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RESUMEN
Se realizd un ensayo para determinar el efecto del estrés por calor en la respuesta inmune
de cerdos en crecimiento, desafiados con lipopolisacéarido (LPS) de Escherichia coli. El
estudio se condujo bajo las condiciones naturales de alta temperatura ambiente y baja
humedad relativa presentes durante el verano en el valle de Mexicali. Se emplearon 24
cerdos destetados asignados a los tratamientos: 1) ambiente de confort; 2) ambiente de
confort, desafiados con LPS; 3) estrés por calor (EC); 4) estrés por calor, desafiados con
LPS. El desafio consistié en la administracion de 50 pg/kg de PV de LPS o solucién salina
estéril, 2 veces (desafio 1 y 2) en 14 dias. Se registraron la temperatura ambiente y
humedad relativa en las salas EC y confort. Se registré la temperatura 6tica (TO) de los
cerdos a las 0, 2, 4, 8, 24 y 36 horas posdesafio de LPS. Se colectaron muestras de sangre
para conteo sanguineo (hemograma) y determinacion de concentracién de citocinas en
suero. Al final del experimento se colectaron muestras de cuatro cerdos de cada tratamiento
para analizar la expresion de interleucina 6 (IL6), interleucina 10 (IL10) e interferén-a
(IFNa) en timo y bazo, y HSP90 en musculo largo dorsal e higado. EI comportamiento
productivo de los cerdos no se afectd por el EC, ni por el desafio con LPS. La TO se
incrementd en los cerdos EC (P < 0.01); el desafio con LPS también provocé incremento
en TO a las 2-4 horas posdesafio (P < 0.01). Después del primer desafio los cerdos en EC
presentaron una reduccién del 100% en su concentracion de monocitos en sangre (P <
0.05); aunque el desafio con LPS no afecté (P > 0.05) la concentracion de otros glébulos
blancos. Después del segundo desafio los cerdos en EC redujeron (P < 0.05) su
concentracion de neutréfilos banda; la concentracion de los deméas leucocitos no fue
afectada por el EC ni por la administracion de LPS (P > 0.05). ElI EC modifico la
expresion de I1L6 e IL10 en timo (P < 0.05), mientras que el LPS redujo la expresion de
IL10 en ambos tejidos (P < 0.05). El IFNa increment6 su expresion por efecto de LPS en
bazo (P < 0.05), pero no fue afectado por el estrés por calor (P > 0.10). EI LPS redujo 40 %
(P < 0.05) la expresion de HSP90 en higado en los cerdos en EC. Se concluye que el
desafio con LPS provoca incremento en la temperatura corporal de los cerdos durante las
primeras 2 a 4 h posdesafio, ademas en condiciones de estrés por calor se modifica la
expresion de citocinas en cerdos, lo que podria afectar su respuesta ante agentes patdgenos.
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1. INTRODUCCION
Diversos factores afectan el bienestar y la produccion animal, tales como el estado
nutricional, el manejo, el ambiente social y las condiciones ambientales. Especificamente
en los cerdos se ha demostrado susceptibilidad a cambios ambientales, entre los que destaca
el estrés por calor. En esta condicion se han observado cambios en la conducta y fisiologia
de los cerdos, tales como reduccion en el consumo de alimento, incremento en la
temperatura corporal y tasa respiratoria (Le Bellego et al., 2002; Pearce et al., 2013a). Entre
otros mecanismos, los animales en estrés por calor disipan calor mediante una
redistribucion de su flujo sanguineo hacia tejidos periféricos, lo que reduce el flujo
sanguineo a oOrganos internos como los del tracto gastrointestinal, hecho que en
consecuencia podria inducir un dafio por hipoxia especialmente al epitelio intestinal (Liu et
al., 2009). En esta condicion, el epitelio estd expuesto a bacterias entéricas cuyos
lipopolisacéridos (LPS) de la pared celular constituyen un componente patdégeno que en
condiciones normales deberia iniciar una respuesta inmunoldgica con la finalidad de ser
eliminado del sistema (Lambert, 2009). Si los mecanismos normales de defensa en los
cerdos en condiciones de estrés por calor no responden adecuadamente en contra de los
organismos patdgenos, éstos podrian afectar no solamente su salud, sino también la
velocidad de crecimiento y la estabilidad de la piara (Morrow-Tesch et al., 1994;

Sutherland et al., 2006).

A nivel celular existen un grupo de proteinas, conocidas como chaperonas moleculares,
estas son las proteinas de choque térmico (HSPs) que interactian con otras proteinas, para
hacer frente a la desnaturalizacion de otras proteinas inducida por el estrés provocado por

incremento en la temperatura ambiental (Feder y Hofman, 1999). Las proteinas de choque



térmico (HSP) son abundantes en las células eucariotas, ya que constituyen
aproximadamente el 1-2% de las proteinas celulares en condiciones fisioldgicas, pero
pueden aumentar su expresion en respuesta al estrés (Welch y Brown, 1996). Se cree que
del grupo de las HSP la proteina HSP90 puede desempefiar un papel importante para influir

en la termotolerancia celular (Deb et al., 2014).

Durante el verano en el valle de Mexicali y en el desierto de Sonora se registran
temperaturas superiores a los 40 °C. Esta caracteristica climatica permite emplear al Valle
de Mexicali como un laboratorio natural para el estudio de los efectos del estrés por calor
severo en animales, y en este caso especificamente, para estudiar su relacion con la
respuesta inmunolégica en los cerdos. Una herramienta para activar el sistema
inmunoldgico en cerdos, es la administracion de LPS de Escherichia coli (Kim et al.,
2012). Esta estrategia permite el estudio de respuestas inflamatorias y reduce el riesgo de
utilizar un patogeno vivo (Yates et al., 2011); ademas, el LPS puede entrar a la circulacion
via el tracto gastrointestinal (Wan et al., 1989) bajo ciertas condiciones, como en el caso del

epitelio intestinal dafiado (van Heugten et al., 1994).

Con base en todo lo anterior el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del
estrés por calor severo en la respuesta inmune de cerdos en crecimiento desafiados con LPS

de Escherichia coli.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Inmunidad y el estrés por calor severo
El estrés por calor se define como la serie de alteraciones fisiologicas, metabdlicas,
inmunologicas y de conducta que sufren los animales cuando se exponen a elevadas
temperaturas, donde también la humedad relativa alta puede acentuar este problema
(Horowitz et al., 2004; Renaudeau et al., 2010). Los efectos del estrés por calor en cerdos
se manifiestan principalmente por un incremento en la frecuencia cardiaca y tasa
respiratoria (Christison y Johnson, 1972; Collier et al., 1982; Hanh et al., 1999), y una
reduccion marcada en el consumo de alimento (Aberle et al., 1974; Bianca, 1976; Huynh et
al., 2005; Zumbach et al., 2008). El estrés por calor es un problema frecuente en los
sistemas de produccion de regiones extremadamente célidas durante el verano (Waltz et al.,

2014), que afecta la salud y produccion de los animales.

Comparado con animales (peso inicial = 36.3 kg de peso inicial) mantenidos a una
temperatura de confort (24.3 °C), aquellos alojados durante 30 dias en condiciones de alta

temperatura (32.3 °C) redujeron en 8% la eficiencia alimenticia (Wolp et al., 2012).

El estrés por calor tiene efectos importantes en la fisiologia de los animales; entre los que se
observan una marcada reduccion del consumo de alimento, posiblemente como medida que

implementa el animal para reducir la produccion de calor metabolico (Pearce et al., 2013a).

Los cerdos sometidos a estrés por calor incrementan su temperatura corporal
aproximadamente 1 °C (Liu et al., 2009; Pearce et al., 2013a) por arriba de su temperatura
normal. Ademas incrementan su frecuencia respiratoria y redistribuyen el flujo sanguineo

hacia los tejidos de la periferia para maximizar la eliminacion de calor, lo que involucra una



reduccion de irrigacién sanguinea a Organos internos, tales como el intestino, v,
consecuentemente un estado de hipoxia en esos tejidos, que en consecuencia podrian
hacerlo susceptible a infecciones (Pearce et al., 2013b). A nivel celular se han observado
cambios en la expresion de proteinas de choque térmico o HSPs, como resultado del estrés
por calor (Sonna et al., 2002). Todos estos cambios fisioldgicos, asociados al estrés por
calor, pueden tener un efecto inmunosupresor en los cerdos, haciéndolos susceptibles a

otros padecimientos (Sutherland et al., 2006).

La respuesta del sistema inmune en animales es muy compleja ya que es influenciada por
diversos factores, tales como el estrés ambiental, enfermedades infecciosas y no
infecciosas, y factores propios del animal, tales como la edad, genética, condicién social,
etc. La teoria mas comdn es que el estrés puede deprimir al sistema inmunitario,
aumentando asi la susceptibilidad de un animal a padecer enfermedades (Salak-Johnson y

McGlone, 2007).

Algunos estudios han demostrado que el sistema inmunoldgico se deprime por el estrés,
mientras que otros no han mostrado ningun efecto del estrés sobre la inmunidad (Mcglone
et al., 1993 y Hicks et al., 1998). Sin embargo, se ha visto que los animales expuestos a
condiciones de estrés por calor severo sufren una alteracion en su funcion inmune, al
reducir la proliferacion de leucocitos y la produccion de anticuerpos en cerdos (Morrow-
Tesch et al., 1994) y aves (Jin et al., 2011). Esta respuesta, asociada al incremento en los
niveles séricos de cortisol, puede atribuirse a la accién individual o interconectada de

diversos factores (Morrow-Tesch et al., 1994; Hicks et al., 1998).



2.2. El sistema inmune
La principal funcidon del sistema inmune es proteger al hospedero contra patdgenos.
Tradicionalmente la respuesta inmune se ha dividido en inmunidad innata e inmunidad

adquirida (Figura 1).

La inmunidad innata es iniciada inmediatamente después de detectar la presencia de
agentes patdgenos, lo que conduce a 1) una reaccion inflamatoria en el sitio infectado por la
actividad de citocinas proinflamatorias, y 2) la salida de células presentadoras de antigenos
(CPAs) que llevan las sefiales para la activacion de linfocitos especificos (Suradhat, 2005).
La inmunidad innata es la primera respuesta ofrecida frente a los microbios, que impide,
controla o elimina la infeccion en el huésped (Abbas et al., 2008). Esta primer estrategia del
sistema inmune involucra la produccién de una variedad de moléculas, tales como péptidos
microbianos, proteinas de fase aguda y citocinas proinflamatorias (e.g. interleucina 1 (IL)-
1, IL-6, y factor de necrosis tumoral (TNF)-a, etc.) por células en sitios infectados o
afectados (Suradhat, 2005), lo que resulta en la activacion de mecanismos de defensa y
células fagocitarias (i.e. células dendriticas, macrdfagos, neutréfilos) en el tejido cercano
(Suradhat, 2005). Los componentes de la inmunidad innata funcionan en todo momento,
incluso antes de la infeccion, al impedir la entrada de los microorganismos a través de
superficies epiteliales, tales como la piel, el revestimiento del tracto gastrointestinal y las

vias respiratorias (Abbas et al., 2008).

La inmunidad adquirida o adaptativa, llamada asi debido a que aparece como respuesta a
una infeccion y se adapta a ella, tiene la capacidad de reconocer una gran cantidad de

sustancias microbianas y no microbianas y de reaccionar frente a ellas (Abbas et al., 2008).



Los principales componentes de este tipo de inmunidad son las células llamadas linfocitos y

sus productos de secrecidn, como los anticuerpos (Abbas et al., 2008).

Esta segunda estrategia empleada por el sistema inmune se basa en la generacion de una
diversidad de anticuerpos y receptores de linfocitos T (TCR) dentro del huésped, asi como
en la activacion de linfocitos especificos en los tejidos linfoides secundarios: en
consecuencia esta respuesta dependiente de antigeno, es reconocida como inmunidad

adaptativa (Suradhat, 2005; Abbas et al., 2008).
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Figura 1. Inmunidad innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata aportan
la primera defensa contra las infecciones. Las respuestas inmunitarias adaptativas surgen
mas tarde y consisten en la activacion de los linfocitos (tomado de Abbas et al., 2008).



Los antigenos son llevados a los tejidos linfoides, en donde se seleccionan los linfocitos
especificos de antigeno para expandir y diferenciar cualquiera de las poblaciones efectoras
de linfocitos que proliferan e inician la inmunidad humoral, mediada por células durante la
fase de activacion. En estos tejidos las poblaciones de memoria facilitan el reclutamiento
rapido de los mecanismos de defensa inmunoldgica en el caso de una posterior exposicion a

un antigeno especifico (Suradhat, 2005).

Entre las caracteristicas que distinguen a la respuesta inmunoldgica adquirida de la innata
se incluyen: especificidad, diversidad y memoria (Palomo et al., 2009). En la inmunidad
especifica, los receptores reconocen a los microorganismos infecciosos e identifican
antigenos propios y del medio. Esta capacidad podria considerarse como dafiina para el
hospedero, ya que la activacion del sistema inmune por tales antigenos puede conducir a
enfermedades autoinmunes y alergias. En cambio, en la inmunidad adquirida, los receptores
reconocen estructuras altamente conservadas presentes en un gran grupo de
microorganismos. Estas estructuras son designadas patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) vy los receptores involucrados en identificarlas son Ilamados receptores

para reconocimiento del patron (Hernandez y Alvarado 2001).

2.3. Organos del sistema inmune
El sistema inmune estd conformado por una serie de drganos, tejidos y células, esparcidos
por todo el cuerpo, que le permiten al organismo distinguir lo propio de lo extrafio (Palomo
et al., 2009). Desde el punto de vista de sus caracteristicas estructurales podemos encontrar
Organos parenquimatosos como el timo, el bazo y los ganglios linfaticos y estructuras
tubulares como los vasos linfaticos, que se encuentra intercomunicando algunos de los

organos mencionados anteriormente (Abbas et al., 2008).



Los drganos linfoides se pueden clasificar en primarios (timo y medula 6sea) y secundarios
(bazo, ganglios linfaticos, y tejido linfatico asociado a mucosas). En los primeros tiene
lugar la generacion de las células que conforman al sistema inmune (linfopoyesis), ademés
poseen un ambiente idoneo para que los linfocitos adquieran su repertorio de receptores

especificos para cada tipo de antigeno.

Los organos secundarios se encargan de hospedar las células capacitadas funcionalmente
para interactuar con microorganismos o antigenos, atrapados por estos 6rganos, en un
entorno adecuado para la interaccion y eliminacion de agentes extrafios al organismo
(Palomo et al., 2009). A continuacién se describen las caracteristicas mas importantes de

los diferentes 6rganos linfaticos.

2.3.1. Médula osea
Se considera como el principal 6rgano linfopoyético primario en cerdos, al igual que en
otros mamiferos. Se encuentra distribuida en el interior de todos los huesos del animal,
principalmente en los huesos largos. En ella se producen las células madre linfopoyéticas
que originaran los futuros macrofagos y linfocitos B y T. Los linfocitos T emigran desde la

médula ésea embrionaria a la corteza del timo.

Desde el punto de vista estructural y funcional, la médula désea esta formada por dos
grandes compartimentos relacionados entre si: estroma y hematopoyético (Palomo et al.,
2009). El estroma es la zona o parte estructural que brinda sostén y apoyo al parenquima
alrededor de la médula Osea. El estroma se origina a partir de la intervencion de los vasos
sanguineos que atraviesan el periostio del hueso en formacion. ElI compartimiento

hematopoyético estd formado por los islotes de células hematopoyéticas de las diferentes



lineas celulares (serie granulocitica, serie monocitica, serie eritroblastica, serie
megacariocitica y serie linfoide), en sus distintos estadios de maduracion (Abbas et al.,

2008; Palomo et al., 2009).

2.3.2. Timo
El timo se localiza en la cavidad toracica en posicion craneal con respecto al corazon. En
caballos, bdvidos, ovejas, cerdos y pollos se extiende hacia el cuello hasta la glandula
tiroides (Tizard, 2009). El tamafio del timo es variable; su tamafio relativo es mayor en
animales recién nacidos, mientras que su tamafio absoluto es mayor en la pubertad. Puede

ser muy pequefio y dificilmente localizable en animales adultos (Tizard, 2009).

Después de la pubertad el timo comienza a involucionar (Palomo et al., 2009). La principal
funcién del timo es participar en la maduracion y diferenciacion de los linfocitos T, a partir
de la proliferacion y diferenciacion de linfocitos inmunolégicamente no competentes que
llegan, en estado inmaduro, desde la médula 6sea (Palomo et al., 2009). Los linfocitos T y
las citocinas por ellos producidas, participan en la defensa contra microorganismos
intracelulares (Abbas et al., 2008), en la inmunidad celular, e indirectamente en la

inmunidad humoral (Abbas et al., 2008; Palomo et al., 2009).

2.3.3. Bazo
Es un 6rgano linfoide secundario, localizado en la parte izquierda de la cavidad abdominal,
y es el 6rgano linfoide méas grande del cuerpo (Palomo et al., 2009). En el cerdo tiene forma

alargada y estrecha y es de color rojo brillante.

La funcién de este 6rgano linfoide es doble, ya que funciona como un filtro a nivel

sanguineo (los ganglios linfaticos son filtros a nivel linfatico) para realizar el



reconocimiento de antigenos (funcion inmunoldgica). Ademas, sirve como almacén de
produccion de células sanguineas, principalmente eritrocitos y plaquetas (funcion

hematopoyética; Tizard, 2009; Palomo et al., 2009).

2.3.4. Ganglios linfaticos
Los ganglios linfaticos son pequefios érganos linfoides secundarios, ovales y encapsulados,
de 1-3 cm de didmetro. A diferencia de otros organos linfoides, estan interpuestos en el
trayecto de los vasos linfaticos (formando una red), actuando como filtros de bacterias,
otros microorganismos Yy otras sustancias extrafias, a través de los cuales pasa la linfa en su
camino hacia la sangre. Los ganglios linfaticos se encuentran en nimero variable en
diferentes zonas del cuerpo, pero son mas abundantes en las regiones axilar, cervical,
inguinal, en las cavidades corporales (p.ej. mesenterio) y a lo largo de los vasos mayores

(Palomo et al., 2009).

El ganglio linfatico esta dividido en: area cortical, con linfocitos B; area paracortical, con
linfocitos T; y médula central, que contiene linfocitos B, T, macréfagos y células

productoras de anticuerpos (Regueiro et al., 2010).

2.3.5. Vasos linfaticos
El transporte de los antigenos hacia los ganglios linfaticos tiene lugar basicamente a través
de los vasos linfaticos (Abbas et al., 2008). Los vasos linfaticos que transportan la linfa
hacia un ganglio linfatico son designados como aferentes, y los que la descargan desde el

ganglio son los eferentes (Abbas et al., 2008).
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2.4. Células del sistema inmune
Las principales células del sistema inmune (Figura 2) incluyen linfocitos, células
presentadoras de antigenos y diferentes células fagociticas organizadas en los tejidos
linfoides (Abbas et al., 2008; Palomo et. al., 2009). Las células del sistema inmune derivan
de células pluripotentes, a través de un proceso finamente regulado, en el que participan
varias citocinas de la médula 6sea, 6rgano en que ocurre la hematopoyesis, proceso por el

cual se forman, diferencian y maduran las células sanguineas (Palomo et al., 2009).

Los leucocitos o glébulos blancos, son células sanguineas que se encuentran en la sangre en
menor proporcién que los eritrocitos (Tizard, 2009). Estas células también pueden
encontrarse en la linfa, liquido cefalorraquideo, tejidos, etc. (Barioglio, 2001). Los
leucocitos participan en la defensa de los organismos frente a agentes infecciosos, tales
como bacterias, virus, y hongos, entre los mas importantes, o bien, frente a cuerpos

extrafos.

En la sangre se encuentran 5 tipos de leucocitos: neutrofilos, eosindfilos, basofilos,
monocitos y linfocitos. Los tres primeros presentan granulaciones en su citoplasma, por lo
que se les denomina granulocitos, mientras que a los monocitos y linfocitos se les conoce

como agranulocitos, al no presentar granulos en su citoplasma (Barioglio, 2001).

Los valores normales de leucocitos totales en sangre pueden variar entre especies. Por
ejemplo, en borregos y vacas es de 4-12 x10%/L, mientras que en cerdos es de 11-22 x10°%/L

(Manual Merck, 2012) y en humanos 4-10 x10%/L (Palomo et al., 2009).
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2.4.1. Linfocitos
Hay dos poblaciones de linfocitos sanguineos que se distinguen morfolégicamente: los
linfocitos grandes, con un citoplasma granuloso, y los linfocitos pequefios, practicamente
sin citoplasma (Parham, 2005). Los primeros son las células efectoras de la inmunidad
innata llamadas células NK (natural killer). Los linfocitos pequefios son responsables de la
respuesta inmune adaptativa; son pequefios porque circulan en su forma latente e inmadura

(Parham, 2005).

Los linfocitos constituyen aproximadamente el 20-25 % de los leucocitos circulantes
(Palomo et al., 2009). La mayor parte de los linfocitos que se encuentran en sangre, linfa,
ganglios linfaticos y timo son linfocitos T, en cambio un mayor porcentaje de los linfocitos
presentes en la médula ésea son linfocitos B; en el bazo y amigdalas el porcentaje de ambas
subpoblaciones es similar (Regueiro et al., 2010; Palomo et al., 2009). Los linfocitos, junto
con las células presentadoras de antigeno (CPA) son la base celular de la respuesta inmune

especifica (Palomo et al., 2009).

Los linfocitos se dividen en tres grupos funcionales: los linfocitos T, que participan en la
inmunidad adquirida de tipo celular; los linfocitos B, que participan en la inmunidad
adquirida de tipo humoral, y las células NK ("Natural Killer") que no expresan marcadores
de células T ni células B y que participan en la inmunidad natural o innata (Regueiro et al.,

2010; Palomo et al., 2009).

Los linfocitos T cooperadores (Th) CD4" ayudan a los macrofagos en la eliminacion de las
moléculas ingeridas y a los linfocitos B en la produccion de los anticuerpos; mientras que

los linfocitos T citotoxicos (Tc) CD8" destruyen las células que albergan patdgenos
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intracelulares, de esta forma suprimen los reservorios de la infeccion (Abbas et al., 2009).
Cuando los linfocitos T virgenes son estimulados por el antigeno se desarrollan dos tipos

celulares de linfocitos: los efectores y de memoria (Tizard, 2009).

2.4.2. Neutrofilos
Constituyen el 90 % de las células polimorfonucleares (Regueiro et al., 2010). Los
neutrdfilos que se encuentran en suspension en la sangre son células redondeadas, de
alrededor de 10 a 20 um de diametro (Tizard, 2009; Palomo et al., 2009). Tienen un
citoplasma finamente granular, y en el centro del mismo un ndcleo segmentado

irregularmente (Abbas et al., 2009).

En el citoplasma de neutrofilos se han descrito cuatro tipos de granulos: los primarios o

azurofilos (lisosomas), secundarios (especificos), terciarios y vesiculas secretoras.

Los granulos primarios, son escasos en los estadios maduros, y contienen proteinas
microbicidas (peroxidasa, lisozima, proteinas catidnicas, entre otras); proteasas (elastasa,

catepsina G) e hidrolasas acidas (N-acetilglucuronidasa, catepsinas B y D).

Los granulos secundarios, son los mas numerosos en los neutréfilos maduros. Contienen
lisozima, colagenasa, fosfatasa alcalina, lactoferrina y otras proteinas (Abbas et al., 2009;

Palomo et al., 2009). Los granulos terciarios contienen principalmente gelatinasa.

El altimo grupo de granulos son las llamadas vesiculas secretoras, que contienen algunas
proteinas plasmaticas (Palomo et al., 2009). Responden a una amplia variedad de agentes
guimiotacticos, como determinadas proteinas del complemento (C5a), factores del sistema
fibrinolitico, ademéas de productos liberados por otros leucocitos y algunas bacterias
(Regueiro et al., 2010).
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Cuando los neutrofilos alcanzan los lugares de invasién microbiana, los neutrofilos ingieren
y destruyen a las particulas extrafias, tales como bacterias microbianas, mediante la

fagocitosis (Abbas et al., 2009).

2.4.3. Basofilos
Los basofilos representan menos del 1 % de los leucocitos sanguineos (Palomo et al., 2009)
y presentan granulos citoplasmaticos (Regueiro et al., 2010) llenos de histamina, sustancia
implicada en las reacciones alérgicas (Manual Merck, 2012). Al igual que otros
granulocitos, responden a agentes quimiotécticos, y son capaces de liberar el contenido de
sus granulos frente a estimulos (Regueiro et al., 2010). Los baséfilos no ingieren células
extrafias cuando se encuentran con alergenos (antigenos que causan reacciones alérgicas),
sino que liberan la histamina contenida en sus granulos, la cual aumenta el flujo sanguineo
a los tejidos dafiados (Manual Merck, 2012). Los basofilos también producen sustancias

que atraen a los neutrofilos y eosinofilos a un foco de infeccién (Manual Merck, 2012).

2.4.4. Eosinofilos
Los eosinofilos constituyen el 2-5 % de los leucocitos sanguineos en personas sanas
(Regueiro et al., 2010; Palomo et al., 2009), del 0 a 15 % en cerdos y 0 a 20 % en vacas
(Manual Merck, 2012). Cerca del 99% de los eosinofilos se encuentra en tejidos a los que
llegan luego de un breve paso de aproximadamente 30 minutos por la sangre, después de
salir de la médula 6sea (Palomo et al., 2009). Su concentracién aumenta bajo determinadas

condiciones, como procesos alérgicos y parasitosis.

Los eosinofilos responden a agentes quimiotacticos y tienen cierta capacidad fagocitica,

aunque preferentemente estas celulas liberan al exterior el contenido de sus granulos en
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respuesta a parasitos que no pueden fagocitarse (Regueiro et al., 2010; Palomo et al., 2009).
Estos granulos contienen una variedad de mediadores incluyendo enzimas como peroxidasa
y fosfolipasa B y la llamada proteina basica principal, todas las cuales tienen efecto
deletéreo (mortifero o venenoso) para el tegumento. Asi la permeabilidad del tegumento
parasitario es seriamente alterada y los eosinofilos pueden también invadir activamente el

tegumento (Palomo et al., 2009).

2.4.5. Monocitos
Es el primer tipo celular que entra en la sangre periférica sin estar totalmente diferenciado
después de abandonar la medula 6sea (Abbas et al., 2008). Los monocitos tienen un
didmetro de 10 a 15 um, y poseen un nucleo con forma de rifién y citoplasma granular fino,
que contiene lisosomas (Abbas et al., 2008). En su citoplasma los monocitos tienen
granulos azurofilos o primarios que contienen hidrolasas &cidas, las cuales, junto con los
mecanismos oxidativos, participan en la destruccidon de las particulas fagocitadas. Los
monocitos se trasladan a los tejidos cuando se produce una infeccion (Manual Merck,
2012); una vez que han penetrado en los tejidos, estas células maduran y se convierten en

macréfagos (Abbas et al., 2008; Manual Merck, 2012).

2.4.6. Macrofagos
Los macréfagos inmaduros circulan por la sangre, donde se denominan monocitos, durante
aproximadamente 3 dias antes de acceder a los tejidos y transformarse (Abbas et al., 2008;
Tizard, 2009). Representan el 5 % del total de la poblacion leucocitaria y tienen una vida
media mucho mas larga (meses e incluso afios) que los neutrofilos en los tejidos (Palomo et

al., 2009), y se renuevan en una tasa alrededor del 1 % al dia (Tizard, 2009).
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Los macrdfagos participan en una respuesta inmune temprana y no especifica, antes de que
se produzca la respuesta de células T. Fagocitan de forma activa grandes particulas, por lo
que tienen una importante funcién en la presentacion de antigenos derivados de
microorganismos infecciosos como bacterias y parésitos. También son capaces de presentar
antigenos a los linfocitos T CD4+ en la fase efectora de la inmunidad celular, siendo estos a
su vez, capaces de activar a los macréfagos para que destruyan a estos microorganismos
(Palomo et al., 2009). Dependiendo de la zona en que se encuentren los macrofagos reciben
diferente nombre, por ejemplo: histiocitos (en tejido conjuntivo), células de Kupffer
(revestimiento de los sinusoides hepéticos), microglia (en el cerebro), entre otras (Tizard,

2009).

Célula troncal
hematopoyética que

Progenitor se autorrenueva Proggpitor
mielocitico linfocitico
comun comun
Tlmo
¢ meocnto
‘ citolitico
natural (NK)
Linfocitos B
Linfocitos T
UFC de eritrocitos Meqacanocno UFC de basofllos UFC de eosmofllos UFC de granulocntos monocrtos
e (LY ‘5 3 '
@ ) , &
Eritrocitos  Plaquetas Basdfilos  Eosindfilos  Neutréfilos  Monocitos

Figura 2. Hematopoyesis. En este “arbol hematopoyético” se representan las diversas
estirpes de células sanguineas (tomado de Abbas et al., 2008).
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2.5. Citocinas
Las citocinas son proteinas solubles producidas en forma transitoria por un estimulo
(presencia de un antigeno, otra citocina). Participan en multiples funciones como
proliferacion y diferenciacion celular, hematopoyesis, actividad microbicida, reaccion
inflamatoria, respuesta inmune especifica y no especifica, y en procesos relacionados con el
desarrollo de los organismos vivos. Las citocinas regulan la respuesta inmune induciendo o
inhibiendo la produccidn de otras citocinas y sus respectivos receptores, asi como activando
mecanismos de transduccion de sefiales en células blanco o sobre ellas mismas (Palomo et
al., 2009). Las citocinas secretadas suelen actuar localmente y durante un periodo breve de
tiempo, pudiendo en algunos casos ejercer sus funciones sobre la misma célula productora

(actividad autocrina) o sobre células vecinas (actividad paracrina; Palomo et al., 2009).

Las citocinas son pleiotropicas y redundantes, ya que una citocina puede ejercer una
actividad funcional sobre varios tipos celulares, y una determinada funcién puede ser
realizada por diferentes citocinas, respectivamente (Palomo et al., 2009). Las citocinas en
general son producidas por una gran variedad de células, como es el caso de la IL-1 la cual
es producida por todas las células nucleadas (monocitos, macrofagos, células dendriticas,
etc.). Por otra parte, los linfocitos T y los macréfagos son las células que producen la mayor
diversidad de citocinas, aunque casi cualquier célula es capaz de producir citocinas ante

determinados estimulos (Abbas et al., 2008; Tizard, 2009).

La produccién de una citocina desencadena diferentes reacciones, tales como inducir la
secrecion de al menos otra citocina, suprimir la actividad de otras o bien puede inducir una
cascada de citocinas (Palomo et al., 2009). Las citocinas participan regulan y coordinan

muchas de las actividades propias de la inmunidad innata y la reaccién inflamatoria (Abbas
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et al., 2008), y en la respuesta inmune especifica y en la hematopoyesis (las citocinas
estimulan la proliferacion de las células troncales de la medula 6sea y su maduracion).
Estas actividades se manifiestan en la proliferacion y diferenciacion celular, la induccion de
la sintesis de proteinas o de MRNA, su participacion en la activacion celular, su papel como
factores quimiotacticos y también su participacion en fendmenos como la apoptosis

(Palomo et al., 2009).

2.5.1. Interleucina 6
La interleucina 6 (IL-6) es una citocina producida por los linfocitos T y B, macréfagos,
estroma de medula 6sea, fibroblastos, células endoteliales, etc. (Palomo et al., 2009;
Saavedra et al., 2010). Presenta efectos diversos sobre sus celulas diana, por ejemplo, en
timocitos ejerce un efecto coestimulador para la liberacion de linfocitos B maduros;
ademas, estimula la produccion de la mayoria de las proteinas de fase aguda (a disturbios
de la homeostasis), como proteina C-reactiva, amiloide sérico A, ceruloplasmina,
haptoglobina, hemopexina, ferritina (Martinez-Subiela et al., 2001). También estimula la
produccién de algunas proteinas del sistema del complemento, diferentes proteinas de la

cascada de la coagulacion y del sistema fibrinolitico, etc. (Saavedra et al., 2010).

La IL-6 induce la produccion de hepcidina en el higado, la cual inhibe la absorcion de
hierro en duodeno, pero que induce la expresion de ferritina, que promueve el
almacenamiento y retencion del hierro dentro de los macréfagos (Saavedra et al., 2010).
Estos mecanismos conducen a una disminucién de la concentracion de hierro en la
circulacion, y por lo tanto a una disponibilidad limitada de hierro para las células eritroides

(Weiss y Goodnough, 2005).
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La IL-6 coestimula el crecimiento de diferentes colonias de precursores hematopoyéticos,
promueve el crecimiento de colonias de granulocitos y macréfagos e interviene en la
proliferacion y maduracién de la serie megacariocitica, que da origen a las plaquetas

(Saavedra et al., 2010).

El sistema inmune IL-6 promueve la diferenciacion y maduracion de los linfocitos T y B,
estimula la produccion de inmunoglobulinas por parte de las células B, inhibe la secrecion
de citocinas proinflamatorias como el TNF-o y la IL-1. También promueve la activacion,
mediante el aumento en la expresion de selectina-E, de moléculas de adhesion intercelular
(ICAM-1), de moléculas de adhesion de las celulas vasculares (VCAM-1) y promueve la
liberacion de otros mediadores proinflamatorios por parte de dichas célula (Saavedra et al.,

2010).

La IL-6 es, junto con IL-1, TNF-a e INF-y, un regulador importante de la termogénesis
corporal, ademéas se ha demostrado su papel como pirégeno (Saavedra et al., 2010). La
fiebre inducida por IL-6, al igual que IL-1 y TNF-a, es causada a través del rapido aumento
de la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2, sustancia con potente efecto febril) en el cerebro
(Dinarello et al., 1991). Se requiere la activacion de los receptores en hipotalamo de PGE2,
proporcionando un mecanismo de unién para la fiebre causada por pirdgenos exdgenos y

enddgenos (Dinarello, 2004).

Sustancias como los glucocorticoides (corticotropina) tienen la capacidad de inhibir la

sintesis de estas citocinas pirogénicas como IL-6 y TNF-o (Macrowiak, 1998).
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2.5.2. Interleucina 10
La interleucina 10 (IL-10) es una citocina producida por las células colaboradoras ThO y
Th2, linfocitos T, CD4+ y CD8+, linfocitos B, macrofagos, etc. (Palomo et al., 2009). Es
conocida como la citocina inmunosupresora por excelencia. En macréfagos inhibe la
sintesis de muchas otras citocinas, como por ejemplo, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-12, y la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II), las cuales
presentan antigenos procesados por las CPAs a los linfocitos T colaboradores, y moléculas
de adhesién en monocitos (Abbas et al., 2008). También tiene efectos antiproliferativos

sobre muchos tipos celulares.

La IL-10 ejerce multiples actividades inmunomoduladoras, por ejemplo, es un cofactor para
el crecimiento de lineas y colonias de células mastociticas in vitro; regula las funciones
mediadas por linfocitos B, induciendo la sintesis de 1gG, y por linfocitos T, influyendo en
el desarrollo de timocitos y células T; ejerce efectos reguladores sobre la angiogénesis.
Otras citocinas relacionadas estructural y funcionalmente con la IL-10, son como la IL-19,

IL-20 e IL-22, cuyas funciones son todavia poco conocidas (Abbas et al., 2008).

2.5.3. Interferdn alfa
El interferén alfa (IFN-a) es una citocina conocida dentro del grupo de interferones de tipo
I, junto con IFN-B. Es producida por linfocitos, monocitos y macrofagos, siendo éstos
ultimos sus principales productores. Ejerce su efecto sobre mdultiples tipos celulares,
principalmente para la resistencia a virus. Inhibe la proliferacién viral al inhibir la
replicacion del ARN o ADN viral mediante la sintesis de varias enzimas tales como 2’-
5’oligoadenil sintetasa, Ademas, provoca el aumento del MHC-I, ya que los linfocitos

citotoxicos (LTc) reconocen los antigenos en funcion de este dltimo (Palomo et al., 2009).
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Los interferones tipo | aumentan la actividad litica de las células NK, las cuales pueden

matar mas eficazmente las células infectadas (Palomo et al., 2009).

2.5.4. Factor de Necrosis Tumoral alfa
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina producida por monocitos y
macrofagos activados, ademas de otros tipos celulares que incluyen linfocitos T, B y
fibroblastos. Esta citocina actla sobre mdltiples tipos celulares como mediador de
respuestas inflamatorias e inmunes, regula la proliferacion y diferenciacion, y tiene efecto

citotoxico para células tumorales (Palomo et al., 2009).

A nivel del endotelio vascular, el TNF-o presenta una actividad procoagulante que estimula
la expresion de factores tisulares y suprime cofactores importantes para la actividad de la
proteina C anticoagulante (Anaya, 2003). EI TNF-a activa células endoteliales para que
produzcan IL-1; puede inducir la expresion de moléculas pertenecientes al MHC, el
antigeno leucocitario humano A y B y activa antigenos que participan en la adherencia de
leucocitos y plaquetas a la superficie del endotelio (Hernandez y Alvarado, 2001; Tizard,

2009).

TNF-0 es un poderoso inductor de respuesta inflamatoria, la cual puede mediar
directamente o por intermedio de la IL-1 y otras citocinas proinflamatorias. EI TNF-a
puede inducir la produccién de IL-2, I1L4, IL-6, IL-10, IL-1, IL-18 IFN-y, factor de
crecimiento y transformacion beta (TGF-p), factor inhibidor de la migracion (MIF), entre
otros. lgualmente, esta citocina puede estimular la produccién de hormonas como el

cortisol, la epinefrina, el glucagon, la insulina y la norepinefrina (Anaya, 2003).
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2.6. Lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS)
Los lipopolisacaridos (endotoxinas, LPS; Figura 3) son los principales componentes en la
superficie de la membrana externa presente en bacterias Gram-negativas, que actian como
fuertes estimuladores de la inmunidad innata o natural (Alexander y Rietschel, 2001). Esta
endotoxina consiste en un fosfoglucolipido, denominado lipido A (Alexander y Rietschel,
2001; Bermejo y Duarte, 2003), altamente conservado, anclado a la membrana bacteriana
por medio de enlace covalente a un heteropolisacarido hidrofilico, que confiere actividad
bioldgica a la molécula (Bermejo y Duarte, 2003). El heteropolisacarido comprende dos
regiones: la cadena O-especifica también Ilamada antigeno O, formada por unidades
repetitivas de oligosacarido, y el core. Este a su vez se subdivide en core externo (formado
por hexosas), mediante el cual se une al antigeno O; y el core interno (formado por
heptosas). El lipido A se une a esta porcion mediante un residuo Ilamado KDO (&cido 2-

keto-3-deoxioctanoico; Bermejo y Duarte, 2003).
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Figura 3. Estructura y variabilidad del LPS (tomado de Bermejo y Duarte, 2003).

Estas moléculas han sido aisladas de una gran variedad de bacterias Gram-negativas y

algunas cianobacterias, y sus caracteristicas estructurales y biolégicas asi como de la
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biosintesis y relaciones estructura-funcion de los lipopolisacaridos estan siendo estudiadas

principalmente con Salmonella typhimurium y Escherichia coli (Rojas, 1995).

2.6.1. Usos en la investigacion
La administracion de LPS de E. coli es un modelo empleado en estudios para simular
procesos infecciosos agudos, por tener acciones altamente reproducibles y carecer de
efectos secundarios asociados a las infecciones crénicas (Yates et al., 2011). Ademas, en
estudios de problemas entéricos, el LPS ha sido catalogado como el principal factor
involucrado en la disfuncidn del intestino, durante procesos de infeccion causados por

bacterias gram negativas (Santos et al., 2010).

El LPS se ha utilizado para estudiar la respuesta inmune en diferentes sistemas bioldgicos.
Por ejemplo, se ha estudiado la biosintesis del LPS (Wang y Quinn, 2010); su estructura y
funcién, el metabolismo de proteinas (Yates et al., 2011) y aminoacidos (Kim et al., 2012),
efectos inmunoldgicos (Weber y Kerr, 2008), aspectos fisiologicos (Carroll et al., 2011); y
choque endotdxico (Netea et al., 2001; Wang y Quinn, 2010). También se han utilizado
para inducir la sintesis y secrecion de factores de crecimiento tales como interleucinas

(Zuckerman et al., 1989).

El LPS es un agente inductor de estrés (Jiang et al., 2009) y ha sido demostrado que es un
potente estimulador de macréfagos productores de IL-1, FNT-a (van Heugten et al., 1994)
e IL-6 (Webel et al., 1997). Las citocinas proinflamatorias son responsables de cambios
metabdlicos (reduccion en la capacidad de utilizacion de las grasas) y fisioldgicos (e.g.
incremento de la temperatura corporal, tasa respiratoria) durante una infeccion o respuestas

inflamatorias (van Heugten et al., 1994; van Heugten et al., 1996; Webel et al., 1997).
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3. HIPOTESIS
El estrés por calor afecta los mecanismos de defensa de los cerdos en crecimiento, y
modifica su respuesta inmune ante la presencia de un agente patdégeno como el

lipopolisacarido de Escherichia coli.
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4. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del estrés por calor en la respuesta inmune de cerdos en crecimiento

desafiados con lipopolisacarido de Escherichia coli.

4.1. Objetivo particular
Determinar los efectos del desafio inmunolégico con LPS de E. coli en cerdos en

crecimiento bajo condiciones de estrés por calor severo sobre:

e Comportamiento productivo

e Temperatura corporal

e Biometria hematica (Hemograma)

e Expresion de ARN mensajero (ARNm) de las citocinas de respuesta inflamatoria:
IL-6, IL-10 y INFa en los 6rganos de sistema inmune bazo y timo.

e Expresion de proteina de choque térmico de 90 kDa (HSP90) en musculo largo
dorsal e higado.

e Concentracion sérica de citocinas IL-6, IL-10 y TNFa.
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5. MATERIALES Y METODOS
El experimento se llevo a cabo durante el verano de 2013 en la Unidad de Metabolismo y
Fisiologia Animal y el andlisis de muestras en el Laboratorio de Biologia Molecular del

Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autdnoma de Baja California, México.

Para la realizacion del trabajo experimental se utilizaron dos salas con jaulas de piso
elevado de 1.2 x 1.2 m, equipadas con comedero automatico de acero inoxidable y
bebedero de chupon. En una de las salas se empled un equipo de aire acondicionado para
mantener temperatura ambiental a 26 +2 °C (sala de confort); en la otra sala no se controld
la temperatura ambiental (sala de estrés por calor, EC), por lo que ésta Ultima estuvo sujeta
a las fluctuaciones normales de temperatura que ocurren en el verano en el Valle de

Mexicali y que constantemente superan los 42 °C a partir del mediodia.

Cuadro 1. Dieta experimental administrada a los cerdos en crecimiento alojados en
condiciones de confort y estrés por calor.

Ingrediente (%)

Trigo 71.48
Pasta de soya 23.55
L-Lisina-HCI 0.53
L-Treonina 0.16
DL-Metionina 0.12
Aceite de canola 1.50
Carbonato de calcio 1.53
Fosfato dicalcico 0.58
Sal iodada 0.35
Premezcla de vitaminas y minerales® 0.20

% Proporciona por kg de dieta = 4800 IU vitamina A; 800 IU vitamina D3; 4.8 IU vitamina
E; 1.6 mg vitamina Ks; 4 mg riboflavina; 7.2 mg D-acido pantoténico; 16 mg niacina; 12.8
ug vitamina Biz; 64 mg Zn; 64 mg Fe; 4 mg Cu; 4 mg Mn; 0.36 mg I, and 0.13 mg Se.
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La alimentacion de los animales sujetos a este experimento consistié en una dieta elaborada
con trigo y pasta de soya suplementada con aminoéacidos libres (Cuadro 1), y formulada
para cubrir los requerimientos de proteina y energia para cerdos en crecimiento (NRC,

1998). Se ofrecid agua purificada durante todo el periodo experimental.

5.1. Procedimiento experimental y manejo de los animales
Se utilizaron 24 cerdos en crecimiento ¥4 Landrace- ¥4 Yorkshire- %2 Duroc, destetados a los
28 dias de edad con peso vivo aproximado de 7.3 kg. Durante el experimento los cerdos
fueron alojados por parejas, con agua y alimento a libre acceso. El disefio del experimento
se realiz6 con un arreglo factorial 2 x 2 que incluy6 los factores de temperatura ambiental
(confort o calor) y el desafio de los cerdos con lipopolisacéarido (LPS) de E. coli (sin
desafio o con desafio). En consecuencia, se formaron parejas de cerdos que se asignaron de
forma aleatoria a cada uno de los siguientes cuatro tratamientos: T1, cerdos alojados en sala
de confort, no desafiados; T2, cerdos alojados en condiciones de confort, desafiados con
LPS de E. coli; T3, cerdos alojados en sala de estrés por calor, no desafiados; T4, cerdos

alojados en sala de estrés por calor, desafiados con LPS de E. coli.

Se registrd de la temperatura y humedad dentro de las salas de EC, confort y en el exterior,
mediante higro-termografos de la marca Thermotracker (San José, CA, USA; software
Thermotracker-Pro 3.0) programados para registrar los datos de temperatura ambiental y

humedad relativa cada 15 minutos durante todo el periodo experimental.

El experimento consistié en 7 dias de adaptacion a las jaulas, dieta y condiciones de
manejo, seguidos de 14 dias de tratamiento, dividido en dos periodos de 7 dias cada uno. El

primer dia de cada periodo los cerdos de T2 y T4 fueron desafiados con LPS, basado en
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estudios previos (van Heugten et al., 1994, Weber y Kerr, 2008; Jiang et al. 2009); el
desafio se llevo a cabo a las 1200 hrs con una dosis de 50 pg/kg de PV, de LPS de E. coli
(Serotipo K-235 Sigma Aldrich) disuelto en 1 ml solucién salina estéril (NaCl al 0.9 %) por
via intraperitoneal; a los cerdos de T1 y T3 se les aplico el mismo volumen (1 ml) de

solucion salina estéril por la misma via y en el mismo dia y horario de aplicacion.

Los cerdos fueron pesados semanalmente desde el inicio de la fase de adaptacion hasta el
final del experimento, esto para calcular su ganancia diaria de peso; se estimé su consumo

de alimento con la misma frecuencia; asi como la relacion ganacia:consumo (G:C).

Se midio la temperatura corporal de los cerdos con un termometro 6tico (Microlife IR100,
Medical Solutions, Inc., USA) antes del desafio con el LPS (0 horas) y a las 2, 4, 8, 24 y 36
horas posdesafio. Para analisis de biometria hematica se colectaron muestras de sangre de
la vena yugular antes y después de 48 horas de cada desafio; estas muestras de 6 ml
aproximadamente, fueron colectadas en tubos Vacutainer (BD Vacutainer, K2E/K2 EDTA;
REF 368171; Franklin Lakes, NJ, USA) con EDTA como anticoagulante, homogenizadas y
conservadas en refrigeracion para su analisis en un laboratorio de analisis clinicos
veterinarios (VetLab, responsable MVVZ Myrna Romano Osuna, Mexicali, B.C.; registro

SAGARPA # 353).

Para analizar la concentracion de citocinas en sangre, se colectaron muestras sanguineas (6
ml cada una, aproximadamente) a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas posdesafio en tubos

vacutainer (BD Vacutainer Suero; REF 368175) sin anticoagulante para recuperar el suero.

Al final del experimento 4 cerdos de cada tratamiento fueron sacrificados por

insensibilizaciéon con descarga eléctrica. Inmediatamente después del sacrificio se
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colectaron muestras de los 6rganos linfoides bazo y timo. Estas muestras se colocaron en
criotubos de 2 ml e inmediatamente fueron congeladas en nitrégeno liquido para su

posterior almacenamiento a -86 C.

5.2. Extraccion de ARN y sintesis ADNc
Las muestras de bazo y timo fueron procesadas para extraccion de ARN total con Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a la metodologia descrita por Méndez et al.
(2011). La integridad del ARN total fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa al

1%.

Se realiz6 la sintesis de ADNc mediante retrotranscripcion. En un microtubo de 500 pl se
colocaron 5 pul de ARN total y se le adicionaron 6 pl de buffer 5x de transcriptasa reversa y
0.75 ul de ADNasa (1 U/ul, Invitrogen), y 18.25 pl de agua tratada con DEPC (agua libre
de nucleasas), la mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 15 min y 5 min a 70 °C en
un bafio seco. Al tubo de reaccion se le agregd 1 pl de random primers (0.15 pg/ml,
Invitrogen), 1 pl de DNTP’s (10 uM de cada uno), y posteriormente se incubd a
temperatura ambiente por 5 min, al término se coloco en hielo. Se afiadieron 2 pl de buffer
5x de transcriptasa reversa, 3 pul de DTT (0.1 M), 1 pl de inhibidor de ribonucleasa (10
U/ul, RNAsa, Invitrogen) y se incub6 a 42 °C por 2 min, antes de afiadir 1 pl de la enzima
transcriptasa reversa (200 U/ul, Revert Aid H Minus, Fermentas). La reaccion se incub6 a
42 °C por 50 min y 70 °C durante 15 min. El producto de ADNCc fue conservado a -20 °C
hasta su uso. EI ADNc de cada muestra fue cuantificado a 260 nm por espectrofotometria
(Helios B; Thermo Electron, Rochester, NY, USA), con los valores obtenidos se realizé una

dilucion a concentracion final de 50 ng/ul, para los analisis de PCR cuantitativo (qPCR).
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5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)
Para el andlisis de expresion de citocinas en tejidos linfoides (IL-6, IL-10, INF-a) y de
HSP90 en higado y musculo se disefiaron oligonucleétidos especificos, de acuerdo a
secuencias obtenidas de la base de datos GenBank (Cuadro 2). EI ARN ribosomal 18S se
emple6 como gen constitutivo para normalizar la reaccion. Previo a los anélisis de qPCR se
realizaron pruebas de PCR punto final para estandarizar las condiciones de amplificacion
de cada ARN mensajero. Los productos de PCR punto final fueron purificados con un kit
comercial (Genelet, Thermo Scientific) y secuenciados (Davis Sequencing Facilities,
California, USA), para confirmar la especificidad de los oligonucleétidos y productos

obtenidos.

Se llevaron a cabo reacciones de amplificacion y cuantificacion de ARN mensajeros
(QPCR) de IL-6, IL-10 e INF-a en bazo y timo, y de proteina de choque térmico en musculo
largo dorsal e higado. Estas reacciones se realizaron con 1.5 pl de ADNc (50 ng/ul), 1.5 pl
(0.5 uM) de cada oligonucleotido especifico, 12.5 ul SYBR Green Supermix (mezcla 2x de
enzima DNA polimerasa, SYBR Green y ROX 2X; Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) y
cbp 25 pl con agua libre de nucleasas. Las reacciones se llevaron a en un termociclador
Chromo 4 con el software MJ opticon monitor 3.1 (Bio-Rad, Herefordshire, UK). Las
condiciones de amplificacion para qPCR fueron: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 1
minuto, y 45 ciclos (95 °C por 45 segundos, 56 °C por 15 segundos, 72 °C por 1 minuto), al
término de cada ciclo se leyo la florescencia de las muestras; y al final de los 45 ciclos se
realiz6 una curva de desnaturalizacion de 60 °C a 90 °C con lectura de fluorescencia cada
0.2 °C. El equipo fue calibrado con una curva estandar utilizando el ARNr 18S clonado en

un TOPO vector 4.0 (Invitrogen), la concentracion de este producto se determind en un
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espectrofotometro (Sambrook y Russel, 2001) y a partir de ésta se realizaron diluciones

seriadas (factor de dilucién 100) para establecer cada punto de calibracion.

Cuadro 2. Oligonucleotidos empleados para el analisis de qPCR del ADNc de citocinas,
HSP90 y RNA ribosomal 18S

Localizacion (pb)  Fragmento
ARNmM Secuencia del primer en el templete (pb)

Interleucina- 6 (IL-6, GenBank:NM_214041.1)

Sentido 5-CGTGATGCCACCTCAGACAA-3' 112-131
316
Antisentido 5-CGCCTCGACATTTCCCTTA-3' 408-427
Interleucina-10 (IL-10, GenBank:L20001)
Sentido 5-CTTCGGCCCAGTGAAGAGTTT-3' 201-221
331
Antisentido 5-CGCTTTGTAGACACCCCTCTC-3' 511-531
Interferén alfa (INF-a, GenBank:J(0839262.1)
Sentido 5-CACAGAGTCACCCACCTCAG-3' 402-421
275
Antisentido 5-CTTGACCTTCTGGACCTGC-3' 649-669
Proteina de choque térmico de 90-kDa (GenBank: NM_213973.1)
Sentido 5'GATCACTTGGCTGTGAAGCA3’ 991-1010
470
Antisentido 5S'TTGAGGGAAACCATCTCGTC3’ 1441-1460
RNA ribosomal 18S (GenBank:AY265350)
Sentido 5-GCCTCACTAAACCATCCAA-3 236-255
295
Antisentido 5-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3' 511-530
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5.4. Analisis de citocinas en suero
Las muestras de sangre colectadas a las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas posdesafio en tubos sin
anticoagulante fueron centrifugadas a 2000 rpm a 4 °C durante 10 min para obtener el suero
sanguineo, mismo que se almacend en crioviales de plastico de 2 ml a -20 °C. Las
concentraciones en suero de I1L-6, IL-10 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) fueron
cuantificadas con kits comerciales de ELISA especificos de porcinos (Abcam®, Cambridge,
MA, USA). Las muestras fueron analizadas por duplicado, de acuerdo a las indicaciones

del protocolo sugerido por el fabricante.

5.5. Analisis estadistico
Los datos fueron sujetos a analisis de varianza, con el procedimiento GLM del Sistema de
Anélisis Estadistico SAS (Statistical Analysis System 9.1; SAS Institute, Cary, NC, USA).
Las diferencias entre tratamientos fueron comparadas mediante contrastes ortogonales
preestablecidos (C1: confort vs estrés por calor, C2: sin LPS vs LPS; C3: interaccion de
efectos principales, TA vs LPS; C4: confort vs confort + LPS y C5: estrés por calor vs
estrés por calor + LPS). El nivel de probabilidad de P < 0.05 fue definido como diferencia

estadistica significativa.
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6. RESULTADOS

6.1. Condiciones ambientales
Las condiciones de temperatura ambiental (TA) y humedad relativa (HR) promediadas por
hora durante el periodo experimental, dentro de las salas EC y confort en donde se alojaron
los cerdos de este experimento, se presentan en la Figura 4. De acuerdo a ello, diariamente
dentro de la sala EC (Fig. 4A) a las 0700 h se registro la TA mas baja (28.9 °C), asociada a
la méxima HR (73.4%), que se registr6 a las 0800 h, correspondiendo esto con el momento
en que se realizaba el aseo de los corrales. A partir de ese horario la TA comenzé a

incrementar mientras que la HR se reducia paulatinamente hasta registrar 34% a las 1600 h.

El periodo estresante para los cerdos fue entre las 0800 y las 1800 h cuando la temperatura
ambiental se incrementé a partir de 30°C vy, sin embargo el periodo mas estresante se
observo de las 1400 a las 1800 h, y registro alrededor de las 1600 h la maxima temperatura
del dia (promedio de 36.1 °C), asi como la menor HR (34.1 %). A partir de las 1800 h la

TA comenz6 a disminuir a valores menores de 34 °C.

En la Figura 4B se muestran las condiciones de TA y HR de la sala de confort. La TA de la
sala de confort se mantuvo alrededor de los 26 °C de acuerdo al disefio del experimento,
mientras que la HR se mantuvo en valores entre 70 y 85%. La humedad relativa de la sala

de confort solamente se redujo a 70 %, aproximadamente entre las 1500 y 1800 horas.
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6.2. Comportamiento productivo de los cerdos
En el Cuadro 3 se presentan las variables de comportamiento productivo de los cerdos en

condiciones de estres por calor o confort, desafiados o no con LPS de E. coli.

El peso vivo promedio de los cerdos al inicio del experimento fue 7.27 kg; en las semanas
posteriores los cerdos ganaron peso de forma homogénea entre tratamientos (P > 0.10), de
manera que a los 14 y 21 dias, el peso promedio de los cerdos fue de 9.65, 12.22 y 15.09 kg

respectivamente.

La ganancia diaria de peso (GDP) de los cerdos tampoco fue diferente estadisticamente
entre tratamientos (P > 0.10). En promedio la GDP de los cerdos en la semana posdesafio
1, fue de 367 g y en la semana posdesafio 2, fue de 410 g. En general, la GDP promedio de

ambas semanas fue de 389 g (P > 0.10).

El consumo diario de alimento (CDA) por cerdo tampoco fue afectado por los tratamientos
a los cuales fueron asignados (P > 0.05). En promedio durante la primera semana
posdesafio 1 el CDA fue de 891 g/d, en la segunda semana de 1042 g/d; el promedio de los

14 dias posdesafios fue de 967 g/d.

En relacién a la relacién ganancia:consumo (G:C), los valores promedio de todos los cerdos
fueron de 0.386, 0.459 y 0.423, para la primera semana, segunda semana y para el
acumulado de las dos semanas posdesafio, respectivamente. Este parametro G:C, tampoco

fue diferente (P > 0.05) entre tratamientos.
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Cuadro 3. Comportamiento productivo de cerdos en confort y estrés por calor posdesafio

con lipopolisacérido de Escherichia coli

Valor de P*
Variable?  Confort Confort+LPS EC EC+LPS EE C1 C2 C3
PV (kg)
Posdesafio 1  9.410 10.150 9.700 9.340 0.410 0.535 0.649 0.198
Posdesafio 2 11.850 13.060 12,570 11400 0.697 0.511 0.978 0.108
Promedio 15.078 15.708 15.440 14130 0.926 0.521 0.718 0.310
GDP (kg)
Posdesafio 1~ 0.349 0.416 0.410 0.294 0.062 0.636 0.700 0.160
Posdesafio 2 0.461 0.378 0.410 0.390 0.046 0.673 0.278 0.502
Promedio  0.405 0.397 0.410 0.342  0.047 0.604 0.433 0.529
CDA' (kg)
Posdesafio 1 0.889 1.005 0.931 0.738 0.223 0.628 0.867 0.509
Posdesafio 2  0.864 1.050 1.126 1.126 0.263 0.537 0.734 0.732
Promedio  0.876 1.027 1.029 0.937 0.240 0.908 0.914 0.620
G:C'
Posdesafio 1  0.365 0.374 0.478 0.328 0.051 0.585 0.263 0.215
Posdesafio 2 0.665 0.416 0.390 0.363 0.137 0.265 0.344 0.441
Promedio 0.515 0.395 0.434 0.346 0.080 0.443 0.231 0.849

! Valor de P, contrastes: C1: Efecto de TA, C2: Efecto de LPS, C3: Interaccion TA x LPS
2 PV=Peso vivo, GDP= Ganancia diaria de peso, CDA= Consumo diarios de alimento,
G:C=relacion ganancia de peso:consumo de alimento

"Valor calculado por pareja de cerdos
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6.3. Condicion fisica y temperatura 6tica de los cerdos
En el primer desafio, tres cerdos desafiados con LPS que se encontraban alojados en la sala
EC y dos cerdos alojados en condiciones de confort presentaron vomito durante las
primeras 2 hrs posteriores al desafio. Ademas se observd depresion y ligeros escalofrios en
todos los cerdos desafiados en las primeras cuatro horas posdesafio. Después del segundo
desafio solamente dos cerdos de EC presentaron vomito durante las 2 primeras horas
posdesafio. Los cerdos que no fueron desafiados con LPS y que solamente se les aplico
solucién salina estéril no presentaron ningun signo clinico (fiebre o vémito) durante el

periodo posterior a su administracion.

La Figura 5 muestra las variaciones en la temperatura Otica (TO) de los cerdos en
condiciones de confort o estrés por calor a las 0, 2, 4, 8 12, 24 y 36 horas de la
administracion por via intraperitoneal, ya sea del desafio con LPS, o de la solucion salina.
Durante todo el experimento, la TO de los cerdos en condiciones de estrés por calor se
mantuvo elevada alrededor de 0.9 °C (P < 0.01) en comparacién con la TO de los cerdos en

condiciones de confort.

En el primer periodo de desafio (Fig. 5A) el EC incremento la temperatura de los cerdos en
1.2 °C (P < 0.01), y la mantuvo elevada durante las diferentes lecturas. A las 2 y 4 horas
postratamiento, los cerdos en EC desafiados con LPS presentaron TO 0.9 °C mayor (P <
0.05) comparada con la de los cerdos EC sin desafio de LPS, mientras que a las 8 hrs hubo
una tendencia de incrementar la TO (P = 0.058) en los cerdos desafiados en EC comparado

con EC sin desafio de LPS.
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Figura 5. Temperatura Otica de los cerdos en estrés por calor (EC) o confort antes (0 horas)
y después del desafio 1 (A), desafio 2 (B) y promedio de los desafios 1 y 2 (C). Cada punto
representa las medias de 6 cerdos de cada tratamiento tomada a las cero, 2, 4, 8, 12, 24 y 36
horas posdesafio en cada tratamiento.* P < 0.01, efecto de TA a las horas marcadas; * P <
0.01, efecto de LPS a la hora marcada. * Interaccién TA x LPS P < 0.05.
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En la figura 5B, se observa el efecto de la TA y desafio con LPS en la TO de los cerdos
durante el segundo desafio. En general, el EC incrementd (P < 0.05) la TO de los cerdos
aprox. 1.3 °C, comparado con los cerdos en confort; sin embargo a las 36 horas posdesafio
los cerdos en EC mostraron una TO similar (P > 0.05) a los cerdos en confort. Durante las
primeras cuatro horas posdesafio se increment6 (P = 0.03) en 1 °C la TO de los cerdos

desafiados con LPS.

En general, se observé un incremento en la TO de los cerdos EC después de cada desafio (P
< 0.01, Fig. 5C), mientras que el incremento en la TO de los cerdos por efecto del LPS se

observo durante las primeras 4 horas posdesafio (P < 0.01).

6.4. Hemograma
El efecto del estrés por calor y del desafio con LPS de E. coli en los cerdos, sobre la
poblacion y composicion de sus leucocitos sanguineos 48 horas después de cada uno de los
dos desafios, se muestra en las Figuras 6 y 7. Después del primer desafio, los cerdos en EC
presentaron una reduccion del 100% en su concentracion de monocitos en sangre (P =

0.038; Fig. 6E).

El desafio con LPS no afectdé (P > 0.05) la concentracion de otros globulos blancos
(leucocitos totales, linfocitos, neutréfilos segmentados, neutréfilos banda y eosinéfilos) en

cerdos alojados en condiciones de confort ni en estrés por calor (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto del estrés por calor y el LPS en la concentracion de leucocitos sanguineos

de los cerdos antes (o) y 48 horas después del primer desafio con LPS de E. coli (®). A.

leucocitos totales, B. linfocitos, C. neutréfilos segmentados, D. neutrofilos banda, E.
monocitos, F. eosindfilos. Las diferencias significativas (P < 0.05) son resultado de la
comparacion dentro de cada tratamiento.

Después de 48 hrs del segundo desafio con LPS de E. coli, los cerdos en EC presentaron
una reduccion (P = 0.012) en la concentracion de neutrdfilos banda (Fig. 7D),
concentracion de los demas leucocitos no fue afectada por el EC ni por la administracion de
LPS (P > 0.05). Se observé interaccion (P = 0.030), entre los efectos principales de TA 'y
LPS, en la concentracion de neutrofilos banda, ya que el EC redujo la concentracion de
neutrofilos banda y ademas, la reduccion fue mayor con la administracion de LPS.
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Los cerdos en condiciones de confort que no fueron desafiados con LPS, sino que
solamente se les administro solucion salina estéril, presentaron un incremento del 230% en
su concentracién sanguinea de Leucocitos totales (Fig. 7; P = 0.04). En general, la
concentracion sanguinea de linfocitos, neutréfilos segmentados, monocitos y eosindfilos de
los cerdos no fue afectada (P > 0.05) por las condiciones ambientales ni por

administracion de LPS (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto del estrés por calor y el LPS en la concentracion de leucocitos sanguineos
de los cerdos antes (o) y 48 horas después del segundo desafio con LPS de E. coli (*). A.
leucocitos totales, B. linfocitos, C. neutrofilos segmentados, D. neutréfilos banda, E.

monocitos, F. eosindfilos. Las diferencias significativas (P < 0.05) son resultado de la
comparacion dentro de cada tratamiento.
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En el Anexo 2 se presenta los resultados de volumen del paquete celular, concentracion de
eritrocitos, hemoglobina, plaquetas y proteinas plasméticas de los cerdos en crecimiento
bajo condiciones EC o confort, 48 hrs después de cada desafio. Después de 48 hrs del
primer desafio Unicamente se incrementd la concentracion de las proteinas plasmaéticas en
los cerdos en confort que no recibieron el desafio con LPS (P = 0.009); aparte de ello no se
observad alteracion en ninguno de los otros parametros mencionados por efecto del ambiente

en que se alojaron los cerdos, ni por el desafio con LPS de E. coli (P > 0.05).

A las 48 hrs del segundo desafio se redujeron (P < 0.05) en los cerdos en estrés por calor
desafiados con LPS la concentracion corpuscular media de hemoglobina y la concentracion
de plaquetas; por el contrario, el conteo de plaquetas se incrementd (P < 0.05) en los cerdos

en confort desafiados con LPS.

6.5. Expresion de ARNm de citocinas en timo y bazo
En las Figuras 8 y 9 se presenta el efecto del EC y desafio con LPS en los cerdos, sobre la
expresion relativa del ARNm de las citocinas interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10)
e interferon alfa (INF-a)) en bazo y timo (unidades arbitrarias; relacion entre expresion de
ARNmM especifico:ARNr 18S). Como punto de comparacion se tomd la expresion relativa

del ARNm de los cerdos en confort sin desafio de LPS.

Comparado con los cerdos en confort, el EC tendi6 a incrementar (P = 0.06) en un 43 % la
expresion relativa de ARNm de IL-6 en bazo (Fig. 8A), mientras que en timo (Fig. 9A) el
estrés por calor incremento 66 % (P = 0.025) la expresion de IL-6. No se observo efecto del

desafio con LPS en la expresion de IL-6 en esos tejidos (P > 0.05).
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Comparado con los cerdos en confort, el EC tendié a incrementar (P = 0.075) la expresion
relativa de IL-10 en bazo en un 36 % (Fig. 8B), mientras que en timo el EC redujo la

expresion de IL-10 en un 42 % (P = 0.007, Fig. 9B).

Comparado con los cerdossin desafio de LPS, en los cerdos desafiados con LPS se redujo
en 35 % (P = 0.020) la expresion relativa de IL-10 en bazo (Fig. 8B), mientras que en timo
(Fig. 9B) la reduccidn en la expresion relativa de IL-10 fue del 40% (P = 0.01). Ademas de
ello, se observo una tendencia (P = 0.052) de reduccion en la expresion relativa de IL-10

en bazo, cuando los cerdos en EC fueron desafiados con LPS (Fig. 8B).

En la expresion relativa de IFN-a (Fig. 8C), se observd la interaccion de los factores de TA
y LPS (P = 0.049), esto se reflejé en un incremento de la expresion de IFN-a en el bazo de
los cerdos en confort que fueron desafiados con LPS (P = 0.009). La expresion de IFN-o en
el timo de los cerdos no cambi6 (P > 0.050) por efecto del ambiente ni por la
administracion de LPS (Fig. 9C). Comparado con los cerdos en confort, el EC no modifico
la expresion relativa de IFN-o (P > 0.05) en ninguno de los 6rganos linfoides estudiados,

bazo (Fig. 8C) y timo (Fig. 9C).
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6.6. Expresion del ARNm de HSP90 en musculo largo dorsal e higado de los

cerdos

La expresion relativa de HSP90 en musculo largo dorsal e higado de los cerdos en EC y
desafiados con LPS se muestran en la Figura 10A y 10B, respectivamente. Comparado con
los cerdos en confort, el EC no afectd (P > 0.05) la expresion de HSP90 en el musculo

(Fig. 10A), como tampoco fue modificada tras el desafio con LPS (P > 0.05; Fig. 10A).

En higado se observo interaccién entre los efectos principales TA y desafio con LPS (P =
0.03) en la expresion de HSP90, ya que en los cerdos en EC y desafiados con LPS se redujo
un 40% (P = 0.04) la expresion relativa de ARNm de HSP90, en comparacion con los

cerdos en EC que no recibieron el LPS (Fig. 10B).
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Figura 10. Expresion del RNA mensajero de HSP90 en A) musculo largo dorsal (MLD) y
B) higado de cerdos en condiciones de confort o estrés por calor (EC) con y sin desafio con

LPS de E. coli (unidades arbitrarias; relacion entre la expresion de ARNm de HSP90:ARNTr
18S).
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6.7. Concentracion sérica de citocinas

Los valores de concentracion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-a, ensayados con los kit
comerciales, se encontraban por debajo de los limites detectables, por lo tanto fueron

descartados de los analisis estadisticos.
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7. DISCUSION
El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del estrés por calor severo en la
respuesta inmune de cerdos en crecimiento desafiados con lipopolisacérido de Escherichia
coli sobre el comportamiento productivo, biometria hematica, temperatura corporal y en la
expresion de genes de las citocinas de respuesta inflamatoria: IL-6, IL-10 ¢ INFo. El
estudio se condujo bajo las condiciones naturales de temperatura ambiente y humedad
presentes durante el verano en el valle de Mexicali, época en que el clima es

extremadamente célido.

Es bien conocido que la temperatura elevada, asi como la humedad, contribuyen al estrés
por calor en los animales, lo cual afecta su produccion (Pearce et al., 2013a). Sin embargo,
cada especie animal responde diferente al estrés por calor. Existe una diferencia en la zona
termoneutral (ZT) de diferentes especies animal; en los cerdos de 15-35 kg PV su ZT es de
18 a 26 °C (FASS, 2010), o bien, de 21-27 °C para cerdos de 7 a 25 kg de PV (Straw et al.,
2006). El desarrollo y salud optima del animal se observa en su ZT o zona de confort.
Cuando la temperatura es inferior o superior a la ZT, el animal puede experimentar el estrés

por frio o por calor, respectivamente (Baker, 2004).

El valle de Mexicali se caracteriza por temperaturas superiores a los 40 °C durante el
verano (Morales et al., 2014). En este ensayo se observo que aunque en el interior de la sala
donde se encontraban los cerdos asignados al grupo sometido a estrés por calor la
temperatura ambiental fluctuaba todos los dias entre 29 y 36 °C, y la humedad relativa
fluctuaba entre 31-73%, estas condiciones siempre fueron superiores a las condiciones de

confort recomendadas para cerdos de esta misma edad y peso, (26 °C para cerdos de 10 kg
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PV; NRC, (1998)). De acuerdo con Collin et al. (2001) en estas condiciones los cerdos se

encontraban en estrés por calor.

El indice de calor (HI, por sus siglas en inglés “Heat Index”) combina los efectos de la
temperatura ambiente y la humedad relativa. De acuerdo con el HI se clasifica al ambiente
en zona de alerta, peligro y emergencia (Xin y Harmon, 1998). De acuerdo con ésta, los
valores promedio de TA'y HR (32 °C y 59.7 % respectivamente) en la sala de EC, la
ubican en la zona marcada como emergencia (HI=99.1). Sin embargo en las horas 1200-
2100 h, cuando los cerdos fueron desafiados con LPS, el HI (104.1) se encontraba méas
adentro de la zona de emergencia. Se confirmé que los cerdos se encontraban en
condiciones de EC al tener HI superiores al considerado como de confort en otros trabajos,
e.g. HI =81 (Liu et al., 2009), o HI = 77 (Pearce et al., 2013b), de acuerdo a la tabla de Xin

y Harmon (1998).

La TA y HR promedio (25.7 °C y 71.9 % respectivamente) mantenidos en la sala de
confort, equipada con sistema de enfriamiento, corresponden a un HI en el limite inferior de
la zona de alerta (HI=82.2). Estos datos indican que los cerdos en confort se mantuvieron

en su zona termoneutral (Straw et al., 2006), a pesar de las variaciones de HR en la sala.

En estudios de estrés por calor, generalmente se utilizan salas con temperatura controlada
de 35 °C hasta 40 °C (e.g. Pearce et al., 2012 y 2013a; Johnson et al., 2013; Liu et al.,
2009) para inducir por algunas horas la condicion de estrés por calor en cerdos en
crecimiento. La TA en el presente estudio fue similar a la condicion utilizada por Pearce et
al. (2012, 2013b), sin embargo, las condiciones de HR fueron mas altas en el presente

estudio, aunque similares a las utilizadas por Liu et al., (2009). En contraste en el presente
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trabajo las condiciones de TA y HR en la sala EC no fueron controladas, por cuanto que las

fluctuaciones podrian haber generado un mayor desafio para los cerdos en produccion.

El estrés por calor afecta la produccion animal en diversas especies, incluidos cerdos (St-
Pierre et al., 2003), vacas (Baumgard y Rhoads, 2013) y aves (Sun et al., 2014).
Especificamente en los cerdos, la reduccion en su velocidad de crecimiento y eficiencia
productiva, es mas marcada en etapas de crecimiento y finalizacion, en comparacién con
cerdos més jovenes, como los lechones (Baker, 2004). Una de las principales causas que
afectan el desarrollo y crecimiento de los cerdos criados en EC es la reduccion de hasta el
47-50% en el consumo de alimento (Pearce et al., 2013a; Baumgard y Rhoads, 2013). En
consecuencia, en cerdos en crecimiento y finalizacion se ha reportado una reduccion del 10
y 16 % en su ganancia de peso, respectivamente, bajo condiciones de EC (Le Bellego et al.,
2002). En otro trabajo llevado a cabo en el valle Mexicali se observd que en condiciones
similares de EC, se redujo 11.4 % la ganancia de peso y en la relacion ganancia/consumo
de cerdos de 30 kg (Morales et al., 2014). A diferencia de los trabajos sefialados
anteriormente, en el presente estudio no se observaron diferencias en el consumo de
alimento, ganancia de peso y eficiencia de alimentacion, posiblemente debido a que los
cerdos utilizados tenian un peso vivo menor al de los utilizados por Le Bellego et al.,
(2002) y Morales et al., (2014). Estos resultados apoyan la hipétesis de que el efecto del EC

es mas marcado en cerdos de mayor edad y peso vivo.

Las constantes fisiologicas de los animales, tales como temperatura corporal, tasa
respiratoria y frecuencia cardiaca, son sensibles a cambios en la temperatura ambiental. El
estrés por calor provoca que la tasa respiratoria y frecuencia cardiaca se incrementen

(Renaudeau et al., 2010). Especificamente, en EC la temperatura corporal tiende a
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incrementarse en aproximadamente 1 °C en aves (Sun et al., 2014), novillos (Gaughan et
al., 2010) y cerdos (Pearce et al., 2013a) en comparacion con animales de su misma especie
criados condiciones de confort. En cerdos, se ha observado que las diferencias de
temperatura corporal (1.94 °C entre EC vs TN) se mantiene durante la exposicién al EC
(Pearce et al., 2013a). En el presente estudio, los cerdos en EC presentaron hipertermia de
en promedio 1 °C, observada en su temperatura 6tica, antes del desafio con LPS de E. coli;
y fiebre de 1.6 °C en el dia del desafio, comparados con los cerdos en condiciones de
confort. Estos resultados de hipertermia son similares a los estudios mencionados

anteriormente.

En condiciones de EC, el flujo sanguineo del organismo es redistribuido para soporte de
organos vitales y para disipar el calor por medio de la circulacion periférica (Liu et al.,
2009). Esta redistribucién del flujo sanguineo puede provocar isquemia e hipoxia en el
tracto gastrointestinal (Pearce et al., 2013b), asi como cambios en la concentracion de
factores inflamatorios, proteinas de choque térmico y en la permeabilidad intestinal
(Lambert 2009; Pearce et al., 2013b). En consecuencia, el dafio y pérdida en la continuidad
de la mucosa intestinal podria permitir el ingreso de elementos como los LPS al organismo

(Lambert, 2009).

Los LPS son componentes altamente patdgenos de algunas enterobacterias que se
encuentran en altas concentraciones en el tracto intestinal (Lambert, 2009). En el presente
estudio se utilizd el LPS de E. coli como medio para inducir una respuesta inmunolégica en
los cerdos en estrés por calor. Este desafio inmunolégico indujo un estado febril, e inicié
una respuesta similar a la que ocurre para controlar y eliminar la invasién de patdégenos

(Carroll et al., 2012) durante las primeras cuatro horas posteriores al desafio con LPS en los
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cerdos EC comparados con los cerdos EC que no fueron desafiados, asi como una ligera
hipertermia en aquellos desafiados en condiciones de confort. En coincidencia con el
presente trabajo, Campos et al. (2014) reportaron que, independientemente de la
temperatura ambiental (24 vs 30 °C) los cerdos incrementan su temperatura rectal en 1.1 °C
en promedio, después del desafio con LPS de E. coli, aunque esos autores no observaron

cambio en la temperatura corporal de cerdos en confort desafiados con LPS.

En otro trabajo llevado a cabo en lechones recién nacidos, el desafio con LPS no afect6 su
temperatura corporal cuando fueron mantenidos en condiciones termoneutrales (34 °C;
Carroll et al., 2001). Ademas, durante las cuatro horas posteriores al segundo desafio, los
cerdos en EC también presentaron hipertermia, de forma similar a lo sucedido durante el
primer desafio, pero de menor intensidad (39.5 °C vs. 40.2 °C, respectivamente). En
coincidencia, Campos et al. (2014) reportaron que la temperatura rectal de los cerdos en EC
y confort, fue méas alta después de la primera inyeccion con LPS, comparado con
inyecciones posteriores. Lo anterior indica que la fiebre observada tras el desafio con LPS
estuvo asociada no solamente a las caracteristicas de patogenicidad del LPS sino también

de la condicidn de estrés en que se mantuvieron a los cerdos.

En el presente trabajo, otros signos observados en los cerdos después del desafio con LPS
fueron fiebre, depresion y vémito en algunos de ellos. Esta observacion también ha sido
reportada por otros autores (Weber y Kerr, 2008) en lechones desafiados con LPS de E.
coli. Wang et al., (2009) reportaron que el desafio con LPS también provoca diarrea en los
lechones a las 12, 24 y 48 h posdesafio, pero en contraste con esos autores, en el presente

estudio no se observaron signos de diarrea en los cerdos.
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El hemograma es un estudio clinico que proporciona informacién del estado de salud de los
animales a través del conocimiento de los cambios en las concentraciones de los
componentes sanguineos. Sin embargo, los valores fisiolégicos normales de los pardmetros
sanguineos pueden ser afectados también por factores tales como el sexo, edad, raza
(Tripati et al., 2008). Afolabi et al. (2010) mencionan que los cambios en pardmetros
hematoldgicos también permiten elucidar acerca del estado y tension del organismo frente a
factores nutricionales, ambientales, ambiente térmico (temperatura, movimiento y humedad
del aire), entorno fisico, entorno social, y ambiente microbiano (FASS, 2010); y por
factores patoldgicos al estar expuestos a diferentes patdgenos y enfermedades (Garcia-

Torres et al., 2011).

Williams et al., (2009) reportaron un incremento en la concentracion de los glébulos
blancos en sangre de cerdos después de 24 h del desafio con LPS de E. coli, alojados en
condiciones de temperatura de confort. Yates et al., (2011) encontraron un efecto similar
tras la administracion de LPS en ovejas en condiciones termoneutrales. En este estudio no
se observo incremento en el nimero de leucocitos totales en sangre ni por la administracion
del LPS, ni por efecto del EC. Solamente a las 48 hrs después del segundo desafio se
encontraron 2.3 veces mas leucocitos totales en los cerdos en confort que no fueron

desafiados con LPS, variacion que se atribuye a factores ajenos al tratamiento.

El primer desafio con LPS provoco la desaparicion de monocitos sanguineos en los cerdos
en EC. En consecuencia, para el momento del segundo desafio esos individuos no habian
alcanzado el nivel inicial de monocitos observado el dia anterior al primer desafio, lo que
podria sugerir que los mecanismos inmunoldgicos no se restablecieron a sus valores

normales. Cuando hay infeccion en los tejidos, los monocitos son reclutados a la zona
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dafiada (Manual Merck, 2012) donde maduran y se convierten en macrofagos. La
interaccion del LPS con células, como macréfagos y células dendriticas, conduce a la
formacion de mediadores inflamatorios esenciales para la defensa antibacteriana
(Freudember et al., 2008). Posiblemente los valores indetectables de monocitos circulantes,
pudieron deberse a la maduracion de los mismos, sin embargo, en este estudio no fueron
analizadas las concentraciones de macrofagos. En relacion a la concentracion del resto de

los leucocitos analizados después del primer desafio no se observaron otros cambios.

Los neutrofilos circulantes son el principal tipo de célula de la inmunidad innata y participa
en el mecanismo de defensa del hospedero (Garcia-Torres et al., 2011). Los neutrofilos
circulan en sangre como neutréfilos segmentados (forma madura) y neutréfilos banda
(forma inmadura). En este estudio a las 48 hrs del segundo desafio se observd una
reduccion de aproximadamente 70 % en la concentracion de neutréfilos banda en los cerdos
en EC que recibieron LPS; esto podria sugerir que la reduccion de neutréfilos banda fue
debida a la maduracion de los mismos, sin embargo el conteo de neutréfilos segmentados

no se vio afectado en estos mismos cerdos.

Componentes sanguineos tales como el volumen de paquete celular (VPC) o hematocrito,
hemoglobina (HB) y la hemoglobina corpuscular media (HCM) son los principales
indicadores para la evaluacion de los eritrocitos circulantes, y son importantes en el
diagnostico de la anemia (Peters et al., 2011). También pueden ser utilizados como
indicadores de la capacidad de la médula ésea para producir células rojas de la sangre en
mamiferos (Etim et sal., 2014). En el presente estudio los valores de estos parametros
sanguineos no fueron afectados por el EC y por el desafio con LPS, lo que podria sugerir

que los cerdos se encontraban en buenas condiciones de salud.
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Rankhshandeh y de Lange (2012) reportaron incremento de proteinas de plasma
(fibrinbgeno, haptoglobina) en cerdos en crecimiento desafiados con LPS. En contraste, en
este estudio la concentracion de proteinas plasmaticas no fue afectado por el desafio de
LPS, pero se incrementd en los cerdos en confort que no fueron desafiados, variacion

atribuida a factores externos.

Los cerdos desafiados con LPS en ambas condiciones de temperatura, presentaron cambios
en valores de plaquetas a las 48 horas posteriores al segundo desafio, pero a pesar de los
cambios en concentracion, los valores se encontraban dentro del rango considerado como
normal (Manual Merck, 2012). Las plaquetas sanguineas estan implicadas en la
coagulacion de la sangre. Baja concentracion de plaquetas en sangre sugiere que la
formacion de coégulos se afectaria, lo que resultaria en una excesiva pérdida de sangre

frente a una lesion (Etim et al., 2014).

Se ha demostrado que la exposicion a temperatura ambiente alta modifica algunos
componentes de la funcién inmune, como conteo de las células T, actividad citosdlica de
las células natural killer y secrecion de citocinas (Han et al., 2010). Se considera que
durante el estrés por calor severo hay produccién de citocinas proinflamatorias, sin
embargo, existe poca informacidn acerca del efecto del estrés por calor sobre la expresion
de ARNmMm de citocinas en cerdos. Welc et al. (2013) reportaron que en musculo esquelético
(diafragma y s6leo) de ratones en EC, la expresion del ARNm de IL-6 se incrementa. En
contraste con Welc et al., (2013) en este estudio el EC no tuvo efecto sobre la expresion de

ARNM de IL-6 en bazo pero si en timo.
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El sistema inmune responde a los desafios de microorganismos liberando mayor cantidad
de citocinas (Kim et al., 2012). Por ejemplo, el TNF-o es asociado con altas
concentraciones de LPS en plasma (Weber y Kerr, 2008; Lambert, 2009) y al
reconocimiento del LPS por el sistema inmune innato (Triantafilou et al., 2001). Weber y
Kerr (2008) reportaron que la abundancia de ARNm de IL-6 y TNF-a se increment6 en
higado de cerdos desafiados con LPS. En estudios con células de bazo (CB) y macrofagos
alveolares (MA) porcinos, el desafio con LPS indujo la expresion de ARNm de IL-6 (Lee et
al., 2004), aunque la expresion regreso a niveles basales entre las 2 y 24 h posdesafio para
MA y CB, respectivamente. En contraste con estos estudios, en el presente trabajo el

desafio con LPS no afecto la expresion de ARNm de IL-6 (en bazo) e INF-a (bazo y timo).

En el presente trabajo el desafio con LPS redujo la expresion de ARNm de IL-10, tanto en
bazo como en timo. Esta citocina, junto con otras, al ser preinflamatoria, contribuye a
amortiguar la magnitud y duracion de la inflamacién del érgano diana (Khadaroo et al.,
2004). Posiblemente estas diferencias en la respuesta al desafio de LPS sea atribuido al
tejido analizado y, ademas, al tiempo de toma de muestras posdesafio, por ejemplo 4 h

posdesafio con LPS en el estudio de Weber y Kerr (2008).

Diversos investigadores reportan incremento de los niveles séricos de citocinas por efecto
del LPS (e.g., Flores-Mendoza et al., 2008; Williams et al., 2009; Han et al., 2010). Flores-
Mendoza et al. (2008) reportaron que el aumento de la expresion del ARNm de IL-10 fue
en concordancia con la produccion de IL-10 en células dendriticas derivadas de monocitos
(mDCs) infectados con LPS y PRSSV. Sin embargo, poco se ha reportado la relacion entre

expresion de ARNm y abundancia de la citocina.
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Las proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés “Heat Shock Proteins™) son
proteinas altamente conservadas que se expresan constitutivamente en el interior de la
célula, y actian como ‘“chaperonas” moleculares, principalmente frente a situaciones de
estrés. Las HSP asociadas a membranas desempefian un papel en la respuesta inmune, en
particular en el reconocimiento del LPS (Triantafilou y Triantafilou 2004). Sin embargo la
importancia de HSP90 en respuestas inflamatorias en el higado es desconocida (Ambade et

al., 2012).

En cerdos en EC se ha observado incremento en la abundancia de ARNm de HSP90 en
higado (Morales et al., 2014); en contraste, en este estudio los cerdos en EC desafiados con
LPS presentaron menor expresion de ARNm de HSP90 en higado. En este sentido, Ambade
et al. (2012) reportaron que la inhibicion de HSP90, inhibe la sefalizacion de LPS en
higado de ratones y reduce la concentracion de citocinas proinflamatorias en ese tejido de

manera que puede prevenir el dafio hepatico.
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8. CONCLUSIONES
El estrés por calor incrementa la temperatura corporal de cerdos en crecimiento de forma
cronica, mientras que el desafio con LPS de E. coli solo tiene ese efecto durante las

primeras 2 a 4 h posdesafio.

El estrés por calor modifica la expresion de ARNm de las citocinas IL6, IL10 y IFNa, en
bazo y timo de cerdos en crecimiento desafiados con LPS de E. coli. Este hecho indica la
tendencia a que en condiciones de estrés por calor podria modificarse la respuesta inmune

ante diversos agentes patdgenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion nutricional de la dieta utilizada para la alimentacion de los cerdos

en tratamiento

Energia, proteina y composicion de aminoacidos (%)

Energia neta, KJ/kg
Proteina cruda
Arginina

Histidina
Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina
Metionina + Cisteina
Fenilalanina
Treonina
Tript6fano

Valina

Total AA-N

Calcio

ATTDP

Total N

10122
19.92
1.12
0.44
0.69
1.23
1.23
0.38
0.69
0.83
0.75
0.22
0.77
2.31
0.75
0.29
3.19
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Anexo 2. Hemograma de los cerdos pre y pos desafio con LPS en confort y calor (desafio 1 y 2)

Confort Confort+LPS EC + LPS Valor de P!

Dia 0 3 0 3 0 3 0 3 EE? Ccl C2 C3 C4 C5
Desafio 1
VPCZ (L/L) 027 030 032 031 028 028 029 029 0016 0193 0560 1.000 0.884 0.770
E/FEI)T (x10* 447 487 530 520 473 473 470 462 0285 0327 0805 1.000 0.837 0.790
HB (g/L) 8633 9500 10467 9833 9233 9233 9233 9133 5126 0239 0388 1000 0891 0.927
VCM (fL) 5085 6160 6112 5962 6000 6000 6175 6220 1122 0277 0350 1.000 0.778 0.827
CCMH (g/L) 32328 31820 32368 317.30 32580 32580 31860 31867 4033 0215 0121 1.000 0987 0.165
PLAQ (x109L) 27217 32017 287.17 259.67 257.33 257.33 20417 279.17 35373 0.343 0586 1.000 0.766 0.956
PPLAS (/L)  47.00 5633 4967 5100 5333 5333 4833 5133 238 0009 0695 1.000 0.379 0.050
Desafio 2
VPC?(LIL) 030 030 032 031 029 030 029 029 0011 0834 0405 0676 0.754 0.638
S/T_;T (x10* 490 478 523 483 482 479 48 457 0235 0727 0236 0929 0427 0228
HB (g/L) 9567 9533 10533 10017 9433 9617 9433 9133 4153 0955 0384 0757 0612 0.574
VCM (fL) 6137 6212 6187 6443 6100 6242 60.88 62.65 1232 0669 0149 0421 0317 0.070
CCMH (g/L)  318.82 321.38 32543 323.00 32277 32217 32270 28810 11.499 0.875 0.882 0.971 0.040 0.287
PLAQ (x10°%L)  300.67 298.00 218.33 32250 320.83 346.67 399.50 274.00 33.037 0.955 0032 0583 0.011 0.984
PPLAS (/L) 5267 5200 5133 5233 4833 5200 5300 5300 2560 0855 0784 0317 1.000 0584

1 C1: confort, 0 vs 3; C2: confort + LPS, 0 vs 3; C3: Calor, 0 vs 3; C4: Calor + LPS, 0 vs 3; C5: interaccion LPS y TA
2 Error estandar de la media.
% VPC: volumen del paquete celular (L/L: Litro/Litro), ERIT: eritrocitos (g/L: gramos/Litro), HB: hemoglobina (g/L:
gramos/Litro), VCM: volumen corpuscular medio (fL: femtolitros), CCHM: concentracion de hemoglobina corpuscular media
(g/L: gramos/Litro), PLAQ: plaquetas (x10° L: Litro), PPLAS: proteinas plasmaéticas (g/L: gramos/Litro).
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Anexo 3. Expresion relativa de genes en organos del sistema inmune de cerdos bajo estrés

por calor y desafiados con LPS

Valor de P=
Confor Confort+LP EC EC+LP EE C1 C2 C3 C4 C5
t S S

Bazo
IL-6 0.561 0.359 0.71 0600 0.094 0.06 012 063 0.15 0.42
1 0 4 6 6 4
IL-10 0.150 0.097 0.20 0.133 0.023 0.07 0.02 0.72 0.12 0.05
4 5 0 1 6 2
IFNo 0.000 0.002 0.00 0.001 <0.00 0.15 0.04 0.04 o0.00 1.00
1 1 S 9 9 9 0

Timo
IL-6 0.031 0.039 0.05 0.056 0.009 0.02 0.77 055 053 0.82
9 5 6 6 8 7
IL-10 0.040 0.021 0.02 0.015 0.004 0.00 0.01 0.08 o0.00 0.42
0 7 0 6 5 6
IFNo 0.923 1.192 178 1581 0.667 036 096 073 0.78 0.83
3 7 1 0 0 4

HSP90
Miuascul  0.629 0.343 0.48 0459 0148 092 036 044 024 0.92
oLD 2 6 7 1 4 3
Higado 0.925 1.172 123 0.748 0.165 0.69 0.44 0.03 026 0.04
1 7 2 0 2 0

1 P-valor, contrastes: C1=Confort vs Estrés por calor (EC); C2= Sin LPS vs LPS; C3=
Interaccion TA y LPS; C4= Confort vs Confort+LPS; C5= EC vs EC + LPS
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