones de estrés por calor.

Tratamientos

Segmento, pm Est Est+Arg EEM P
Altura de vellosidades

Duodeno 228 281 12.88 0.010
Yeyuno 255 286 7.31 0.010
ileon 207 241 7.44 0.010
Ancho de vellosidades

Duodeno 45 45 2.02 0.434
Yeyuno 47 43 291 0.495
ileon 40 39 2.09 0.411
Profundidad de cripta

Duodeno 111 122 7.21 0.412
Yeyuno 115 109 4.25 0.398
ileon 91 98 4.80 0.385
Ancho de cripta

Duodeno 7 7 3.32 0.701
Yeyuno 7 7 3.00 0.725
ileon 7 7 5.47 0.896

En los tres segmentos del intestino delgado, la relacion V:C fue similar entre los

tratamientos. Los resultados mostraron datos menores a 3 (relacion normal), indicando

una arquitectura de la vellosidad no uniforme (Hammer et al., 2013) (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Relacién altura de vellosidad:profundidad de cripta (V:C) de las muestras de
intestino delgado de los cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada

con arginina (Est+Arg) criados en condiciones de estrés por calor.

Tratamientos

Segmento Est Est+Arg EEM P

Duodeno 2.2 2.4 0.04 0.148
Yeyuno 24 2.9 0.27 0.198
lleon 2.4 2.6 0.16 0.630

El tracto gastrointestinal tiende a ser altamente sensible a cargas de calor (Kregel,
2002). El EC causa cambios en el funcionamiento e integridad gastrointestinales, que
pueden ser perjudiciales para la salud, rendimiento y bienestar del animal (Cui y Gu,
2015). Por ejemplo, el EC agudo tiene efectos de hipoxia e inflamacién del epitelio
intestinal, con afectacion de proteinas de unién estrecha (ocludina, claudina y quinasa de
cadena ligera de miosina), que contribuyen al mantenimiento de la funcion e integridad
intestinal (Qi et al., 2011; Pearce et al., 2013).

Investigaciones como las de Yu et al. (2010), Pearce et al. (2013) y Cuiy Gu (2015)
han demostrado que una exposicion constante de cerdos a EC, produce un acortamiento
en la altura de las vellosidades y profundidad de la cripta, que deriva en una menor area
para absorber nutrientes que pasan por el intestino, y en una disminucién en la
proliferacion y diferenciacion celular. Ademas, existe un incremento en la permeabilidad
intestinal, que permite paso a endotoxinas llevando a un rendimiento bajo y un incremento
en la mortalidad (Liu et al., 2009).

Se sugiere que arginina puede ayudar en el cambio de la morfologia intestinal
provocada por el EC, debido a que es precursor de poliaminas, que tienen como funcién
principal la diferenciacion, migracion y proliferacion celular, por lo que es muy probable
su participacion en la regeneracion epitelial en el intestino delgado (Flynn et al., 2009).
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Yang et al. (2016) adicionaron arginina cristalina a dietas de lechones que se
encontraban bajo condiciones de estrés severo por el destete, y reportaron aumentos en
la altura de las vellosidades de los tres segmentos del intestino, al agregar 0.4% y 0.8%
de L-arginina. Estos autores registraron que la profundidad de las criptas en ileon, fue
mayor cuando los lechones recibieron suplementacion con L-arginina. Esto difiere con el
presente estudio, en el que no se encontraron diferencias. Yang et al. (2016) atribuyen
estos aumentos a la arginina extra, ya que, siendo precursor de ON (principal
vasodilatador), es posible que aminorara la atrofia del intestino, resultado del estrés del
destete. Aunado a esto, posiblemente hubo un aumento en la sintesis de poliaminas,
propiciando que la proliferacion celular aumentara y la altura de las vellosidades y la

profundidad de las criptas se acrecentaran.

Wu et al. (2010) reportaron de lechones recién destetados con una suplementacion
de L-arginina tienen un aumento en la altura de las vellosidades de los tres segmentos y
criptas mas profundas en yeyuno e ileon, en comparacion con lechones alimentados con

una dieta basal.

Otros resultados similares a los del presente experimento fueron reportados por
Ewtushik et al. (2000), en los que cerdos bajo condiciones de destete temprano, que
fueron suplementados con L-arginina, mostraron un aumento en la altura de vellosidades
en duodeno en comparacion con los del tratamiento control. En ese estudio, los
resultados de profundidad de cripta fueron similares, ya que fueron similares entre los
tratamientos control y L-arginina afladida a la dieta. Se especula que arginina puede
incrementar la capacidad de absorcion del intestino al incrementar su area de superficie
(Ewtushik et al., 2000).

También, Zhan et al. (2008) demostraron en su investigacion, que lechones
estresados por un destete temprano y suplementados con 0.7% de L-arginina tuvieron
un aumento en la altura de vellosidades de los tres segmentos y en la profundidad de las
criptas en duodeno y yeyuno; en comparacion con lo observado en lechones alimentados

con una dieta control y una dieta suplementada con 1.2% de L-arginina.
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5.8. Expresion relativa de transportadores de aminoacidos

En duodeno de cerdos alimentados con Est+Arg se encontré una expresion
relativa 90% tendencialmente mayor del transportador y+L (P=0.096), 220% superior de
BO (P=0.141), y 390% superior de transportador b®* (P=0.016) que en los cerdos tratados
con la dieta estandar (Est; Figura 7), siendo esta la mas notoria diferencia en duodeno

asociada a la adicion extra de arginina a la dieta.
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Figura 7. Expresion relativa (2-22¢Y) de mRNA que codifica para transportadores de
aminodcidos y+L (P=0.096), BO (P=0.141) y b%* (P=0.016) en duodeno de los cerdos
alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg) criados en

condiciones de estrés por calor.
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Para la seccion de yeyuno la expresion relativa de los tres transportadores (y+L,
BO, y b%*) fue similar (P=0.722; P=0.969; y P=0.610, respectivamente) para los cerdos
con arginina suplementada en comparacion con los alimentados con la dieta Est. Los
resultados estadisticos no alcanzaron los niveles de diferencia significativa (P>0.05) por
lo que se puede decir que al suplementar con arginina cristalina no se modifica la

expresion relativa de los transportadores de AA mencionados de yeyuno (Figura 8).
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Figura 8. Expresion relativa (2-22¢Y) de mRNA que codifica para transportadores de
aminoacidos y+L (P=0.722), BO (P=0.969) y b%* (P=0.610) en yeyuno de los cerdos
alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg) criados en

condiciones de estrés por calor.
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En el caso del ileon la expresion relativa de los tres transportadores (y+L, BO, y
b%*) fue similar (P=0.415; P=0.811; y P=0.446, respectivamente) para los cerdos
alimentados con dieta suplementada con arginina, en comparacion con la expresion de

los cerdos alimentados con la dieta Est.
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Figura 9. Expresion relativa (2-22¢Y) de mRNA que codifica para transportadores de
aminoacidos y+L (P=0.415), BO (P=0.811) y b%* (P=0.446) en ileon de los cerdos
alimentados con una dieta estandar (Est) o adicionada con arginina (Est+Arg) criados en
condiciones de estrés por calor.

Los resultados de la abundancia de transportadores de AA aparentan estar
estrechamente relacionados con los resultados de morfologia intestinal y
concentraciones séricas de AA. Segun Liu et al., (2009), las condiciones de la morfologia
intestinal y la absorcién de nutrientes se encuentran relacionadas, y reflejan el estado en

el que se encuentra el intestino y su buen funcionamiento fisiologico, ya que, si la
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integridad intestinal se ve afectada, entonces los sistemas de transporte de nutrientes y
la permeabilidad, asi como la absorcion, disminuyen y por lo tanto la concentracion de

los nutrientes en la sangre se ve disminuida (Ferraris y Carey, 2000; Yu et al., 2010).

Estudios previos (Morales et al., 2014b; Cervantes et al., 2016) han mostrado que
el EC modifica la expresion génica que codifica para transportadores de AA en diferentes
tejidos, tales como intestino, higado y musculo. Sobre todo, se ha propuesto que el dafio
al epitelio intestinal producido por el aumento de temperatura se asocia con el
redireccionamiento del flujo sanguineo hacia la superficie corporal, lo cual puede
provocar falta de oxigeno (hipoxia) y una atrofia en el intestino (Yu et al., 2010).

Se especula que arginina puede ayudar a aumentar la abundancia de los
transportadores de AA, debido a sus funciones en el intestino delgado, siendo precursor
de ON (vasodilatacion), poliaminas (proliferacion celular) y creatina (formadora de
actividad antioxidante), los cuales posiblemente actian para aminorar la atrofia intestinal,
aumentar la regeneracion del epitelio intestinal y disminuir el dafio oxidativo celular
causados por el EC (Hall et al., 2001; Flynn et al., 2009; Wu et al., 2009).

Los resultados del presente trabajo mostraron un aumento en la expresion relativa
de los transportadores b®* y BO en el duodeno de cerdos suplementados con arginina.
Existe una posibilidad de que este aumento posiblemente se relacione con el aumento
en altura de vellosidades, debido a que se tiene una mayor superficie para absorber los
nutrientes (Xia et al., 2005). Ademas, posiblemente se encontr6 este aumento en
duodeno debido a que se ha demostrado que los AA en forma libre no requieren de
digestién proteica para quedar disponibles para su transporte y por ello es probable que
la estimulacién de la expresion de los transportadores BO y b%*, necesarios para el
transporte de AA catidnicos, haya aumentado en el primer segmento del intestino
(duodeno). (Sunde et al., 2003).

El transportador b%* es un sistema que participa en el transporte de AA neutros y
cationicos de alta afinidad, su accionar es independientes de sodio, y se encuentra en el
area apical del enterocito (Palacin et al., 1999). El sistema b%* es un sistema antiporte,

que transporta los AA catidnicos del lumen intestinal hacia el enterocito, y en sentido
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contrario, del enterocito hacia el lumen intestinal a los AA neutros (Palacin et al., 2005).
El transportador y+L participa en el transporte de AA cationicos, en accion independiente
de sodio, mientras que transporta AA neutros en accion dependiente de sodio. El sistema
y+L se encuentra en el area basolateral del enterocito (Brder et al., 2000; Fotiadis et al.,
2013). Al igual que b%*, y+L es un sistema antiporte que transporta AA catiénicos del
enterocito hacia el espacio basolateral y AA neutros junto con sodio del espacio

basolateral al enterocito (Palacin et al., 2005) (Figura 1).

El aumento de las CS de arginina e histidina puede asociarse a la expresion de los
transportadores b%*, y+L. Tanto histidina como arginina son AA catiénicos transportados
por los mismos sistemas transportadores de AA. En cambio, metionina, treonina,
triptéfano son AA neutros que probablemente hayan sido transportados por ambos
sistemas de transportadores, asi como posiblemente los sistemas LAT2 y TAT1, que
transportan los AA neutros al area basolateral para después ser absorbidos al torrente
sanguineo (Palacin et al., 2005).
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5.9. Expresion relativa de enzimas asociadas a la sintesis de arginina y
poliaminas

Arginina es el principal precursor de poliaminas, cuya funcion principal es la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular (transcripcion y sintesis de DNA), y que
se encuentran asociados al mecanismo de reparacion del epitelio intestinal (Flynn et al.,
2009). En el presente estudio se analizé la expresién de los ARN mensajeros de tres
enzimas clave, involucradas en la sintesis de poliaminas (ODC y SSAT) y arginina (ASS).
La enzima ASS tiene actividad a partir de la citrulina para formar arginina succinato y

posteriormente ASL actla para formar arginina (Lam et al. 2018).

ODC es una enzima de suma importancia en la sintesis de poliaminas, debido a
que regula la sintesis de putrescina a partir de ornitina, formada de arginina (Wu et al.,
2009). Por otro lado, SSAT es una enzima encargada de la degradacion de esperminay
espermidina (Pegg, 2008), oxidando espermina para formar espermidina y oxidando

espermidina para formar putrescina (Teixeira et al., 2002) (Figura 10).

Arginina succinato Espermina

ASS SSAT
ARGININA Citrulina Espermidina

\ / SSAT
Ornitina v

» Putrescina

ODC

Figura 10. Enzimas asociadas a la sintesis de arginina y poliaminas. ASS, arginina
succinato sintasa; ODC, ornitina descarboxilasa; y SSAT, espermina/espermidina
acetiltransferasa (Lam et al., 2018).
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En el presente estudio la expresion relativa de las tres enzimas analizadas en
duodeno fue similar para los cerdos alimentados con Est+Arg y para los alimentados con
Est.

Dado que las diferencias entre los tratamientos no alcanzaron el nivel de
significancia estadistica (P>0.05), se puede resumir que la suplementacion con arginina
no modifico la expresion relativa de las enzimas SSAT, ODC y ASS en los segmentos del

intestino delgado (Figura 11).

mEst BEst+Arg

Expresion relativa

%
é
Z
.
ﬁ
.
.
é
ﬁ

S————

SSAT ODC ASS SSAT ODC ASS SSAT ODC ASS

Duodeno Yeyuno [leon

Enzimas analizadas por segmento

Figura 11. Expresion relativa (222 de mRNA que codifica para enzimas asociadas a la
sintesis de arginina y poliaminas SSAT (P>0.05), ODC (P>0.05) y ASS (P>0.05) en
duodeno, yeyuno e ileon de los cerdos alimentados con una dieta estandar (Est) o

adicionada con arginina (Est+Arg) criados en condiciones de estrés por calor.
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La proliferacion y diferenciacion celular es entre otras cosas, dependiente del
contenido de poliaminas, lo cual puede ser efecto de diversos mecanismos (Thomas y
Thomas, 2001). Uno de estos mecanismos implicados es la disponibilidad de arginina
para mantener la sintesis de putrescina; sin embargo, existen pocas investigaciones que
prueben la respuesta de la concentracion de poliaminas en el intestino considerando la

disponibilidad de arginina (Teixera et al., 2002).

De acuerdo a Schertel y Eichler (1991), los niveles de poliaminas y la actividad
enzimatica no se encuentran necesariamente relacionadas. Este puede ser uno de los
factores del por qué se aumentd la altura de las vellosidades, pero la expresion relativa
de las enzimas no fueron diferentes entre los tratamientos. Sin embargo, de acuerdo a
Butcher et al. (2007), la actividad enzimatica posiblemente es inducida por mecanismos

que pueden estimular procesos fisioldgicos, tales como toxinas, radicales libres y estrés.

Estudios de Teixera et al. (2002) reportaron cambios en concentraciones de
poliaminas en ratones alimentados con dos niveles de L-arginina (1.12% y 2.24%)
comparando con una dieta sin suplementacion. En los primeros 15 dias de
suplementacion, los ratones no mostraron diferencias en concentraciones de poliaminas.
Sin embargo, a partir del dia 30 de suplementacién, se mostraron cambios en
concentraciones de espermidina en intestino. La explicacién a esto es que probablemente
a los 30 dias de experimentacién, L-arginina determiné los niveles de espermidina en el
intestino. En intestino, el consumo de arginina se correlacioné de manera positiva con los
niveles de espermidina, asi como niveles de ornitina en masculo, a pesar de que en este
tejido se haya visto bajas cantidades de ODC (Schertel y Eichler, 1991; Teixera et al.,
2002).

El presente estudio tuvo una duracion de 21 dias y en este ultimo dia ocurrio la
toma de muestras para el analisis molecular. Probablemente la expresion de las enzimas
no mostrd diferencias, debido a una adaptacion a la suplementacion, por medio de la cual
mostré un aumento de la altura de las vellosidades, mientras que posiblemente el
requerimiento de poliaminas para la proliferacion celular de los animales al dia 21 era
mas bajo en comparacion con los primeros dias del experimento, cuando los cerdos

comenzaban su adaptacion a la suplementacién con arginina y presentaban una
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deficiencia nutricional (AA). El efecto que tiene el consumo de arginina en las
concentraciones de poliaminas cambia conforme el tiempo de consumo, lo que respalda
la idea de que la actividad de las poliaminas se adapta a la disponibilidad de arginina en
la dieta y a la necesidad de los 6rganos sintetizar poliaminas (Schertel y Eichler, 1991).
Es importante destacar que ademas del intestino delgado, las poliaminas pueden ser
sintetizadas en otros tejidos (higado, timo, rifidn, bazo, corazon, masculos, pulmoén y
testiculos), las cuales pueden ser utilizas y/o acumuladas por otros 6rganos de acuerdo
a las necesidades del animal (Teixera et al., 2002).
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6. CONCLUSIONES

Los cerdos estuvieron bajo condiciones de estrés por calor durante el experimento

con valores muy altos de indice de temperatura y humedad.

La suplementacion de la dieta con arginina no afect6 los pardmetros productivos
(ganancia de peso, consumo de alimento y eficiencia alimenticia) en comparacion con

aguellos alimentados con la dieta estandar (Est).

La concentracion sérica de aminoacidos, especialmente arginina, histidina,
metionina, treonina, triptéfano y alanina se modific6 debido a la suplementacion de

arginina en la dieta de cerdos en estrés por calor.

La adicion de arginina en la dieta tuvo un efecto en la morfologia intestinal,

aumentando la altura de las vellosidades en los tres segmentos del intestino delgado.

La abundancia de los transportadores b®* y y+L tuvo un incremento en duodeno

de los cerdos suplementados con arginina.
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