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RESUMEN

La exposicion de cerdos a temperatura ambiente elevada provoca estrés por calor
(EC), lo que puede afectar la funcién celular reduciendo la capacidad de digestion y
absorcion de nutrientes. Se realizd un experimento adicionando metionina a la dieta en
forma de DL-metionina (DL-Met) e hidroxianalogo de metionina (MHA) para evaluar el
efecto sobre los parametros productivos, la actividad antioxidante, histomorfologia
intestinal y expresion de transportadores de aminoacidos en intestino delgado de cerdos
expuestos a condiciones de estrés por calor. Se utilizaron 36 cerdos (27.4 + 0.6 kg),
distribuidos en tres tratamientos, una dieta testigo y dos dietas con 20% extra de
metionina una como DL-Met y otra como MHA. Durante el experimento de 21 dias, el
alimento y agua se proporcionaron ad libitum, al dia 18 se tomaron muestras de sangre
y al dia 21 los cerdos fueron sacrificados y se recolectaron muestras de mucosa intestinal
de duodeno yeyuno e ileon. La temperatura ambiente fluctué entre 24.1 a 34.6 °C. No
hubo diferencias (P>0.05) en el consumo de alimento entre tratamientos, sin embargo, la
ganancia diaria de peso tendié a incrementar (P<0.10) y se mejoré la relacién
ganancia/consumo (P<0.05) en los cerdos que recibieron los tratamientos DL-Mety MHA.
La actividad antioxidante de superdxido dismutasay glutatién se increment6 (P<0.05) con
la adicion de Met. La altura de vellosidades se incremento en yeyuno e ileon (P<0.01), la
profundidad de las criptas disminuy6 en duodeno y yeyuno (P<0.01) y la relacion altura
de vellosidad/profundidad de cripta mejor6 en duodeno yeyuno e ileon (P<0.01). La
expresion relativa del transportador B® no fue diferente entre tratamientos (P>0.05); la
expresion del transportador b%* incrementé en los cerdos que recibieron la dieta con
adicion de extra de DL-Met en comparacion los que recibieron la dieta con adicion de
MHA (P<0.05). En conclusién, la adicion de Met permite la recuperacion de la ganancia
diaria de peso y mejora la eficiencia alimenticia, incrementa la actividad antioxidante y
contribuye a recuperar la histomorfologia intestinal y ademas afecta la expresion del

transportador b%* en yeyuno de cerdos expuesto a condiciones de estrés por calor.

Palabras clave: Metionina, Estrés por calor, Antioxidantes, Transportadores,

Aminoacidos, Histomorfologia

Xii



ABSTRACT

Exposing pigs to high ambient temperatures causes heat stress (HS), which can
affect cell function, reducing the ability to digest and absorb nutrients. An experiment was
carried out adding methionine to the diet in the form of DL-methionine (DL-Met) and
methionine hydroxy analog (MHA) to evaluate the effect on production parameters,
antioxidant activity, histomorphological characteristics and the expression of amino acid
transporters in the small intestine of pigs. exposed to heat stress conditions. Thirty-six
pigs (27.4 + 0.6 kg) were used, distributed in three treatments, a control diet and or two
diets with 20% extra methionine in the form of DL-Met and MHA. The experiment lasted
21 days, feed and water were provided ad libitum, on day 18 blood samples were taken
and on day 21 the pigs were sacrificed and samples of intestinal mucosa from the
duodenum, jejunum and ileum were collected. The room temperature was recorded, it
fluctuated between 24.1 to 34.6 °C. There were no differences (P>0.05) in feed intake
between treatments, however, daily weight gain tended to increase (P<0.10) and
gain/feed ratio improved (P<0.05) in pigs receiving DL-Met and MHA treatments. The
antioxidant activity of superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH) increased
(P<0.05) with the extra addition of Met. Villus height increased in jejunum and ileum
(P<0.01), crypt depth decreased in duodenum and jejunum (P<0.01) and villus
height/crypt depth ratio improved in duodenum, jejunum and ileum (P< 0.01). The relative
expression of transporter B® was not different between treatments (P>0.05); the
expression of transporter b®* increased in pigs that received the diet with extra addition
of DL-Met compared to those that received the diet with extra addition of MHA (P<0.05).
In conclusion, the extra addition of Met allows the recovery of daily weight gain and
improves feed efficiency, increases antioxidant activity and contributes to the recovery of
intestinal histomorphology, and also affects the expression of transporter b%* in the

jejunum of pigs exposed to heat stress conditions.

Keywords: Methionine, Heat stress, Antioxidants, Transporters, Amino acids,

Histomorphology

Xiii



I. INTRODUCCION

El calentamiento global, ha hecho cada dia mas evidente la aparicién del calor
extremo durante el verano, este problema ha afectado de forma importante a la
produccion ganadera en paises como México y principalmente en la zona norte donde
las temperaturas maximas fluctian entre 38°C y 50°C (Schwartz y Randall, 2003), estas
condiciones aumentan la susceptibilidad de animales como los cerdos al estrés por calor
severo (Yu et al., 2010) influyendo de manera directa en la salud y en el crecimiento de

los animales (Leon et al., 2005).

El estrés por calor es considerado un factor importante en la produccion porcina,
ya que es responsable de provocar alteraciones fisiolégicas, metabdlicas y de
comportamiento en los animales (Huynh et al., 2005); bajo condiciones de estrés por
calor se incrementan considerablemente las constantes fisiologicas de los animales
como, la temperatura corporal, frecuencia respiratoria y frecuencia cardiaca (Lacetera
et al., 2003; Patience et al., 2005; Pearce et al., 2014), razones por las cuales el animal
modifica su metabolismo y el uso de nutrientes para mantener su homeostasis
(Baumgard y Rhoads, 2013) y en consecuencia reduce el consumo de alimento. Ademas
el flujo sanguineo se redirecciona de los 6rganos internos a la periferia para favorecer la
pérdida de calor (Collin et al., 2001; Renaudeau, 2016).

Por otra parte, el estrés por calor afecta el epitelio del tracto gastrointestinal de los
cerdos, provocando dafos en las vellosidades intestinales (Yu et al., 2010), asi como en
la mucosa del epitelio intestinal, sitio responsable del transporte y absorcion de nutrientes
(Liu et al., 2009). Es de gran importancia mantener la integridad del epitelio que recubre
el tracto gastrointestinal, de manera que sus funciones de transporte y absorcién de

nutrientes no se vean afectadas (Leon et al., 2005).

Estudios previos sugieren que adicionar aminoacidos libres a la dieta de los cerdos
superiores al nivel recomendado (NRC, 2012) pudiera reducir el impacto de los efectos

del estrés por calor (Cervantes etal., 2016), creando modificaciones celulares y



moleculares que conllevan a una aclimatacion ante condiciones de estrés por calor (Liu
et al., 2018; Patience et al., 2005; Yu et al.,, 2010). Por ejemplo, metionina es una
aminoacido esencial con funciones antioxidantes, que actla para mitigar los efectos
nocivos de las especies reactivas de oxigeno en las células (Levine et al., 1996). Ademas
de participar en la sintesis de glutation, tiene un efecto protector directo contra el estrés

oxidativo (Levine et al., 2000; Swennen et al., 2011).

La suplementacion de metionina como aminoacido libre se puede proporcionar
como DL-Metionina o su hidroxianalogo (MHA) para optimizar el crecimiento de los
cerdos (Martin-Venegas et al., 2006a). Ademas, al ser precursores de cisteina
y glutation (Martin-Venegas et al., 2006a; Métayer et al., 2008), actian como antioxidante
no enzimatico, un mecanismo de defensa celular de cerdos frente a condiciones de estrés

por calor (Espinosa et al., 2021).

La accion de la suplementacion con MHA sobre la actividad de los componentes
antioxidantes esta relacionada con el sistema del glutatién (Willemsen et al., 2011). Sin
embargo, el efecto de la suplementacion con MHA sobre la accién de otras vias
antioxidantes aun no esté del todo claro (Gasparino et al., 2018). El MHA a diferencia de
DL-Met tiene un grupo hidroxilo en el carbono alfa en lugar de un grupo amino, esta
diferencia podria reflejar efectos en los mecanismos de absorcién, transporte y
metabolismo en los tejidos, ya que debe pasar una serie de transformaciones metabélicas

para ser utilizada por el animal (Dibner, 2003; Martin-Venegas et al., 2006a).

En consecuencia, se considera que adicionar ambas fuentes de metionina en
dietas para cerdos en crecimiento bajo condiciones de estrés por calor podria tener algun
efecto significativo a nivel celular (Luo y Levine, 2009; Reddy et al., 1994). Por lo tanto,
este trabajo de investigaciéon tuvo como objetivo evaluar el efecto de la adicion de dos
fuentes de metionina, DL-metionina (DL-Met) y su hidroxianalogo (MHA) en dietas para
cerdos en estrés por calor sobre, los parametros productivos, la actividad antioxidante, la

integridad del epitelio intestinal y la expresion de transportadores de aminoacidos.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glutathione

II. HIPOTESIS

La adicién de DL-metionina (DL-Met) y del hidroxianalogo de metionina (MHA) a
niveles superiores a los recomendados a dietas para cerdos en crecimiento bajo
condiciones de estrés por calor, afecta el rendimiento productivo, la actividad

antioxidante, la integridad del epitelio intestinal y la expresion de transportadores de

aminoacidos.



[ll. OBJETIVOS

3.1 General
Evaluar el efecto de la suplementacion extra de DL-Met y de MHA a dietas para
cerdos en crecimiento en condiciones de estrés por calor, sobre los parametros

productivos, la actividad de enzimas antioxidantes, la integridad del epitelio intestinal y la

expresion de transportadores de aminoacidos.

3.2 Especificos

Analizar las condiciones ambientales de temperatura, humedad relativa e indice

de temperatura-humedad bajo las que se llevo a cabo el experimento.

Evaluar el efecto de la suplementacion de metionina extra en la dieta (DL-Met y

MHA) de cerdos bajo condiciones de estrés por calor sobre:

El consumo diario de alimento, ganancia diaria de peso y eficiencia alimenticia.

La actividad antioxidante de superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa

y glutatiébn en suero sanguineo.

Las caracteristicas histomorfolégicas de la mucosa en los tres segmentos

(duodeno, yeyuno e ileon) del intestino delgado.

La expresion relativa de los transportadores de aminoéacidos (B° y b%*) en el

intestino delgado.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Estrés por calor en la produccion porcina

La produccion porcina hoy en dia presenta grandes desafios, debido a que son
muchos los factores que influyen en su comportamiento de alimentacion, incluidos el
género, la raza, la temporada y factores estresantes (Cross et al., 2020). Ademas,
condiciones ambientales como las ocurridas durante el verano cuando la temperatura
ambiental supera su temperatura de confort, provocan una reduccion en el consumo de
alimento, y por tanto reduccién en los pardmetros productivos asi como modificaciones

en la fisiologia de los cerdos (Collin et al., 2001).

Las altas temperaturas dificultan a los animales regular su temperatura interna
para mantenerla dentro de limites ideales para su especie, y como resultado se produce
el estrés por calor (EC) (Zhao et al., 2018). Este se define como una serie de alteraciones
en la fisiologia, metabolismo y comportamiento de animales expuestos a una alta
temperatura ambiente (Horowitz y Robinson, 2007), asi también a este estado se suman
todos aquellos factores ambientales que afectan el estado normal de bienestar del animal
(Rivier y Rivest, 1991). Para responder a los desafios térmicos, los animales reducen la
ingesta de alimento, y modifican muchas de sus actividades fisiologicas, las cuales
repercuten en su eficiencia productiva, reproductiva, asi como en su estado de salubridad
(Lacetera et al., 2003).

A temperaturas mayores a los 25 °C, los mecanismos fisioldgicos de adaptacion
de los animales incluyen la disipacién de calor mediante el jadeo, incremento de la
frecuencia respiratoria y cardiaca (Huynh et al., 2005; Le Bellego et al., 2002; Pearce
et al., 2013), y redireccion de la circulacién sanguinea hacia la periferia, con la finalidad

de eliminar calor por conveccion (Baumgard y Rhoads, 2013).

De acuerdo con Black et al., (1993), incrementos en la temperatura ambiente que

sobrepasen la zona termoneutral (entre 15y 20 °C) se asocian con una disminucion del
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nivel de ingesta voluntaria de alimentos, y reducen el rendimiento productivo (Cervantes
et al., 2016). Tal reduccién depende de la magnitud y la duracion del estrés por calor
(Renaudeau et al., 2008), aunque también influyen otros factores involucrados en la

disponibilidad celular de nutrientes (Morales et al., 2014).

La reduccién en el consumo voluntario de alimento (CVA) es el primer signo de
en cerdos en crecimiento y finalizacion expuestos a EC (Huynh etal.,, 2005). La
disminucion de CVA se traduce en una menor disponibilidad de nutrientes para el animal,
especialmente aminoacidos (AA). De acuerdo con Pearce et al., (2014), esta disminucion
oscila entre un 20% y un 40% en relacién a los valores estimados del (NRC, 2012), y

como consecuencia de ello, la velocidad de crecimiento se reduce (Baker, 2004).

La reduccién dréastica en la ingesta de alimento y nutrientes especificos como
aminoacidos (AA), en animales bajo condiciones de EC podria ser corregida con su
suplementacion (p. ej., aminoacidos libres) en la dieta de animales bajo condiciones de

estrés por calor (Morales et al., 2018).

4.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo resulta de una mayor produccién de radicales libres o especies
reactivas de oxigeno (ROS), y una disminucion en la defensa antioxidante (Ganaie et al.,
2013). La oxidacion es esencial para que la mayoria de las células del cuerpo
proporcionen energia para funciones vitales (Trevisan et al., 2001; Williams et al., 2004);
durante el metabolismo aerdbico aproximadamente del 95 al 98% del oxigeno consumido
se reduce a agua, el porcentaje restante se convierte en subproductos oxidativos como

ROS, que pueden dafar el ADN de los genes (Ganaie et al., 2013).

El estrés por calor es una de las principales causas de estrés oxidativo en los
animales durante el verano (Ganaie et al., 2013; Nisar et al., 2013), ya que bajo estas

condiciones se provoca un incremento en la concentracion de radicales (Bernabucci



et al., 2002; Lord-Fontaine y Averill-Bates, 2002) que provocan dafios a nivel celular y
mitocondrial (Balasaheb y Pal, 2015; Bernabucci et al., 2002) .

De acuerdo con Ganaie et al., (2013) la respuesta después de la exposicion al
calor y al EC, es similar al estrés oxidativo en cuanto a la produccion de proteinas de
choque térmico y enzimas antioxidantes, en comparacioén con genes expresados después

de la exposicién a agentes oxidantes.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas reactivas y radicales
libres derivadas del oxigeno molecular. Pueden existir de forma independiente con uno o
mas electrones desapareados (Handa et al., 2016; Montilla et al., 2014). La cadena
respiratoria mitocondrial es el principal sitio de formacion de ROS (Pudlarz et al., 2020).
El estrés por calor agudo provoca un aumento en la concentracion de ROS en las
mitocondrias musculares; altas concentraciones de radicales libres y sistemas celulares
de desintoxicacién saturados de ROS pueden inducir dafio celular a través de
senescencia celular o muerte celular. La senescencia celular induce la autofagia y la
detencion del ciclo celular, mientras que la muerte celular se produce por necrosis o

apoptosis (Romano et al., 2017).

Sin embargo, la célula posee sistemas de desintoxicacion en el cual se activan
antioxidantes enzimaticos enddgenos, tales como superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (Martinez et al., 2017), que son el principal recurso
antioxidante de los diferentes tejidos de los animales y que su funcion es catalizar
diferentes reacciones que impiden la peroxidacion lipidica de las membranas celulares
(Balasaheb y Pal, 2015).

También existen antioxidantes no enzimaticos que puede ser compuestos
endogenos y exdgenos, como glutation, proteinas y eliminadores de bajo peso molecular
(Pisoschi y Pop, 2015), los cuales pueden neutralizar el efecto oxidativo mediante la
promocién de enzimas antioxidantes o procesando directamente la reaccién en cadena
oxidativa (He et al., 2017).



4.3 Importancia de la suplementacion de aminoacidos

Los aminoéacidos (AA) juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la
funcion normaly el estado nutricional del organismo (Jobgen et al., 2006). Quimicamente,
los AA poseen en su estructura un grupo amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH),
unidos a una cadena lateral (-R) especifica para cada AA (McDonald et al., 2010). Los
AA son componentes de proteinas y materiales para la sintesis de varias moléculas
bioactivas (Kamei et al., 2020). Los AA son las principales unidades estructurales de las
proteinas, que se unen para formar cadenas de péptidos y proteinas (McDonald et al.,
2010). Entre los mas de 300 AA existentes en la naturaleza, inicamente 20 (a-AA) sirven

como bloques de construccién de proteinas (Wu, 2009).

De acuerdo a las necesidades de AA en la dieta de los animales, los AA se
clasifican en nutricionalmente esenciales y no esenciales (Lewis y Southern, 2001; Wu,
2009). Los AA esenciales son los que no pueden ser sintetizados por el organismo a un
ritmo que coincida con las demandas de las funciones productivas como mantenimiento,
crecimiento normal y reproduccion (NRC, 2012), por lo tanto deben ser proporcionados
en la dieta (Wu, 2009). Los AA considerados como esenciales son: lisina, histidina,
leucina, isoleucina, valina, metionina, treonina, triptéfano y fenilalanina, arginina es

considerado condicionalmente esencial (Wu, 2009).

Los AA no esenciales son aquellos que el organismo puede sintetizar en
cantidades suficientes y no tiene que consumirlos directamente en la dieta (Rezaei et al.,
2013), sin embargo estos por lo general se adicionan ya que forman parte de las proteinas
en los nutrientes (Rezaei et al., 2013; Wu et al., 2013). Los AA no esenciales son: alanina,
asparagina, aspartato, cisteina, glicina, glutamato, glutamina, prolina, serina y tirosina
(Wu, 20009).

La homeostasis, crecimiento y desarrollo del organismo se relacionan con el
metabolismo normal de los AA, y un metabolismo anormal de los AA puede incluso causar

la muerte (Orlando et al., 2008; Wu et al., 2004). Por lo tanto, el uso eficiente de los AA,



favorece la salud y el crecimiento en los animales. Los AA son transportados a traves de
la sangre y a varios tejidos donde se usan para una variedad de propositos (Patience
et al., 1995). El rol principal de los AA de la dieta es que estos puedan ser empleados

para la sintesis de proteinas de los tejidos animales (Lewis y Southern, 2001).

4.4 Metionina, AA funcional

Metionina (Met) es un aminoéacido esencial alifatico que contienen azufre en su
estructura y es considerado el tercer aminoacido limitante en las dietas para cerdos
(Shoveller et al., 2010; Zhang et al., 2019). Entre los aminoacidos azufrados (SAA),
metionina es el mas valioso ya que es un donador de azufre para la formacion de los
otros dos aminoacidos azufrados, cisteina y cistina (Mastrototaro et al., 2016) que son
fundamentales para que el intestino mantenga su funcion, incluida la digestion, la

absorcion y el metabolismo de los nutrientes (Zhang et al., 2019).

Metionina participa en procesos bioldgicos fundamentales, como el metabolismo
de proteinas. Al ser componente de proteinas tisulares, sirve como sustrato para la
sintesis de proteinas. Participa en reacciones de transmetilacion, transulfuracion y
remetilacion (Finkelstein, 1990; Riedijk et al., 2007) (Figura 1). Metionina se transmetila
a homocisteina. Metionina se une al ATP, reaccibn que es catalizada por S-
adenosilmetionina sintetasa o metionina adenosiltransferasa (MAT) (Ouyang et al., 2020)
para formar S-adenosilmetionina (SAM) (Bauchart-Thevret et al., 2009; Ouyang et al.,
2020).

SAM se considera como el principal reactivo donador de grupos metilo para la
mayoria de las reacciones biolégicas de metilacion significativas que ocurren en todos
los organismos vivos (Brosnan y Brosnan, 2006) y que son esenciales en la diferenciacion
y supervivencia celular mediante la regulacion de vias metabdlicas clave, incluida la
metilacion y la sintesis de poliaminas (Bauchart-Thevret et al., 2009; Mato et al., 2002;
Ouyang et al., 2020).



La S-adenosilmetionina a través de transmetilacion dona un grupo metilo a un
aceptor, para formar S-adenosilhomocisteina (SAH) el cual es hidrolizado a homocisteina
y adenosina (Lewis, 2003; Mastrototaro et al., 2016). La homocisteina a través de
transulfuracion puede ser catabolizado a cisteina, reaccion regulada por las enzimas
cistationina B-sintasa (CBS) y cistationina y-liasa (Riedijk et al., 2007). La homocisteina
también puede utilizarse para volver a sintetizar metionina a través de remetilaciéon

(Mastrototaro et al., 2016; Riedijk et al., 2007; Tesseraud et al., 2008).

Por lo anterior, la homocisteina es un punto de control regulador importante para
la sintesis de metionina y cisteina (Riedijk et al., 2007). La cisteina producida se puede
utilizar en la traduccién de proteinas, es necesaria para la sintesis de mucina intestinal
(Mastrototaro et al., 2016), ademas participa en la sintesis de taurina y en la sintesis de
glutation un importante antioxidante celular (Martinez et al., 2017; Mastrototaro et al.,
2016; Rezzi et al., 2007). Metionina juega un papel clave en los procesos antioxidantes,

eliminando las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Soares et al., 2017)
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Figura 1. Vias del metabolismo de metionina a través de transmetilacion, remetilacion,
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transsulfuracion y transaminacion (Adapatado de Mastrototaro et al., 2016).
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El tracto gastrointestinal es un sitio importante del metabolismo de aminoacidos
azufrados (SAA) (Burrin y Stoll, 2007; Chen et al., 2014). La metionina se metaboliza en
aproximadamente un 20-30% durante la absorcién (Fang et al.,, 2010; Riedijk et al.,
2007). El 20% de la metionina ingerida de la dieta se transmetila principalmente a
homocisteina y se transsulfura a cisteina (Bauchart-Thevret et al., 2009; Riedijk et al.,
2007). Estudios han demostrado que la metionina utilizada por los tejidos
gastrointestinales se metaboliza en un 31% en homocisteina y un 29% en proteina tisular
(Riedijk et al., 2007).

Se ha evidenciado que la deficiencia de SAA provoca una menor cantidad de
células caliciformes y una disminucion en el contenido de glutation en el intestino delgado
(Bauchart-Thevret et al., 2009). En lechones, especificamente la deficiencia de Mety Cis
reduce significativamente el crecimiento de la mucosa intestinal y la proliferacion de
células epiteliales intestinales, mientras que por otro lado aumenta el estrés oxidativo
intestinal (Bauchart-Thevret et al., 2009). Considerando los efectos importantes de Met
en la fisiologia intestinal, un nivel adecuado de este AA en la dieta es imprescindible para

mantener el crecimiento normal y las funciones basicas del intestino delgado (Wu, 2010).

La adicion de metionina en la dieta generalmente esa través de fuentes sintéticas
como DL-Metionina una mezcla 50:50 de isbmeros d y I; (99 pura %), y que se considera
100% biodisponible para los cerdos (Wang et al., 2020) o como hidroxianalogo de
metionina liquido, DL-2-hidroxi-4 (metiltio) butanoico (que contiene 88% de sustancia
activa) (Martin-Venegas et al., 2006b; Métayer et al., 2008). Al igual que todos los a-
hidroxiacidos liquidos, el hidroxianalogo de metionina forma ésteres intermoleculares que
dan como resultado una mezcla en equilibrio dinamico de monémeros, dimeros, trimeros
y oligbmeros superiores (Koban y Koberstein, 2002; Lawson y Ivey, 1986; Martin-
Venegas et al., 2006b).

En cuanto a la biodisponibilidad de ambas fuentes de Met, estudios en cerdos en
crecimiento evaluaron la eficacia del hidroxianalogo de Met (MHA) en relacién con DL-

Met encontrandose una biodisponibilidad entre 63% y 78% (Roth y Kirchgessner, 1986).
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Afos mas tarde en un trabajo realizado por (Jansman et al., 2003) encontraron que la
bioeficacia de MHA era del 72.2% en comparacion con DL-Met en cerdos en crecimiento.
Otros estudios mostraron una biodisponibilidad para MHA del 65.7% en relacién con DL-
Met en cerdos en crecimiento (Shoveller et al., 2010). La biodisponibilidad mas baja del
MHA en cerdos en crecimiento, en comparacion con DL-Met, puede deberse en parte a

las formas poliméricas del MHA (Jansman et al., 2003; Shoveller et al., 2010).

El MHA en su estructura molecular tiene un grupo hidroxilo en el carbono alfa que
sustituye al grupo amino de DL-Met (Shoveller et al., 2010). Esta diferencia podria
resultar en diferentes mecanismos de absorcién, transporte y metabolismo en los tejidos,
pues debe pasar una serie de transformaciones metabdlicas para ser utilizada por el
animal (Dibner, 2003).

4.5 Anatomiay fisiologia del intestino delgado

El intestino delgado es la porcion del sistema digestivo con mayor responsabilidad
en la absorcién de nutrientes. Esta compuesto por duodeno, yeyuno e ileon. En cerdos
en crecimiento, el intestino delgado puede medir aproximadamente 16 a 21 m de largo,

de los cuales del 4 a 5% es duodeno, 88 a 91% yeyuno y 4 a 5% ileon (Yen, 2000).

Duodeno es el primer segmento y el mas corto, a este llegan los alimentos
parcialmente digeridos del estdbmago y las secreciones pancreéaticas que contienen
enzimas digestivas. Yeyuno es la seccién media del intestino; éste en su composicion
tiene pliegues circulares y vellosidades que le permiten la absorcion de particulas
pequefias de nutrientes previamente digeridas por las enzimas de duodeno, asi como las
que se digieren por enzimas propias de este segmento. ileon es el tltimo segmento del
intestino delgado también contiene vellosidades que se encargan de absorber vitamina
B12, 4cidos biliares y otros nutrientes que no llegan a absorberse en yeyuno (Helander y
Fandriks, 2014; Kong et al., 2018).
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La estructura transversal del intestino delgado consta de cuatro capas: mucosa,
submucosa, capa muscular y adventicia (Figura 2). La mucosa intestinal esta formada
por mucosa, muscular, lamina propia y epitelio, posee células epiteliales que secretan un
liquido protector como moco (Kong et al., 2018); su principal funcion es la participacion
en los procesos de digestion, absorcion y transporte de nutrientes, mantiene los tejidos
hamedos proveyéndole una barrera protectora al cuerpo contra la entrada de toxinas,

macromoléculas y microorganismos (Johansson et al., 2013; Soraci et al., 2010).
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Plexo

submucoso
Glandula submucosa

Figura 2. llustracion representativa de la anatomia de la pared y epitelio del intestino
delgado (Adapatado de Yen, 2000).

La submucosa, es una disposicion de tejido conectivo; en los primeros centimetros
(cm) del duodeno esta conformada de glandulas submucosas intestinales denominadas
glandulas de Brunner, éstas secretan fluido alcalino que se moviliza desde la submucosa
a través de la mucosa muscular hacia las aberturas entre las células epiteliales en las
criptas de las vellosidades (Yen, 2000). La submucosa es rica en colageno relativamente

delgada, sostiene la mucosa y la une a la capa muscular (Kong et al., 2018).
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La capa muscular del intestino delgado estad formada por dos capas de tejido
muscular, consistente en una interna circular y otra externa cuyas células se orientan
longitudinalmente. Principalmente cumple con la responsabilidad de contractilidad y
control de la motilidad intestinal (Collins et al., 2020). La capa adventicia es la capa mas
externa, tiene un epitelio escamoso el cual forma el mesenterio de soporte que contiene
el tejido conectivo, los vasos sanguineos grandes y los nervios (Yen, 2000), es una

membrana de tejido liso que secreta liquido seroso.

Las células epiteliales que recubren la superficie luminal del epitelio intestinal, son
reemplazadas cada 4-5 dias a través de procesos de renovacion y migracion (Kong et al.,
2018). Existen varios tipos de células que estan presentes en el epitelio intestinal, entre
ellos: los enterocitos, las células de Paneth, las células caliciformes y las células
neuroendocrinas (Gassler, 2017). Las células epiteliales se producen por células madre,
que se ubican en las criptas, dan lugar a progenitores que se diferencian en tipos de
células epiteliales maduras (excepto las células de Paneth) a medida que migran hacia

el eje cripta-vellosidad (Clevers, 2013).

Los enterocitos son las principales células en el epitelio intestinal y las mas
abundantes; cumplen con funciones muy importantes en la absorcion de nutrientes
productos de la digestion, asi como en la secrecién de enzima e inmunoglobulinas (Kong
et al., 2018). Las células caliciformes secretan moco, este lubrica el paso de los alimentos
a través de los intestinos y protege la pared intestinal de las enzimas digestivas (Kimy
Ho, 2010).

4.6 Digestion y absorciéon de aminoacidos

La digestion es el proceso en el que sustancias complejas provenientes de la dieta
se convierten en formas simples que pueden ser absorbidas por el organismo (Justin y
Amit, 2022). La digestion enzimatica de las proteinas comienza en el estbmago y termina
en el intestino, en donde algunas enzimas como pepsina, tripsina y quimotripsina juegan

un papel importante para la digestion (Krehbiel y Matthews, 2003). El estbmago recibe y
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almacena alimentos durante algunas horas mientras se van segregando acidos y
enzimas que ayudan a la correcta digestion (Justin y Amit, 2022). El ambiente acido por
accion del acido clorhidrico (HCI) en el estbmago hace que las proteinas se
desnaturalicen y que estas puedan estar disponibles para la digestion proteolitica (Kong
et al., 2018). La pepsina es la principal enzima proteolitica del estbmago, su actividad
consiste en romper la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina formando
fragmentos peptidicos; es decir, esta convierte las grandes proteinas en pequefios
polipéptidos, con 10-50 AA los cuales ingresan a intestino delgado, para ser digeridos

por la tripsina activada y la quimotripsina (Kong et al., 2018; Krehbiel y Matthews, 2003).

Los productos de la digestion del HCI y pepsina llegan a duodeno a travées del
esfinter pilérico (D’Mello, 2003). En duodeno continua la digestion llevada a cabo por
proteasas intestinales y pancreaticas (Krehbiel y Matthews, 2003). En duodeno la
digestion se realiza en un medio alcalino, debido a la presencia de sales biliares, jugos
pancreaticos y algunas secreciones duodenales (Wu et al., 2013). Yeyuno e ileon son los
segmentos donde ocurre la absorcién de los productos de la digestiéon; yeyuno es el

principal sitio de absorcion de AA libres y pequefos péptidos (Wu et al., 2013).

El intestino delgado es capaz de absorber aminoacidos libres, dipéptidos y
tripéptidos hacia el interior del enterocito. El 90% de la absorcién corresponde a AA en
forma libre y el 10% a di y tripéptidos. Estos ingresan y salen de los enterocitos a través
de transportadores. Los di- y tripéptidos se absorben en el enterocito por un transportador
Unico PEPT1 acoplado con H*, que actia como transportador hacia el interior del
enterocito (Krehbiel y Matthews, 2003). Las enzimas dipeptidasas y tripeptidasas digieren
a los dipéptidos y tripéptidos en la region apical del enterocito para obtener aminoacidos
libres (D’Mello, 2003; Wu, 2013). Los aminoacidos absorbidos fluyen a la sangre portal a
través de la membrana basal para ser distribuida a todos los érganos (Wu, 2009); el

proceso general de absorcion y transporte se resume en la Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de absorcion y transporte de aminoacidos y péptidos

transmembrana por el enterocito (Adaptado de Krehbiel y Matthews, 2003).

4.7 Transporte de aminoéacidos

Elintestino delgado es el sitio principal de la absorcién de aminoacidos y pequefios
péptidos. Estos son transportados a través del epitelio intestinal por medio de varios
sistemas de transporte ubicados en la membrana apical y basolateral del enterocito. Los
sistemas de transporte de aminoacidos se clasifican como dependientes (mayusculas) e
independientes (minldsculas) de Na* (Mastrototaro et al., 2016). Ademas, a cada sistema
se le adicionan los superindices 0, +, -, y 0,+ para describir la naturaleza eléctrica de los

aminoacidos reconocidos como sustrato para cada sistema (Broer, 2008).
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4.7.1 Sistemas de transporte

4.7.1.1 Sistema B°

Este es el principal sistema de transporte de aminoacidos neutros ubicado en la
membrana apical del enterocito (Brder, 2008) y esta caracterizado por ser de alta
capacidad y dependiente de Na* (Palacin et al., 1998). Una ectopeptidasa conocida como
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) esta asociada con B° Esta
carboxipeptidasa se localiza en la region apical del enterocito y es necesaria para el
apropiado reclutamiento de B° a la membrana apical (Camargo et al., 2009; Ganapathy,
2012). Ademés, 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® (Broer, 2008; Broer y Gauthier-Coles, 2021).

4.7.1.2 Sistema b%*

Es el sistema de transporte de aminoacidos neutros y cationicos con alta afinidad
e independiente de Na', el cual se expresa en la membrana apical del intestino
(Ganapathy, 2012). Es el sistema principal para la absorcién de aminoacidos catiénicos
y cistina en intestino y rifién (Palacin et al., 1998). El sistema b%* funciona como un
heterodimero que consiste de dos proteinas; la subunidad pesada de este sistema de
transporte se conoce como rBAT (relacionado al transportador de aminoacidos b%*), y no
tiene funciones de transporte; la cadena ligera conocida como transportador de
aminoacidos b%* posee las funciones de transporte (Palacin et al., 2001). La funcién de
rBAT es la formacion de un heterodimero con b®* AT durante la biogénesis via enlace
cruzado disulfuro y también facilitar el trafico del heterodimero en la membrana del borde
de cepillo (Brder, 2008). Una caracteristica de este sistema es que funciona a través del
intercambio obligatorio de aminoéacidos. Bajo condiciones fisioldgicas, éste favorece la
entrada de aminoacidos cationicos y cistina al enterocito los cuales intercambia por

aminoacidos neutros (Mastrototaro et al., 2016).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar del experimento

El experimento se realiz6 en el campus Marin en la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autbnoma De Nuevo Ledn (UANL), Nuevo Ledn, México, durante la época
mas calida del afio, verano (julio - septiembre) de 2020, y tuvo una duracién de 21 dias.
Los analisis de laboratorio (expresion de transportadores de aminoacidos y de actividad
de enzimas antioxidantes) se llevaron a cabo en el laboratorio de Nutrigendémica del
Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC),

Baja California, México.

5.2 Animales y manejo

El experimento se realizé con 36 cerdos con un peso promedio inicial de 27.4 +
0.6 kg, que fueron distribuidos en 3 grupos formados segun peso corporal inicial, sexo y
camada, y que fueron asignados aleatoriamente a los 3 tratamientos de dieta, se

emplearon 12 repeticiones en total por tratamiento.

Los cerdos fueron alojados individualmente en corrales de 1.2 x 1.2 metros (m)
dentro de una nave bajo techo, pero con paredes laterales superiores abiertas, por lo que
los corrales tuvieron las tipicas fluctuaciones de temperatura ambiente que ocurren en
época de verano en la region. Cada corral estuvo equipado con un comedero de un solo
orificio y un bebedero de boquilla para permitir el consumo ad libitum de alimento y agua
durante los 21 dias del experimento. La temperatura y la humedad relativa se midieron
con la ayuda de dispositivos pequefios (higrotermografos) instalado dentro de los

corrales, y configurados para registrar estas variables cada hora.

Diariamente se registré la cantidad de alimento ofrecido y rechazado. Los cerdos

fueron pesados cada semana durante 21 dias. Los datos registrados se utilizaron para el
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calculo de consumo diario de alimento (CDA), ganancia diaria de peso (GDP) y

conversion alimenticia (CA).

5.3 Dietas y tratamientos experimentales

La dieta testigo se formulé con base en trigo molido y pasta de soya, y se utilizo
lisina, treonina y valina para cubrir los requerimientos de AA establecidos (NRC, 2012)
para cerdos en el rango de peso corporal de 25-50 kg (Cuadro 1). Todas las dietas
contenian los mismos niveles de AA (NRC, 2012) excepto metionina. El nivel de
metionina se eligié para superar la ingesta reducida de metionina debido a la reduccion

del 20 al 40% en la ingesta voluntaria de alimento de cerdos en estrés por calor.

Los cerdos se distribuyeron de forma aleatoria en las 3 dietas. Los tratamientos
fueron:
1) Met100: cerdos bajo condiciones de estrés por calor, recibieron la dieta testigo, con el
100% de los requerimientos de Met;
2) Met120: cerdos bajo condiciones de estrés por calor, recibieron la dieta testigo mas
20% extra de los requerimientos de Met;
3) MHA120: cerdos bajo condiciones de estrés por calor recibieron la dieta testigo mas

20% extra de los requerimientos de Met en su forma analoga (MHA).

En el Cuadro 2 se presenta la composiciéon de ingredientes de las dietas

experimentales.
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Cuadro 1. Composicion de ingredientes de las dietas experimentales.

Dietas experimentales

Ingredientes Met-100 Met-120 MHA-120
Trigo 80.08 80.08 80.08
Pasta de soya, 48% 16.00 16.00 16.00
L-Lisina * HCI 0.66 0.66 0.66
L-Treonina 0.20 0.20 0.20
DL-Metionina 0.040 0.095 0.040
Hidroxiandlogo de metionina (MHA)** - - 0.085
L-Valina 0.05 0.05 0.05
Almidon de maiz 0.165 0.110 0.055
Carbonato de calcio 1.25 1.25 1.25
Ortofosfato 0.80 0.80 0.80
Sal iodada 0.35 0.35 0.35
Premezcla de Vit y Minerales? 0.40 0.40 0.40

*Dietas: Met 100, dieta testigo a base de trigo, soya, suministra 100% de requerimientos Met (NRC, 2012)
**MHA tiene 65% de biodisponibilidad en relacion con DL-Met (Kim y Ho, 2010; Shoveller et al., 2010)
1Suministrado por kg de dieta. Vitamina A, 4.800 1U; vitamina D3, 800 IU; vitamina E, 4.8 1U; vitamina K3,
1,6 mg, riboflavina, 4 mg; Acido D-pantoténico, 7,2 mg; niacina, 16 mg, vitamina BI2, 12.8 mg; Zn, 64 mg;
Fe, 64 mg; Cu, 4 mg; Mn, 4 mg; I, 0.36 mg; Se, 0,13 mg.

5.4 Recoleccidn de muestras

Se realiz6 colecta de muestras de sangre a las 1600 h del dia 18 del experimento
de seis cerdos de cada tratamiento. De cada cerdo se colectaron dos muestras de sangre
mediante puncion de la vena yugular, utilizando tubos BD Vacutainer de 6.0 ml. Las
muestras colectadas se centrifugaron a 1,500 x g a 4°C durante 15 minutos y el suero se
transfiri6 a criotubos de 2.0 ml, para su almacenamiento a -20 °C hasta su posterior

andlisis.
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La alimentacion se retir0 del corral la noche del experimento previa al dia de
sacrificio. Se sacrificaron seis cerdos de cada tratamiento mediante aturdimiento con
aturdidor de émbolo retractil y desangrado. Las canales fueron evisceradas y se
recolectaron muestras de mucosa de los 3 segmentos intestinales duodeno, yeyuno e
ileon, realizando un raspado con portaobjetos. Las muestras fueron colocadas en
microtubos de 2 ml previamente identificados, e inmediatamente se congelaron en
nitrégeno liquido. Todas las muestras obtenidas fueron transportadas al laboratorio y
almacenadas a -80 °C para su posterior analisis de expresion génica. También se
colectaron muestras de los 3 segmentos del intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon)
y se almacenaron en frascos de 50 ml con solucion buffer de formaldehido al 10% para

el analisis histomorfologico segun el procedimiento descrito por (Moeser et al., 2012).

5.5 Andlisis de laboratorio

5.5.1 Andlisis de actividad enzimatica

Para el analisis de la actividad enzimatica se utilizaron kits comerciales (Cayman
Chemical, USA) de acuerdo con la metodologia descrita por el fabricante. Los analisis de
SOD y GPx, se realizaron con suero diluido en unarelacion 1:2, con el buffer de muestra,
removiendo y descartando la capa blanca superior (de leucocitos); enseguida se realizo
lisis de los eritrocitos, utilizando 4 ml de agua fria grado HPLC, se centrifug6 a 10,000 g

durante 15 min a 4°C y se recolecto el sobrenadante para su analisis.

El andlisis de CAT se realiz6 de manera similar al procedimiento antes
mencionado, la diferencia fue en la dilucion del plasma en relacién 1:5 y no se utilizo
buffer. Para el analisis de GSH; las muestras fueron desproteinizadas con una solucién
saturada de sulfato de amonio (NH4)2 SO4 en una relacién 1:1. Estas se dejaron reposar
en hielo durante 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 3500 g durante 15
minutos, se recolect6 el sobrenadante y se diluyé nuevamente en agua HPLC a una

relacion 1:1.
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5.5.1.1 Actividad de superoxido dismutasa

La determinacion de la actividad enzimética de la enzima superoxido dismutasa se
realizé utilizando el kit comercial (Superoxide Dismutase Assay Kit 706002, Cayman
Chemical, Michigan, USA) y se sigui6 el protocolo propuesto por el fabricante. Se utilizo
sal de tetrazolio para la deteccion de radicales superéxidos generados por la xantina
oxidasa y la hipoxantina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para exhibir una dismutacion del 50% del radical superéxido (Cayman
Chemical, 2018).

5.5.1.2 Actividad de glutation peroxidasa

La determinacion de la actividad enzimatica de glutatibn peroxidasa se realiz6
utilizando el kit comercial (Glutathione Peroxidase Assay Kit 703102, Cayman Chemical,
Michigan, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La actividad de GPx se
estimé de forma indirecta mediante una reaccién acoplada con glutatién reductasa (GR).
El glutatién oxidado (GSSG), producido al reducir el hidroperéxido por GPXx, se recicla a
su estado reducido por GR y NADPH.

La oxidacion de NADPH a NADP* va acompafiada de una disminuciéon de la
absorbancia a 340 nm. En condiciones en las que la actividad de GPx es limitante, la tasa
de disminucion en el Asso es directamente proporcional a la actividad de GPx en la
muestra. Una unidad de GPx se define como la cantidad de enzima que provocara la
oxidacion de 1.0 nmol de NADPH a NADP™ por minuto a 25 °C (Cayman Chemical, 2019).

5.5.1.3 Actividad de catalasa

La determinacion de la actividad enzimatica de catalasa, se realizo utilizando el kit
comercial (Catalase Assay Kit 707002, Cayman Chemical, Michigan, USA), siguendo el
protocolo propuesto por el fabricante. Se utilizé la funcién peroxidativa de CAT para la

determinacioén de la actividad enziméatica. El método se basa en la reacciéon de la enzima
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con metanol en presencia de una concentracion 6ptima de H202. El formaldehido
producido se mide colorimétricamente con 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1, 2, 4-triazol
como cromogeno. Este cromdgeno forma especificamente un heterociclo biciclico con
aldehidos, que tras la oxidacion cambia de incoloro a un color purpura. Una unidad de
CAT se define como la cantidad de enzima que provocara la formacion de 1,0 nmol de

formaldehido por minuto a 25 ° C (Cayman Chemical, 2017).

5.5.1.4 Actividad de glutatiéon

La determinacién de la actividad de glutatién se realizé utilizando el kit comercial
(Glutathione Assay Kit 703002, Cayman Chemical, Michigan, USA), y se siguieron las
instrucciones del fabricante. Esta técnica utiliza glutation reductasa, para la cuantificacion
de GSH. El grupo sulfhidrilo de GSH reacciona con DTNB (5,5’ -ditiobis- 2- (acido
nitrobenzoico), conocido como reactivo de Ellman, que se basa en la reaccion de tioles
con el reactivo de Ellman (DTNB) para producir una proteina tiol modificada (disulfuro
mixto) y una molécula de 2-nitro acido-5-tiobenzoico (TNB). El reactivo de Ellman sin
reaccionar solo tiene un color débil, mientras que el anién TNB tiene un color amarillo
intenso; lo cual se detecta y cuantifica usando un espectrofotometro (Luo et al., 2011). La
medida de la absorbancia a 412 nm (especificada por Ellman, 1959) proporciona una
determinacion cuantitativa de los grupos tiol; por cada molécula de tiol libre que

reacciona, se produce una molécula de TNB (Luo et al., 2011; Riener et al., 2002).

El disulfuro mixto, GSTNB (entre GSH y TNB) que se produce, es reducido por la
glutation reductasa para reciclar el GSH y producir mas TNB. La tasa de produccion de
TNB es directamente proporcional a la reaccion de reciclaje que, a su vez, es
directamente proporcional a la concentracion de GSH en la muestra. GSH se oxida
facilmente a glutation oxidado (GSSG). El GSSG se produce durante la reduccion de
hidroperoxidos por la glutation peroxidasa. EI GSSG se reduce a GSH por la glutation
reductasa y por cada mol de GSSG, se producen 2 pM de GSH (Cayman Chemical,
2016).
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5.6 Anélisis histomorfolégico

Las muestras de tejido intestinal previamente almacenadas en formaldehido al
10% se utilizaron para realizar el analisis histolégico, de acuerdo a la metodologia
descrita por Moeser etal.,, (2012). En cada portaobjetos se montaron dos cortes
transversales de intestino, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. Los cortes
de tejido fueron observados en un microscopio Optico de la marca Primo Star Zeiss (HBO,
México). Se tomaron fotografias de los segmentos intestinales, asegurando la
visualizacion de vellosidades intestinales y la profundidad de cripta. Este procedimiento
se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.

5.6.1 Medicién de altura de vellosidades y profundidad de la cripta

La altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas de cada uno de los
segmentos intestinales (duodeno, yeyuno e ileon) fue medida en las fotografias
mencionadas anteriormente. Se utilizo el software Image J2 (Curtis et al., 2017). Este
permite utilizar una escala para calcular las mediciones de pixeles a unidades de longitud
en este caso micrometros. Se midieron al menos 10 vellosidades integras y uniformes y
las dos criptas correspondientes de cada una de las vellosidades, por cada muestra de

segmento intestinal.

La altura de vellosidad se midi6 desde el punto medio de la base de la vellosidad,
trazando una linea recta hasta el apice; la profundidad de la cripta se midi6 desde la base
de la cripta hasta la base de la vellosidad mas cercana. Los datos obtenidos fueron
exportados a un documento Excel los cuales sirvieron para calcular la relacién altura de
vellosidad:profundidad de cripta (V:C), la cual se calculé dividiendo la altura de la
vellosidad entre la profundidad de la cripta; posteriormente se realiz6 el analisis

estadistico de los datos.
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Figura 4. Ejemplo de medicion de la atura de una vellosidad (flecha amarilla) y
profundidad de cripta (flecha negra), de un corte histolégico de intestino delgado (ileon)
(Adapatado de Alshamy et al., 2018).

5.7 Extraccion y purificacion total de ARN

Para los andlisis de expresion de transportadores de aminoacidos se realizd
extraccion de ARN total de las muestras de la mucosa de los tres segmentos del intestino
delgado, utilizando el kit comercial (Direct-zol RNA Miniprep Plus Kit R2072, Zymo
Research, Irvine, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras
de la mucosa intestinal previamente almacenadas a -80 °C, se colocaron en un mortero
que contenia nitrégeno liquido y se pulverizaron. Aproximadamente 50 mg del tejido
pulverizado se colocaron en un microtubo con 530 pl de Trizol Reagent (Invitrogen,
Corp.). La muestra se incub0 durante un minuto, posteriormente fue homogenizaday se
centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos, se procedié a recuperar el sobrenadante
tratando de no tocar la pastilla formada en el fondo y se transfiri6 a un microtubo nuevo

de 2 ml, inmediatamente se afadieron 500 pl de etanol al 100% y se mezclé por
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inmersion, el liquido fue transferido a una columna con un microtubo de coleccion y se

centrifugd durante 1 minuto a 10000 rpm.

Posteriormente, la columna fue colocada en un nuevo microtubo de coleccién y se
afadio 400 pl de RNA Prewash (Zymo Research, CA, USA), se centrifugo a 10,000 rpm
durante 1 minuto, se desechd el sobrenadante y se repitié este paso. A continuacién, se
agregaron 700 pyl de RNA Wash Buffer (Zymo Research, CA, USA) a la columna y se
centrifugd a 10,000 rpm por 2 minutos. La columna fue transferida a un microtubo libre
de RNasa de 2 ml, el ARN purificado fue eluido con 30 ul de DNase/RNase-Free Water
(Zymo Research, CA, USA) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 1 minuto. Se desechd
la columna'y se coloco una identificacion en el microtubo, el RNA purificado se almaceno
a -80 °C. Posteriormente se determind la integridad del ARN total a través de
electroforesis en gel de agarosa al 1%; se verificd que la relacion de ARNr 28S:18S fuera
alrededor de 2:1 (Sambrook y Russel, 2001).

5.8 Transcripcidn reversa

Aproximadamente 3 pl de ARN se trataron con 1 U de DNasa; (1 U/ul; Thermo
Fisher Scientific) y 6 ul de buffer para transcripcion reversa (RT 5x), se afiadieron 20.5 pl
de agua libre de nucleasas. La reaccion fue incubada a temperatura ambiente durante 15
minutos y luego durante 5 minutos a 70 °C para detener la reaccion. Para iniciar la
transcripcion reversa se agrego 1 upl de hexanucleétidos (random hexamers, 50 ng/pul,
Invitrogen) y 1 ul de solucion de DNTPs (10 uM de cada uno, Invitrogen). La reaccion se
incub6é a temperatura ambiente durante 5 minutos, luego se incub6 en hielo y se
afladieron 2 ul de buffer de transcripcion (RT 5x), 3 pl de agua libre de nucleasas y 1 ul
de inhibidor de ribonucleasa (40U/ul; RiboLock Inhibitor, Thermo Fisher Scientific). Se
realizd una incubacion por a 42 °C durante 2 minutos para estabilizarla 'y luego se agrego
1 pl de la enzima transcriptasa reversa (Revert Aid H Minus RT, Thermo Fisher Scientific).
A continuacion, se llevd a cabo la reaccién de retrotranscripcion a cabo a 42°C durante
50 minutos. Posteriormente se incub6é a 70 °C durante 15 minutos para detener la

reaccion y luego se reposo en hielo. La reaccion se almacené a -20 °C. Las muestras de
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cDNA fueron cuantificadas por espectrofotometria (Helios 3, Thermo Electron Co.) y se

diluyeron para una concentracion final de 50 ng/ul.

5.9 PCR cuantitativa (qPCR)

Se disefiaron oligonucle6tidos de acuerdo con las secuencias publicadas en el
Genbank (Cuadro 2) que son especificos para el ARN mensajero de los transportadores
de aminoéacidos B° y b®*, el gen de proteina ribosomal 4 (RPL4) fue utilizado como gen
de referencia para normalizar las variaciones en el ARNm (Cuadro 2). La expresion de
transportadores de AA en duodeno, yeyuno e ileon, se analizaron mediante ensayos de
PCR cuantitativa (QPCR), utilizando el kit comercial Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (K0222 Thermo Fisher Scientific), las reacciones de gPCR se realizaron en
un termociclador de tiempo real CFX96 Touch version 3.0 (BioRad, Herefordshire,

England).

Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo en microtubos de 200 ul con volumen
final de reaccién de 25 ul. Cada reaccién contenia 8 pl de agua libre de nucleasas, 12.5
ul de SYBR Green Mix, 3 pl de Oligo Mix (5 uM de cada oligonucledétido nucleétido) y 1.5
ul de ADNc (50 ng/ul). Todas las muestras se analizaron por duplicado, y en la misma
corrida se analizaron tanto el gen blanco como el gen de referencia. En la primera
columna del plato se colocaron tres muestras por duplicado de los siguientes blancos: 1)
reaccion sin DNA; 2) reaccion con DNA, pero sin Oligo Mix; 3) reaccion con DNA, pero
sin SYBR Green Mix. El programa de reaccion para los qPCR fue: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 5 minutos y 40 ciclos (desnaturalizacién a 95 °C por 15 segundos,

alineacién a 56 °C por 15 segundos, y extension a 72 °C por 30 segundos).

Al finalizar cada ciclo, se midié la fluorescencia de las muestras y posteriormente
se realizdé una curva de desnaturalizacién de 65 °C a 95 °C, en la que se midi6 la

florescencia cada 0.5°C.
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El calculo de la expresion relativa del ARNm de los transportadores de
aminoacidos B® y b%*, en duodeno, yeyuno e ileon se realizé de acuerdo con la ecuacion
(2-AACt) descrita por (Livak y Schmittgen, 2001).

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para andlisis de PCR cuantitativo de ARNm

derivados de transportadores de aminoacidos (B°, b®" y RPL4.

Fragmento

ARNmM Oligonucledtido  Secuencia de oligonucleétido (5°, 3') amplificado (pb)

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

Sentido 5 TCTGTCCACAACAACTGCCA 3
163
Antisentido 5 ACCCGTTGATAAGCGTCAGG 3
b0'+, Transportador de aminoacidos SLC7A9 (GenBank: NM_001110171.1)
Sentido 5 CCTGCCATCATCTTTCACGG 3
414
Antisentido 5 GAGCTTGTTACTCTGGCGGT 3
RPL4, Proteina Ribosomal L4 (GenBank: DQ84576.1)
Sentido 5 TGAGCTCTATGGCACTTGGC 3
221
Antisentido 5 GAATGGTGTTTCGGCGCATT 3’
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5.10 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el paquete estadistico SAS,
en funcion del disefio de bloques completos al azar. Se realizaron analisis de varianza y
comparacion de medias. Se construyeron tres contrastes no ortogonales para analizar la
respuesta de los cerdos en EC a la suplementacién de metionina como DL-Met 0 MHA,
C1: Metl100 vs Met120; C2: Met100 vs MHA120; C3: Met120 vs MHA120. Se consideré
un nivel de significancia de P<0.01 para diferencias altamente significativas; P<0.05 para

diferencias significativas, y tendencia P<0.10.
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VI. RESULTADOS

6.1. Temperatura ambiental y humedad relativa

Los valores de temperatura ambiental (TA) y humedad relativa (HR) registradas
cada 10 minutos durante el periodo experimental se muestran en la Figura 5. Las
temperaturas minimas promedio fueron 24.10 °C, registradas a las 0730 h, y las maximas
fueron 34.66 °C, registrada a las 1550 h. La temperatura ambiental promedio durante
todo el experimento fue de 29.6 °C. La humedad relativa vari6 sustancialmente en
direccion opuesta a la temperatura ambiente, los valores mas altos fueron registrados
durante las horas de la mafiana hasta un 85.5% y valores mas bajos durante las horas

de la tarde hasta un 48%, con un promedio de 66.9%.
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Figura 5. Temperatura ambiental (°C) y humedad relativa (%), valores registrados
diariamente a intervalos de 10 minutos durante las 24 h del dia con la ayuda de un

higrotermégrafo.
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6.2 indice de temperatura y humedad

El indice de temperatura y humedad (ITH) promedio por hora durante el periodo
experimental fue de 78.9, con un valor maximo de 84.8 registrado alrededor de las 1550
h'y un valor minimo de 73.6 a las 0730 h del dia. A continuacion, se muestran los valores

relativos obtenidos para el indice Temperatura Humedad (ITH; Figura 6).
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Figura 6. Variacion del indice de temperatura y humedad durante las 24 h del dia. Los
valores mostrados para cada hora corresponden al promedio de los datos obtenidos

durante el periodo experimental.

6.3. Parametros productivos

En el Cuadro 3, se presentan los resultados de comportamiento productivo de los
cerdos asignados a cada uno de los tres tratamientos. El peso vivo inicial de los cerdos
fue similar (26.72 kg = 1 kg) en todos los tratamientos (P>0.05). De igual forma no se

observaron diferencias (P>0.05) en el peso final de los cerdos (45.21 kg + 1 kg). El
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consumo diario de alimento (CDA) no fue diferente en los cerdos distribuidos a los tres
tratamientos, tampoco se observo efecto de la adicion de metionina extra ni como DL-
Met o MHA (P>0.05).

Se observo una tendencia a incrementar la ganancia diaria de peso (GDP) de los
cerdos que fueron alimentados con los tratamientos que contenian metionina extra como
DL-Met o MHA (P<0.10) en comparacién al tratamiento testigo. No se encontraron
diferencias en la GDP entre los cerdos que fueron alimentados con extra DL-Met y MHA
(P>0.10). Para la relacion ganancia-consumo (G:C) la suplementacion extra de DL-Met y
MHA en la dieta de los cerdos bajo condiciones de estrés por calor aumenté la eficiencia
alimenticia (P<0.05) en comparacion con el tratamiento testigo. No se observo diferencia
en la relacion G:C entre los cerdos suplementados con el extra de DL-Met y MHA
(P>0.10).

Cuadro 3. Parametros de comportamiento productivo de los cerdos bajo condiciones de

EC alimentados con metionina extra como DL-Met o MHA

Tratamiento? Contrastes®
(Valores de P)
DL-Met DL-Met MHA 1 1 L
100 120 120 SEM C1 C2 C3
Peso inicial (kg) 27.43 27.12 27.68 0.61
Peso final (kg) 45.19 46.20 46.84 0.94 0.459 0.230 0.636

Consumo diario de

) 1.883 1.876 1.878 0.05 0.912 0.932 0.980
alimento (kg/d)

Ganancia diaria de

0.846 0.909 0.912 0.03 0.100 0.100 0.941
peso (kg/d)

Relacion G:C 0.451 0.485 0495 0.01 0.039 0.010 0.527

1 Met100, dieta basal que contiene el 100% del requerimiento de Met (NRC, 2012); Met120, dieta basal
mas 20% adicional de DL-Met; MHA120, dieta basal méas 20% equivalente de Met como MHA.
2 Contrastes: C1, Met100 vs Met120; C2, Met100 vs MHA120; C3, Met120 vs MHA120
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6.6 Actividad enzimatica

6.6.1 Superoxido dismutasa

Los valores promedios de la actividad de SOD para los tratamientos testigo, DL-
Met y MHA fueron 5.86, 6.73 y 6.79 U/ml respectivamente. La suplementacion extra de
DL-Met y de MHA aumentaron la actividad de SOD en comparacién con el tratamiento
testigo (P<0.05), sin embargo, no difirié entre las fuentes DL-Met y MHA (P>0.05) para

los cerdos bajo condiciones de EC (Figura 7).
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Figura 7. Actividad enzimatica de superoxido dismutasa (SOD) en suero sanguineo de

cerdos bajo condiciones de EC.

6.6.2 Glutation peroxidasa

Los valores promedios de la actividad de GPx para los tratamientos testigo, DL-
Met y MHA fueron 7.93, 8.79 y 7.03 nm/min/ml respectivamente; no se encontraron
diferencias significativas por la suplementacion extra de metionina como DL-Met 0 MHA

(P>0.05) para los cerdos bajo condiciones de EC (Figura 8).
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Figura 8. Actividad enzimatica de glutation peroxisada (GPx) en suero sanguineo de

cerdos bajo condiciones de EC.

6.6.3 Catalasa

Los valores promedios de la actividad de CAT para los tratamientos testigo, DL-
Met y MHA fueron 208, 245 y 261 nm/min/ml respectivamente. La actividad de CAT no
se vio afectada por la suplementaciéon extra de metionina como DL-Met o MHA (P>0.05)

para los cerdos bajo condiciones de EC (Figura 9).
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Figura 9. Actividad enzimética de catalasa (CAT) en suero sanguineo de cerdos bajo

condiciones de EC.
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6.6.4 Glutation

Los valores promedios de la actividad de GSH para los tratamientos testigo, DL-
Met y MHA fueron 6.88, 7.58 y 6.94 nm respectivamente. La suplementacion extra de DL-
Met incrementd la actividad de GSH (P<0.05), sin embargo, suplementar el MHA no tuvo
ningun efecto sobre la actividad de GSH (P>0.05), para los cerdos bajo condiciones de

EC (Figura 10).
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Figura 10. Actividad enziméatica de glutation (GSH) en suero sanguineo de cerdos bajo

condiciones de EC.

A continuacién, se muestra el resumen de los datos obtenidos para la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, GPx, CAT, GHS (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentracion de enzimas antioxidantes en suero sanguineo de cerdos

alimentados con metionina extra como DL-Met o MHA bajo condiciones de estrés por

calor.
. Contrastes?
1
Tratamiento (Valores de P)
Enzimas Metl00 Metl20 MHA120 SEM ci1t c2t c3t
SOD (U/ml) 5.86 6.73 6.79 0.31 0.046 0.037 0.892
GPx
. 7.93 8.79 7.03 1.05 0.572 0.524 0.252
(nm/min/ml)
CAT
. 208 245 261 31.4 0.397 0.220 0.719
(nm/min/ml)
GSH (nm) 6.88 7.58 6.94 0.17 0.005 0.779 0.010

1 Met100, dieta basal que contiene el 100% del requerimiento de Met (NRC, 2012); Met120, dieta basal
maés 20% adicional de DL-Met; MHA120, dieta basal mas 20% equivalente de Met como MHA.
2 Contrastes: C1, Met100 vs Met120; C2, Met100 vs MHA120; C3, Met120 vs MHA120

6.4 Morfologia intestinal

De acuerdo con los resultados obtenidos, la altura de las vellosidades, la
profundidad de las criptas y la relacion altura de vellosidad:profundidad de cripta fueron
diferentes entre las diferentes secciones del intestino delgado, duodeno, yeyuno e ileon,

asi como entre los diferentes tratamientos (Cuadro 5).

En duodeno, la altura de vellosidad no fue diferente entre tratamientos (P>0.05);
sin embargo, la variable profundidad de cripta fue menor (P<0.01) en los cerdos que
recibieron 20% extra de DL-Met y MHA en comparacion con el tratamiento testigo, con
un promedio de 253 y 265 micras respectivamente. Con la adicion de DL-Met y MHA se
observd una mayor relacién altura de vellosidad:profundidad de cripta en comparacion
con el tratamiento testigo (P<0.01), con un promedio de 2.48 y 2.38 respectivamente. No

se encontraron diferencias significativas en los parametros de altura de vellosidad y
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profundidad de cripta en duodenos de los cerdos suplementados con de DL-Met y MHA
(P>0.05).

En yeyuno la altura de las vellosidades fue mayor en los cerdos suplementados
con DL-Mety MHA en comparacion con el tratamiento testigo (P<0.01), con un promedio
de 728 y 702 micras respectivamente. La profundidad de las criptas fue menor en los
cerdos suplementados con DL-Met y MHA en comparacion con el tratamiento testigo
(P<0.01), con un promedio de 223y 227 micras respectivamente. Se pudo observar una
mayor relacién de altura de vellosidad:profundidad de cripta con los tratamientos DL-Met
y MHA comparados con el tratamiento testigo (P<0.01), con valores promedios de 3.35y
3.18 respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre los cerdos
suplementados con de DL-Met y MHA (P>0.05).

En ileon la altura de vellosidad fue mayor con la adicion de DL-Met y MHA en
comparacion con el tratamiento testigo (P<0.01), con un promedio de 533 y 509 micras
respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos para la
profundidad de cripta (P>0.05). La relacién altura de vellosidad:profundidad de cripta fue
mayor con la adicion de DL-Met y MHA en comparacion con el tratamiento testigo
(P<0.01), con valores promedio de 2.35 y 2.45 respectivamente; no se encontraron
diferencias significativas entre los cerdos suplementados con el extra de DL-Met y MHA
(P>0.05).
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Cuadro 5. Histomorfologia de duodeno, yeyuno e ileon de cerdos expuestos a

condiciones de estrés por calor alimentados con metionina extra como DL-Met o MHA.

Tratramiento?!

Contrastes?

(Valores de P)

Segmento (um) Vet Vet MAA SEM C1 Cc2 C3
100 120 120

Duodeno

Altura de vellosidad 604 607 607 10 0.822 0.813 0.990

Profundidad de cripta 314 253 265 9 <0.001 <0.001 0.364

AV:PC 1.98 2.48 2.38 0.06 <0.001 <0.001 0.231

Yeyuno

Altura de vellosidad 635 728 702 12 <0.001 <0.001 0.117

Profundidad de cripta 279 223 227 7 <0.001 <0.001 0.600

AV:PC 2.34 3.35 3.18 0.08 <0.001 <0.001 0.115

fleon

Altura de vellosidad 444 533 509 9 <0.001 <0.001 0.063

Profundidad de cripta 234 236 244 17 0915 0.667 0.747

AV:PC 1.98 2.35 2.45 0.06 <0.001 <0.001 0.271

1 Met100, dieta basal que contiene el 100% del requerimiento de Met (NRC, 2012); Met120, dieta basal
mas 20% adicional de DL-Met; MHA120, dieta basal mas 20% equivalente de Met como MHA.

2 Contrastes: C1, Met100 vs Met120; C2, Met100 vs MHA120; C3, Met120 vs MHA120
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6.5 Expresion de transportadores de aminoéacidos

En la Figura 11 se presenta la expresion relativa del ARNm de los trasportadores
de aminoéacidos neutros B° (A) y b®* (B) en duodeno, yeyuno e ileon de los cerdos
alimentados con metionina extra expuestos a condiciones de estrés por calor. Ademas,
en el Cuadro 6 se presentan los resultados del analisis estadistico de ACt para la
expresion de cada transportador corregido por el Ct del gen de referencia (RPL4), en
relacion con el tratamiento testigo de acuerdo con la metodologia de Livak y Smitgen
(2001).

La suplementacién extra de metionina como DL-Met o MHA no modificd la
expresion relativa del transportador B® en duodeno, yeyuno e ileon (P>0.05). La
expresion relativa del transportador b®* en duodeno, yeyuno e ileon no se vio afectada
por la suplementacion extra de metionina como DL-Met o MHA en comparacion con el
tratamiento testigo. Sin embargo, la adicion extra de metionina como DL-Met provoco un
mayor expresion del transportador b®* en yeyuno en comparacién con la dieta
enriquecida con MHA (P<0.05).
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Figura 11. Expresion relativa de los transportadores de aminoéacidos B® y b®*, en los
segmentos de intestino delgado duodeno, yeyuno e ileon de cerdos alimentados con

metionina extra como DL-Met o MHA bajo condiciones de estrés por calor.
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Cuadro 6. Analisis del ACt de la expresion del ARNm de los transportadores de

aminoacidos B®y b%* en intestino delgado de cerdos bajo condiciones de estrés por calor

alimentados con metionina extra como DL-Met o MHA.

Tratamiento?!

Contrastes?
(Valores de P)

Item Met100 Metl20 MHA120 SEM Ci C2 C3

Duodeno

BO 4.26 4.26 3.63 0.39 0.999 0.267 0.267

b+ 6.89 7.61 6.88 032 0131 0976 0.124
Yeyuno

BY 4.64 4.70 4.75 0.26 0.868 0.762 0.891

po* 6.44 5.66 7.24 0.44 0.238 0.231 0.028
fleon

BY 2.88 2.88 2.95 0.13 0.997 0.709 0.706

o+ 511 5.49 5.30 0.24 0.292 0.586 0.598

1 Met100, dieta basal que contiene el 100% del requerimiento de Met (NRC, 2012); Met120, dieta basal

mas 20% adicional de DL-Met; MHA120, dieta basal mas 20% equivalente de Met como MHA.

2 Contrastes: C1, Met100 vs Met120; C2, Met100 vs MHA120; C3, Met120 vs MHA120
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VIIl. DISCUSION

Méas de un 50% de la produccién porcina en el mundo es llevada a cabo en
regiones tropicales o subtropicales. Esto resulta ser un problema frecuente en los
sistemas de produccién, sobre todo porque en regiones extremadamente calidas durante
el verano se afecta la salud y produccion de los animales (Waltz et al., 2014). En México
la mayor parte de la produccion de cerdos se realiza en regiones donde, durante la época
de verano, la temperatura ambiental se incrementa notablemente generando estrés por
calor (Bobadilla et al., 2010).

La temperatura ambiente (TA) y humedad relativa (HR) elevadas, contribuyen al
estrés por calor en los animales. Cada especie animal responde diferente al estrés por
calor (Pearce et al., 2013), dado que existe una diferencia en la zona termoneutral (ZT)
de diferentes especies animal. De acuerdo con Huynh et al., (2005) la temperatura de
confort de cerdos en crecimiento es de 18 °C a 21 °C; cerdos expuestos a temperatura

ambiente superior manifiestan signos de estrés por calor (Pearce et al., 2012, 2013).

Durante el periodo experimental de este trabajo, los cerdos fueron alojados en
condiciones en que la TA fluctuo entre los 24y 34 °Cy la HR entre 48 y 85%. Se observo
que durante 9 horas al dia (1100 h a 2000 h) los cerdos estuvieron expuestos a
temperaturas superiores a 30 °C y HR superior a 50%. Estas condiciones fueron
superiores a las condiciones de confort recomendadas para cerdos en crecimiento. Asi
gue de acuerdo con Collin et al., (2001), los cerdos en este experimento debieron padecer

de estrés por calor.

El indice de temperatura-humedad (ITH) combina los efectos de la temperatura
ambiente y la humedad relativa, es un numero calculado el cual se utiliza para indicar la
sensacion térmica en grados Fahrenheit (Xin y Harmon, 1998). De acuerdo con Hahn et
al., (2009) se consideran 3 zonas de ITH, de alerta 75-78, peligro 79-83 y emergencia

=>84. Considerando que los valores de ITH de este trabajo oscilaron entre 73.6 y 84.8
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indica que los cerdos estuvieron expuestos durante el dia a condiciones de alerta, peligro

y emergencia.

Es bien conocido que cuando los animales estan expuestos a condiciones
ambientales que exceden su zona termoneutral, la eficiencia productiva se ve
comprometida porque la jerarquia de utilizacion de nutrientes se prioriza para mantener
la temperatura corporal y, en consecuencia, se resta importancia a la productividad
(Mayorga et al., 2018). Este efecto resulta muy marcado en etapas de crecimiento y
finalizacion en comparacion con cerdos mas jévenes (Baker, 2004; Collin et al., 2001; St-
Pierre et al., 2003).

Diversos estudios demuestran que una de las principales causas de atraso en el
crecimiento de cerdos que son expuestos a condiciones de EC, es la reduccién en el
consumo de alimento. Segun Collin et al., (2001), se puede alcanzar una reduccion del
40% o mas dependiendo del tiempo y el grado de exposicion a calor. Otros autores
Baumgard y Rhoads, (2013); Pearce et al., (2013) demuestran que la reduccién en el
consumo de alimento puede ser entre un 47% a 50%. Sin embargo, debido a que todos
los cerdos de este experimento estuvieron bajo las mismas condiciones de temperatura

y humedad, no fue posible observar diferencia en el consumo de alimento.

En cambio, Morales et al., (2014) si habian reportado una disminucién de un 11.4%
en la ganancia de peso de cerdos expuestos a EC comparados con cerdos que habian
sido alimentados en condiciones termoneutrales. Otros trabajos realizados por Le Bellego
et al., (2002) con cerdos en crecimiento y finalizacion bajo condiciones de EC
evidenciaron una reduccién entre un 10% y 16 % en la GDP. En consecuencia, Morales
et al., (2018; 2019) destacaron que cubrir los requerimientos de AA indicados en el NRC
puede no ser suficiente para satisfacer las necesidades de mantenimiento y produccion
de cerdos en condiciones de EC; por tanto, Cervantes et al., (2016) propusieron que
suplementar las dietas con AA en forma libre podria contribuir a mejorar los parametros

productivos de cerdos en crecimiento que son expuestos a condiciones de EC.
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En contraste, en el presente trabajo se observd que con la adicion extra de Met
en forma de DL-Met y MHA, la GDP de los cerdos tendié a incrementar un 7%; en
consecuencia la relacion ganancia:consumo (G:C) también mejord para los cerdos que
recibieron los tratamientos con el extra de Met. De forma similar, estudios realizados por
Chen et al., (2014); Kaewtapee et al., (2010), encontraron que la suplementacion de DL-
Met mejord la relacién G:C en lechones al destete. Cabe destacar que las dietas ofrecidas
ademés de la adicién extra de Met fueron formuladas con un 20% extra de AA en forma
libre, Lis, Tre y Val, siendo estos considerados como primero, segundo y quinto AA
limitante en las dietas para cerdos respectivamente (NRC, 2012). En coincidencia con
Morales et al., (2018; 2019) es probable que la suplementacién con estos AA limitantes
haya favorecido su absorcion en el tracto gastrointestinal y disponibilidad en tejidos

corporales.

Se ha demostrado que ademas de afectar los parametros productivos, el EC
incrementa las concentraciones de radicales libres en estado estacionario, lo que resulta
en dafo oxidativo celular y mitocondrial (Slimen et al., 2016). De manera natural, los
procesos biolégicos pueden conducir a reacciones de reduccién-oxidacion que generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) potencialmente dafinas, como peréxidos y

radicales libres (Lowe, 2014).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se derivan del metabolismo del oxigeno
como subproductos de la respiracion. En consecuencia, se desencadena el estrés
oxidativo causando un desequilibrio entre los compuestos prooxidantes y antioxidantes
que pueden causar dafos irreversibles a las biomoléculas y provocar una disfuncién
celular (Finkel y Holbrook, 2000; Gonsette, 2008; Slimen et al., 2014). Sin embargo, el
organismo cuenta con una maquinaria antioxidante compuesta por sistemas no
enzimaticos y enzimas endogenas (Soares et al., 2017). El papel fisioloégico de los
antioxidantes es prevenir el dafio a los componentes celulares que surgen como
consecuencia de las reacciones quimicas que involucran a los radicales libres (Young y
Woodside, 2001). Las enzimas enddgenas que participan en estos procesos son

superoxido dismutasa (SOD) que cataliza la dismutacidn de los radicales superéxido a
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peroxido de hidrégeno, el cual puede ser degradado por otras dos enzimas endogenas,
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (B6 et al., 2015; Finkel y Holbrook, 2000;
Lowe, 2014). Entre los antioxidantes no enziméaticos se destaca el glutation (GSH), un
tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que ayuda a reducir el peréxido de hidrogeno a

través de la transferencia de electrones para GPx (Lu, 2009).

En el presente trabajo, se midié la actividad antioxidante de SOD, GPx, CAT y
GSH y se encontr6 que la actividad de SOD se increment6 en un 14% y 15% con la
adicion extra de DL-Met y MHA respectivamente, en comparacion con el tratamiento sin
adicion extra de Met. SOD actiia como primera linea de defensa contra los radicales libres
catalizando la conversion de superoxido a perdxido de hidrogeno para convertirlo en agua
y oxigeno molecular (Wang et al., 2018). Sin embargo, algunos estudios han demostrado
que la actividad de SOD se ve comprometida durante condiciones de estrés por calor
prolongado, dando como resultado el agotamiento y la alteracion de su actividad, en
consecuencia se incrementa el estrés oxidativo (Akbarian et al., 2016; Slimen et al., 2014;
Xiong et al., 2020). En un trabajo realizado por Wu et al., (2012) se inform6 que la
deficiencia de Met reducia la actividad SOD en pollos de engorde; sin embargo niveles
mas altos de Met en la dieta aumentaban la actividad de SOD en suero (Jankowski et al.,
2017; Zdunczyk et al., 2017). En otro trabajo realizado por Castellano et al., (2015) en
cerdos en crecimiento se observd un aumento de la actividad de SOD en higado con la
adicion de Met. Estos estudios coinciden con los resultados encontrados en el presente
trabajo en donde el incremento en la actividad de SOD es un indicativo de mayor
dismutacion de radicales libres originados en las mitocondrias, por lo que se especula
gue la adicion de Met extra en la dieta podria ayudar a fortalecer el sistema antioxidante
mejorando la actividad de SOD.

Las enzimas GPx y CAT funcionan en conjunto para reducir los niveles de peréxido
de hidrogeno en la célula. La GPx se encuentra en el citoplasma y las mitocondrias,
mientras que CAT se encuentra principalmente en los peroxisomas donde la produccion
de perdxido de hidrégeno puede ser alta debido a la B-oxidacién (Baud et al., 2004;

Birben et al., 2012; Ighodaro y Akinloye, 2018). Sin embargo, en el presente trabajo la
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actividad de GPx y CAT no se vio afectada con la adicion extra de Met ni de su

hidroxianalogo.

Metionina de forma libre o unido a proteinas, puede metabolizarse de forma rapida
e interactuar con varias especies reactivas de oxigeno, siendo los residuos de
Met facilmente oxidados a derivados de sulfoxido de metionina (Met-O). Afortunadamente
existen mecanismos que pueden reparar facilmente estas oxidaciones por la accion del
sistema metionina sulfoxido reductasa (Msrs: MsrA, MsrB), proteinas que catalizan la
reduccion de Met-O en Met (Levine et al., 2000; Luo y Levine, 2009; Moskovitz et al.,
2001). La conversidn ciclica de MetO a Met en la célula produce un efecto depurador de
ROS. Considerando que los residuos de metionina constituyen un importante mecanismo
de defensa antioxidante (Levine et al., 1996), cada ciclo de oxidacién y reduccion de
metionina destruira un equivalente de ROS, lo que podria representar un sistema natural
de eliminacion de ROS (Métayer et al., 2008). Nuestros resultados podrian indicar que
Met pudo contrarrestar el estrés oxidativo e intervenir indirectamente en la reduccion de
la actividad de estas enzimas. En coincidencia con Ognik y Krauze, (2016) en un trabajo
realizado en aves, estos autores indicaron que un incremento en la actividad de SOD
acompafado de niveles estables de GPx y CAT es una manifestacion de la mejora o
estabilidad del estado antioxidante en sangre. También Zdunczyk et al., (2017) realizaron
un trabajo en pavos jovenes adicionando diferentes niveles de DL-Met y MHA, y
encontraron que la actividad de SOD mejor6 y no se observaron cambios en la actividad
de GPx y CAT,; ellos sugirieron que el nivel mas alto de Met en la dieta tuvo una influencia

beneficiosa en el estado antioxidante de los pavos.

Met puede mantener la homeostasis redox celular a través de la sintesis de
cisteina (Cis) (Yu et al., 2020). Aproximadamente el 20% de la ingesta dietética de Met
se transmetila a homocisteina y se transulfura a cisteina (Bauchart-Thevret et al., 2009).
Cis es un aminoéacido semiesencial que desempefia un papel importante en la
homeostasis celular al ser precursor de Glutation reducido (GSH) (Yin et al., 2016a). El
GSH es un tiol antioxidante muy abundante a nivel celular, que puede eliminar las

especies reactivas de oxigeno protegiendo a las células del estrés oxidativo (Chen, et al.,
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2013a; Yin, et al., 2016b). A pesar de que Cis se sintetiza en varios tejidos, se considera

qgue es un factor limitante para la sintesis de GSH (Rasch et al., 2020).

En el presente trabajo se observo que la actividad de GSH se incrementd en un
10% con el nivel extra de DL-Met en la dieta en comparacion con el tratamiento sin Met
extra. Probablemente este resultado se deba a que la adicion de Met favorecio la
conversion de Met a Cis lo que pudo estimular una mayor sintesis de GSH. Los hallazgos
de este trabajo son consistentes con los resultados de otros trabajos como el de Pérez,
(2021) que encontré que al adicionar un 20% extra de Met en la dieta de cerdos en
crecimiento que estaban en EC la actividad de GSH tendi6 a ser mayor en suero
sanguineo. Espinosa et al. (2021) también evidenciaron un aumento de la concentracion
total de GSH en tejido hepéatico de lechones destetados alimentados con una dieta
suplementada con 0.108 % de Met cuando se comparaba con cerdos alimentados con
una dieta basal. Otros trabajos realizados en aves concluyeron que el aumento de los
niveles de Met en la dieta contribuyen a un aumento en las concentraciones de GSH
(Chen et al., 2013b; Németh et al., 2004). Ademas, Wang et al., (2019) concluyeron que
el incremento de la actividad de GSH en suero, higado e intestino estaba influenciado por

el nivel mas alto de Met en la dieta de pollos de engorde.

Con base en nuestros resultados, especulamos que el estrés por calor causo6 una
disminucion en la capacidad antioxidante y altero el equilibrio entre el estado oxidativo y
antioxidante. Sin embargo, probablemente adicionar Met extra en la dieta pudo ayudar a
restaurar el equilibrio, lo que indica que Met puede tener un papel protector contra el
estrés oxidativo inducido por el EC y podria fortalecer el sistema antioxidante al mejorar
o favorecer la actividad de SOD, GPx, CAT y GSH.

El tracto gastrointestinal (TGI) de los mamiferos en general es muy sensible a
cargas de calor (Kregel, 2002; Ortega y Szabg, 2021). Se ha documentado que cuando
los cerdos se exponen a altas temperaturas se eleva el flujo sanguineo y se redistribuye
a los organos periféricos en un intento por disipar el calor (Pearce etal., 2014). En

consecuencia se reduce el flujo sanguineo alos érganos internos (Ooue et al., 2007), lo
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que provoca dafios en el epitelio intestinal por deficiencia de nutrientes y oxigeno (Liu
et al., 2009). El EC ocasiona cambios en la integridad y la funcionalidad del intestino
delgado afectando negativamente su morfologia e histologia (Cui y Gu, 2015; Ortega y
Szabd, 2021), esperando una reduccion en la altura de las vellosidades y mayor
profundidad de las criptas (Pearce et al., 2014). De hecho, varios trabajos realizados por
Pearce et al, (2013); Yu et al., (2010) han evidenciado que exponer cerdos
constantemente al EC, disminuye el area de absorcién de nutrientes en el intestino ya
que se disminuye la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas, lo que causa

una disminucion en la proliferacién y diferenciacion celular.

En este trabajo se observo mayor altura de las vellosidades en yeyuno e ileon, y
la profundidad de las criptas mejoré en duodeno y yeyuno cuando se adicioné DL-Met y
MHA extra en la dieta. La relacion entre la altura de vellosidades y la profundidad de las
criptas, que se considera un criterio Util para estimar la capacidad digestiva y la integridad
del epitelio intestinal (Micanor, 2019; Montagne et al., 2003), también mejor6 en los tres
segmentos intestinales con la adicién extra de DL-Met y MHA. Estos resultados podrian
indicar que la presencia de DL-Met y MHA propicié una mayor actividad en el epitelio
intestinal para mantener la proliferacion y diferenciacion de los enterocitos, lo cual podria
asociarse con una mejora en la capacidad de digestion y absorcién de nutrientes para
mantener la proliferacién y division celular (Upadhaya et al., 2020). En concordancia con
estos resultados, un valor mas alto en la relacion altura de vellosidad/profundidad de
cripta generalmente indica que el area de absorcion es mayor, y que se reclutan menos
células epiteliales intestinales para la renovacion celular, por lo que mas enterocitos

pueden estar disponibles para la digestidén y absorciéon de nutrientes (Qin et al., 2019).

Trabajos recientes realizados por Morales et al.,, (2019; 2020), demuestran
aumento en la altura de las vellosidades y en la relacién altura de las
vellosidades:profundidad de las criptas. Estos trabajos sugieren que suplementar las
dietas de cerdos en EC con AA libres podria reducir la produccion de calor por digestion
y contribuir a evitar un dafio adicional en el epitelio intestinal. En este sentido, la adicion

de Met en la dieta en forma libre, pudo ayudar a reducir los posibles dafios ocasionados
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en el epitelio intestinal inducidos por el EC. La respuesta a metionina a nivel celular se
reflejé en la mayor sintesis y actividad de GSH, mismo que tiene un papel importante en
la funcién antioxidante del epitelio intestinal (Su et al., 2018), y que es un determinante
critico en la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales mediante la regulacion
del estado redox (Wu et al., 2017).

Por lo anterior, es importante que la histomorfologia del intestino delgado sea
saludable para que la utilizacion y absorcion de nutrientes sea eficiente (Liao y Nyachoti,
2017). Ortega y Szab6 (2021) mencionan que vellosidades mas largas son un indicador
de que el nimero de células absorbentes incrementa y en consecuencia se incrementa
la abundancia de transportadores de AA en las membranas celulares, de los cuales
depende la disponibilidad de AA (Mastrototaro et al., 2016). Sin embargo Cervantes et
al., (2016) y Morales et al., (2014) han evidenciado que el EC afecta la expresion de
genes que codifica para transportadores de AA en diferentes tejidos, como intestino,
higado y musculo. Metionina en forma libre es transportado por el transportador B°
dependiente de Na', que transporta AA neutros, y por el transportador b®* que,
independiente de Na*, transporta AA neutros y catiénicos (Mastrototaro et al., 2016;
Zhang et al., 2017). El sistema B° es el principal transportador de AA neutro en el intestino
delgado (Broer, 2008; Zhang et al., 2017) y preferentemente transporta Leu, lle, Val y
Met (Reimer et al., 2000).

En el presente trabajo la expresion relativa del transportador B° fue similar en todos
los tratamientos en los tres segmentos intestinales. De acuerdo con Zhang et al., (2017)
la expresion de genes que codifican transportadores para Met es compleja, ya que puede
depender del equilibrio y la disponibilidad de otros aminoacidos. Cabe mencionar que la
composicion de las tres dietas ofrecidas en este experimento contenia un 20% extra de
Lis, Tre y Val. Probablemente pudo haber ocurrido una competencia por el transportador
entre Met y Val que son AA neutros y que ademas son el tercer y quinto AA limitante
respectivamente en dietas para cerdos, esto pudo evitar alteraciones en la expresion del

transportador BP.
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La expresion relativa del transportador b%* tampoco se vio afectada por la adicion
extra de Met en la dieta; puesto que, se sabe que los AA compiten para su absorcién a
nivel celular, en este caso también la entrada de AA neutros puede afectar la absorcién
de AA cationicos (Broer, 2008). Por otra parte, en algunos estudios como el de Morales
et al. (2014), se reporté que la expresion de b%* disminuyé cuando los cerdos eran
expuesto a temperatura ambiente de 43 a 45 °C. Adicionalmente, Cervantes et al., (2016)
reportaron que la expresion de este transportador dependia de la intensidad y duracion
de la exposicion al calor ya que cuando los cerdos fueron expuestos a temperatura
ambiente de 34 a 37 °C no se afecto la expresion de b%*. Este Gltimo resultado coincide
con los resultados del presente trabajo, en que la temperatura ambiente maxima fue de
34.6 °C, y sin embargo, no se observo efecto sobre la expresion del transportador en
ninguno de los tres segmentos intestinales cuando se adiciondé Met extra; Unicamente
cuando se compararon ambas fuentes DL-Met y MHA, la expresion relativa de b%* se
incremento con la adicion de DL-Met en yeyuno; este resulta puede estar relacionado con
la biodisponibilidad de ambas fuentes en términos de estimular la absorcion de AA en el
intestino delgado; ya que de acuerdo con Shoveller et al., (2010), la biodisponibilidad de
MHA para cerdos en crecimiento es considerablemente menor que la de DL-Met, sin
embargo se requieren mas estudios acerca de la adicion de DL-Met y su analogo MHA a

dietas para cerdos en crecimiento que son expuesto a condiciones de estrés por calor.
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VIIl. CONCLUSIONES

Adicionar metionina a niveles 20% superiores al recomendado, a dietas para
cerdos en crecimiento bajo condiciones de estrés por calor, ayuda a recuperar la
ganancia diaria de peso y la eficiencia alimenticia, incrementa la actividad antioxidante
de superoxido dismutasa y glutation. Ademas, favorece la recuperacion de las
caracteristicas histologicas del epitelio en intestino delgado, sin afectar la expresiéon

relativa de los transportadores de AA en epitelio intestinal.
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