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RESUMEN

Las altas temperaturas ambientales generan estrés por calor (EC) en los
cerdos, esto afecta la ingesta de alimento y el crecimiento, ademas conlleva
alteraciones intestinales que afectan su funcionamiento y capacidad de
absorcion. Se llevd a cabo un estudio para analizar los efectos de un
extracto herbal (EH) sobre el desempefio productivo; la expresion génica de
transportadores de aminoacidos, miosina (MYH4) y proteina de choque
térmico de 90kDa (HSP90). El ensayo se desarrolld6 durante el verano
empleando 42 cerdos de 27+3 kg, asignados a uno de tres tratamientos:
termo neutral alimentados con dieta testigo (TN-T), estrés por calor
alimentados con dieta testigo (EC-T) o adicionando el EH (EC-EH). La
alimentacién fue ad libitum y finalizando la fase experimental (8d) seis
cerdos por tratamiento fueron sacrificados, obteniendo muestras de mucosa
intestinal, musculo e higado. Durante la fase experimental los cerdos TN-T
mostraron mejor ganancia diaria de peso (GDP) y consumo diario de
alimento (CDA) que los grupos EC-T y EC-EH (P< 0.05). Por otro lado, los
cerdos EC-EH mejoraron la GDP y CDA en comparacion con los EC-T (P<
0.05). La conversion alimenticia fue mejor en el grupo TN-T en comparacion
con los EC-T (P< 0.05) y hubo una tendencia a mejorar en el EC-EH
respecto a los EC-T (P< 0.10). No se observaron diferencias en la expresion
de y*L y B? en yeyuno pero si una reduccién de b%* en los grupos EC
comparado con el TN-T. Por su parte en ileon la expresién de y*L aumento
en el grupo EC-T (P < 0.05), y tendié a aumentar en los cerdos EC-EH en
comparacion con los TN-T (P < 0.10), pero la expresién de B® y b%* no fue
diferente entre tratamientos. La abundancia de CAT-1 en higado fue mayor
en EC-EH que los TN-T (P < 0.05) y tendi6 a ser mayor respecto a los EC-
T (P > 0.10). La expresion de MYH4 tendié a disminuir en cerdos EC-T
respecto a los TN-T pero no fue diferente con el grupo EC-EH. En musculo
la HSP90 incrementd en los cerdos EC-T en comparacion con los TN-T y

Xl



EC-EH, no habiendo diferencia entre estos. En higado hubo una tendencia
a incrementar la expresién en los grupos bajo EC sobre el TN-T, no
observandose diferencias entre ambos grupos en EC. En conclusidn, la
adicion del extracto herbal reduce los efectos adversos del estrés por calor
en cerdos, mejorando algunos parametros de rendimiento productivo y
manteniendo una condicion estable en tejido muscular similar a los cerdos

en condicidon termoneutral.
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ABSTRACT

High environmental temperatures induce heat stress (HS) in pigs, which
affects feed intake and growth, and results in intestinal changes that affect
its function and absorptive capacity. A study was conducted to analyze the
effects of a herbal extract (HE) on productive performance, gene expression
of amino acid transport, myosin (MYH4) and 90kDa heat shock protein
(HSP90). The experiment was carried out during the summer with 42 pigs
weighing 27 + 3 kg, which were assigned to one of three treatments: a
thermo-neutral pigs fed control diet (TN-C), a heat-stressed pigs fed control
diet (HS-C) or the addition of HE (HS-HE). Feeding was free access. At the
end of the experimental period (8d), six pigs per treatment were sacrificed
and samples of intestinal mucosa, muscle and liver were collected. During
the experimental period, the TN-C pigs showed better daily weight gains
(DWGs) and feed intakes (Fls) than the HS-C and HS-HE groups (P<0.05).
However, HS-HE pigs had better DWG and Fl than HS-C pigs (P<0.05).
Feed conversion ratio was better in the TN-C group than in the HS-C group
(P<0.05) and there was a tendency for improvement in the HS-HE group
than in the HS-C group (P<0.10). In jejunum, no differences were observed
in the expression of y*L and B, but there was a decreased expression of
b%* in the HS groups compared to the TN-C group. In the ileum, the
expression of y*L increased in the HS-C group (P < 0.05) and tended to
increase in the HS-HE pigs compared to the TN-C group (P < 0.10), but the
expression of B% and b%* did not differ between the treatments. CAT-1
abundance in the liver was higher in HS-HE pigs than in TN-C pigs (P <
0.05) and tended to be higher in HS-HE pigs than in TN-C pigs (P > 0.10).
MYH4 expression tended to be decreased in HS-C pigs compared to TN-C
pigs. It was not different in the HS-HE group. In muscle, HSP90 was
increased in HS-C pigs compared to TN-C and HS-HE, with no difference

between them. In the liver, there was a tendency for increased expression
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in the HS groups compared to TN-C, with no difference observed between
the two groups. In conclusion, herbal extract supplementation reduces the
adverse effects of heat stress in pigs, improves some productive
performance parameters and maintains a stable muscle tissue condition

similar to pigs in thermoneutral conditions.
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1. INTRODUCCION

El estrés por calor (EC) representa un desafio ambiental significativo que
impacta adversamente el bienestar, la salud y la eficacia de la produccion
en todos los sectores ganaderos (Baumgard y Rhoads, 2013). Para el caso
de los cerdos, el rango 6ptimo de temperatura ambiente se situa entre los
18 y 25 °C, por lo que superando este limite se considera que estan

expuestos EC (Renaudeau et al., 2007).

En los cerdos se han observado diversos signos de EC, entre ellos se
encuentra el incremento de la temperatura corporal y la frecuencia
respiratoria (Cervantes et al., 2018). Ademas, disminuyen su consumo de
alimento (Ross et al., 2015), lo que conlleva a una reduccion en la cantidad
de nutrientes disponibles para el crecimiento de los animales, resultando en
una baja en el rendimiento productivo (Ma et al., 2019). Por otra parte, la
sensibilidad de los cerdos al EC también se refleja en el tracto intestinal, ya
que su mecanismo termorregulador desvia el flujo sanguineo desde los
organos internos hacia la piel y tejidos periféricos para facilitar la dispersion
del calor, y provoca isquemia visceral e hipoxia en los intestinos (Lian et al.,
2020). Lo anterior ocasiona cambios significativos en la morfologia intestinal
que afectan negativamente su funcion (Pearce et al., 2012), lo que podria
resultar en una reduccion en la expresion y abundancia de transportadores
de aminoacidos y glucosa (Morales et al., 2014). Adicionalmente, las
condiciones hipodxicas inducidas por el EC generan estrés oxidativo debido
al desbalance entre la generacion de radicales de oxigeno libres, y la
capacidad para neutralizarlos por sus sistemas antioxidantes (Lambert et
al., 2002). Lo anterior conlleva a dafno celular que afecta tejidos, érganos e

incluso sistemas completos (Q. Li et al., 2022).

Los extractos herbales (EH) representan una amplia gama de componentes

bioactivos de origen natural que son empleados como suplemento



alimenticio (Liu, 2004). Se caracterizan por tener una baja presencia de
residuos y una incidencia reducida de efectos secundarios, lo que los
convierte en una opcion atractiva para promover la salud y la productividad
animal de manera sostenible (Li et al., 2021). Los EH poseen propiedades
que los hacen valiosos como promotores del crecimiento y la salud,
incluyendo efectos antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios,
analgésicos e inmunomoduladores. Estas actividades funcionales se
atribuyen a compuestos bioactivos como terpenoides, flavonoides,
alcaloides y fenoles, entre otros (Pandey et al., 2023). Algunos de estos
elementos se encuentran presentes en extractos de chiles, pimienta negra
y jengibre (Janssens et al., 2014; Liu et al., 2019; Stojanovi¢-Radi¢ et al.,
2019). Por lo tanto, se plantea que el uso combinado de estos extractos
herbales podria actuar como promotor del crecimiento, al mejorar la
eficiencia productiva y el estado general de salud de los cerdos por efecto

de los compuestos bioactivos ya mencionados.



2. HIPOTESIS

La inclusion del extracto herbal a las dietas para cerdos criados en
condiciones de temperatura ambiental elevada, puede atenuar los impactos
adversos provocados por el estrés por calor en la funcion y absorcién de

nutrientes, asi como en el rendimiento productivo.



3. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la suplementacién con extracto herbal a base de
Capsicum spp., Piper nigrum 'y Zingiber officinale en la dieta de cerdos en
crecimiento, sobre las variables fisiolégicas, el comportamiento productivo

y la funcién y absorcion intestinal.

3.1.Objetivos especificos

Evaluar el efecto del extracto herbal sobre:

e Las variables fisiologicas: temperatura intestinal y frecuencia
respiratoria de los cerdos en estrés por calor.

e Las variables de comportamiento productivo: consumo diario de
alimentos (CDA), ganancia diaria de peso (GDP) y conversion
alimenticia (CA) de cerdos en estrés por calor.

e La expresion de genes que codifican a transportadores de
aminodcidos (y*L, B?, b®* CAT1), la isoforma de la cadena pesada
de miosina 4 (MYH4) y la proteina de choque térmico de 90 kDa
(HSP90).



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Estrés por calor y sus efectos en la produccién porcina

4.1.1. Efectos del estrés por calor en el comportamiento y fisiologia de los
cerdos.

El estrés por calor (EC) es un problema ambiental importante que afecta de
forma negativa el bienestar, la salud animal y la eficiencia de la produccién
en casi todos los sectores ganaderos (Baumgard y Rhoads, 2013). EI EC
se define como el conjunto de cambios en la fisiologia, metabolismo y
conducta de los animales que son expuestos a condiciones de temperatura
ambiente (TA) elevada (Huynh et al., 2005). Los cerdos estan entre las
especies animales mas susceptibles, ya que estos son muy sensibles a las
altas temperaturas de forma prolongada, se ha demostrado que esta
sensibilidad se presenta cuando se combinan varios factores, por ejemplo,
un deficiente sistema termorregulador, glandulas sudoriparas
queratinizadas, la presencia de una gruesa capa de tejido adiposo

subcutaneo, y un metabolismo intensivo (Wolp et al., 2012).

A medida que hay un aumento en la TA, los animales pueden utilizar cuatro
mecanismos para lograr la pérdida de calor: radiacién, conduccion,
conveccién y evaporacion (Figura 1); cuando la temperatura corporal es
superior a la temperatura ambiente, se produce la pérdida de calor corporal
mediante radiacién, conduccién y conveccion; pero si la temperatura
ambiental es superior a la maxima temperatura de termoneutralidad, la
unica forma para que el animal disipe el calor excesivo es a través de
evaporacion (Mayorga et al., 2019). El rango de temperatura termoneutral o
de confort para cerdos en etapa de crecimiento es de 18-25 °C; una vez que

se superan los 25 °C, los cerdos presentan EC (Renaudeau et al., 2007)



Conbuccion 5%
Rapiacion 10%
Conveccion 15%

Figura 1. Mecanismos termorreguladores utilizados por el cerdo para lograr

la perdida de calor. (Saornil & Revuelta, 2017).

El EC tiene un impacto significativo en el comportamiento de los cerdos
(Mayorga et al., 2019). Se ha demostrado que los cerdos expuestos a
temperatura ambiental elevada tienden a reducir su actividad fisica, lo que
resulta en la disminucién de la exploracion de su entorno y una menor
interaccién social (Bjerg et al., 2020; Canaday et al., 2013). Ademas, los
cerdos con estrés térmico tienden a pasar mas tiempo acostados, en busca
de sombra y/o areas mas frescas, lo que puede afectar negativamente su
consumo de alimento y crecimiento (Abarnou et al., 2023: Bonneau et al.,
2021). Dos de los primeros efectos que provoca el EC en los cerdos son el
aumento de su temperatura corporal (TC) y de su frecuencia respiratoria
(FR), parametros que de acuerdo con diversos estudios pueden utilizarse



como indicadores de que el animal esta experimentando EC (Cervantes et
al., 2018; Cottrell et al., 2020; Teixeira et al., 2021). Ademas, se sabe que
el animal tiene un perfil bifasico de periodo de aclimatacion al estrés térmico,
comienza con hipertermia durante las primeras 24 horas de exposicién, en
las que se observa disminucidon del consumo de alimento y un aumento de
las frecuencias respiratoria y cardiaca; después, en una fase de
recuperacion, desciende la TC (aunque no a niveles normales) y se puede
observar una recuperacion parcial en el nivel de ingesta de alimento
(Renaudeau, 2020). Durante el primer dia de exposicion al calor (>32 °C) la
temperatura rectal y la FR de los cerdos en crecimiento aumentan en +0.5
°C, y +26 respiraciones por minuto, respectivamente sin embargo, en los
dias siguientes, estos parametros comienzan a normalizarse parcialmente
(Campos et al., 2017).

4.1.2. Efectos del estrés por calor en el rendimiento productivo.

La reduccion de la ingesta voluntaria de alimento es uno de los principales
mecanismos de adaptacion que presentan los animales ante el EC, esto
ocurre con el propdsito de disminuir la produccion de calor derivada de la
digestion del alimento y su metabolismo, lo que en consecuencia, reduce la
disponibilidad de nutrientes para crecimiento (Pearce et al., 2013b). La
teoria de que la reduccion en la ingesta de alimentos es una respuesta para
reducir la produccion de calor (o mitigar el efecto térmico de la alimentacion)
ha sido consistentemente respaldada por investigaciones llevadas a cabo
en camaras de respiracion con cerdos que pesan entre 20 y 30 kg, asi como
con cerdos de 50 a 60 kg de peso (Collin et al., 2001; Renaudeau et al.,
2013). Diversos autores informan que la disminucion en el consumo de
alimento varia entre el 15 % y 60 % (Cuadro 1) y depende principalmente
de la temperatura ambiental, aunque involucra también a otros factores

como la genética y el peso corporal del animal (Renaudeau et al., 2011).



Cuadro 1. Efecto de la temperatura ambiente en la disminucion del

consumo de alimento en cerdos experimentando estrés por calor.

Temperatura Duracion Reduccién de Referencia
(°C) experimento consumo
(dias) alimento
36 7 59% (Fernandez et al.,
2013)
35 30 50% (Ma et al., 2019)
29 42 49% (Renaudeau et al.,
2001)
35 1,3,7 47% (Pearce et al., 2012)
31 16, 20 30% (Renaudeau et al.,
2007)
35 35 30% (Boddicker et al.,
2014)
32-36 3 28% (Gabler et al., 2018)
32 77 21.5% (Cruzen et al,
2015)
40.5 28 21% (Kim et al., 2009)
32 20 19% (Serviento et al,,
2020)
33 8 15% (Kerr et al., 2003)
30 15 13% (Teixeira et al,
2021)

Adaptado de Pardo-Dominguez, (2023).

Como consecuencia de una menor ingesta de nutrientes se observa una
disminucién en la ganancia diaria de peso (GDP) en los cerdos en EC. De

manera similar a la ingesta de alimento, la GDP muestra una relacion



curvilinea frente a condiciones de estrés térmico elevado y esta respuesta
se ve influenciada por el peso corporal del animal, siendo los cerdos mas
pesados los mas sensibles al estrés térmico, en comparacién con los mas
ligeros (Renaudeau et al., 2011). Estos mismos autores mencionan que
cada grado adicional de temperatura ambiente entre 24 y 30 °C induciria
una disminucion de alrededor de 30 g en la ganancia de peso, en cerdos de
60 kg. Mientras que Ma et al. (2019) informan que cerdos de 77 kg alojados
a temperaturas de 35 °C tuvieron una reduccidn en su velocidad de

crecimiento de 62% (330 vs. 870 g) comparado a los alojados a 22 °C.

El efecto del EC en la eficiencia alimenticia depende tanto de la TA como
del peso corporal del cerdo, durante periodos de EC leve la eficiencia
alimenticia suele mejorar, ya que la restriccion de la alimentacion tiende a
promover un aumento en la proporcion de ganancia de peso corporal magro
en comparacion con la grasa; se informa una eficiencia alimenticia reducida
en cerdos de engorda mantenidos a una temperatura superior a 30 °C, esta
disminucién en la eficiencia esta relacionada con una proporcion reducida
del consumo de energia disponible para el crecimiento de tejidos, ademas
de la reduccién en la ingesta de alimento (Renaudeau et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de las variaciones en la ecuacion de eficiencia alimenticia,
no hay duda de que el EC reduce la eficiencia de produccion en las granjas
porcinas, ya que prolonga el tiempo necesario para que los cerdos alcancen

el peso de mercado requerido (Mayorga et al., 2019).

4.1.3 Efectos del estrés por calor en la fisiologia intestinal.

Los cerdos son una de las especies mas vulnerables a los efectos adversos
del EC, y muchos aspectos fundamentales de su productividad se ven
afectados negativamente por este factor estresante (Ross et al., 2015; Wolp
et al., 2012). En condiciones de EC el tracto gastrointestinal se afecta por la

respuesta de termorregulacién en la que el flujo sanguineo de los érganos



internos se desvia hacia la circulacion periférica para favorecer la dispersion
del calor; lo anterior conduce a isquemia e hipoxia en los 6rganos viscerales
como el intestino delgado (Lian et al., 2020). Las condiciones hipoxicas
inducidas por el EC en el intestino provocan un desequilibrio en la relacion
entre la generacion de radicales libres y la capacidad del sistema de
defensa antioxidante, lo que resulta en lesiones en el epitelio intestinal y en

una respuesta inflamatoria (Lambert et al., 2002).

La exposicion a alta temperatura ambiental provoca descamaciéon de las
vellosidades intestinales del intestino delgado; y disminucion en su altura, y
profundidad de las criptas; ademas contribuye a la disfuncion de las uniones
estrechas y a cambios importantes en la morfologia que finalmente reducen
la funcidn de la barrera intestinal (Lambert et al., 2002; Pearce et al., 2012).
El deterioro del tracto gastrointestinal de los cerdos puede permitir la
translocacién de endotoxinas a la sangre (Figura 2), lo que a su vez provoca
una respuesta inflamatoria y la produccion de citoquinas (interleucina 183,
IL-1B) y factor de necrosis tumoral alfa, TNF-a) (Gabler et al., 2018; Pearce
et al., 2013b). Ademas, la capacidad de los cerdos para asimilar y
aprovechar los nutrientes de la dieta puede verse perjudicada. Los estudios
han informado que la exposicién de los cerdos al EC ha provocado un
aumento en la eliminacién, y una baja retencidon de proteinas y minerales
(Patience et al., 2005).
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Figura 2. Efectos del estrés por calor en la barrera intestinal (Pardo-
Dominguez, 2023).

4.1.4. El estrés por calor induce estrés oxidativo

El estrés oxidativo se caracteriza por un exceso en la generacion de
radicales libres en el organismo, o por una disminucion en la capacidad para
eliminar estos radicales libres, o que perturba el equilibrio entre la anti-
oxidacion y la oxidaciéon (Daenen et al., 2019). Los radicales libres son
intermediarios de diversas reacciones bioquimicas en los organismos vivos;
se trata de moléculas pequefias, inestables y difusibles que son
quimicamente muy activas debido a la presencia de electrones
desapareados (Miller et al., 1990). Los sistemas biolégicos poseen varios
tipos de radicales, los mas importantes son los radicales libres de oxigeno
(ROS) y los radicales reactivos de nitrogeno (Halliwell y Gutteridge, 2015).
Hay diversos factores ambientales externos que pueden desencadenar la
produccion de ROS, como exposicion a radiacion ultravioleta, radiacion
ionizante, toxinas y productos quimicos (Jomova et al., 2023), sin embargo
uno de los factores mas importantes a nivel productivo es el EC ya que los
cerdos son muy sensibles a este; cuando no se elimina a tiempo un exceso

de ROS, su concentracion se incrementa, y finalmente puede exceder el
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rango fisiolégico normal (Hao et al., 2021). Los niveles anormalmente altos
de ROS pueden causar dano a los tejidos y las células (Figura 3), alteracion
de las vias de sefalizacion, trastornos del metabolismo energético,
mutaciones genéticas y cambios en la conformacion de las proteinas; y por
tanto, afectan las funciones de células, tejidos, 6rganos e incluso sistemas
(Q. Li et al., 2022; Rahal et al., 2014).

Fuentes Exdgenas: Sistema de defensa

« radiacién UV antioxidante
« radiacién ionizante endégeno:
+ mutagenos * SOD
+ ambiente « Catalasa
* quimicos * GSH
» toxinas * Gpx

« vitaminas

Fuentes End6genas:
* mitocondrias

* peroxisomas Sistema de defensa

« NADH/NADPH
oxidasa

« citocromo P450

« oxidasas

antioxidante exégeno:

« antioxidantes
dieteticos

« elementos traza

peroxisomales

ESTRES OXIDATIVO

l

—7

Dafio ADN

Dafio celular

Sfon e

Dafio membranas Daiio proteinas Dafio lipidos

Figura 3. Cuando las ROS exceden la capacidad del sistema antioxidante
se produce estrés oxidativo causando dafio celular. Adaptado de Hao et
al. (2021).

El EC es un fuerte desencadenante de la generacion de ROS, lo que
provoca dafnos en los tejidos tan pronto como se activa el sistema de

defensa redox celular, compuesto por glutation (GSH), glutation peroxidasa
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(GSpx), superodxido dismutasa (SOD; Akbarian et al., 2016). La elevada
produccion de ROS puede alterar la integridad de la membrana
mitocondrial, y dafar las proteinas de la cadena de transporte de electrones
(Christen et al., 2018), ademas de obstaculizar directamente el sistema de
defensa antioxidante (King et al., 2016). La expresion del sistema
antioxidante esta regulada principalmente por el factor nuclear eritroide 2
(Nrf2), que en condiciones fisioldgicas, esta reprimido en el citoplasma por
la proteina reguladora asociada a ECH de Tipo Kelch 1 (Keap1); la
disociacion de Nrf2 de Keap-1 tras el estrés oxidativo conduce a la
translocacion de Nrf2 al nucleo donde se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE) para inducir la transcripcién de proteinas antioxidantes
gue mejoran la supervivencia celular en condiciones de estrés (Lian et al.,
2020).

La hipoxia local generada por cambios en el flujo sanguineo causado por
EC (desde la circulacion visceral a la periférica) se identifica como otra
causa importante de produccion de ROS (Lian et al., 2021). La principal
respuesta celular a la hipoxia la desencadena el factor inducible por hipoxia
(HIF); en condiciones normales, la subunidad a de HIF es rapidamente
hidroxilada por prolil hidroxilasas sensibles al oxigeno (PHD) y luego se
degrada en el proteasoma (lvan et al., 2001). Sin embargo, bajo condiciones
hipoxicas, la actividad de PHD se inhibe, lo que lleva a la estabilizacion de
HIF-1a y a la actividad transcripcional para que las células puedan
adaptarse al estrés hipoxico; la acumulacion anormal de ROS por el
complejo Il de la cadena de transporte de electrones mitocondrial es una
consecuencia de la senalizacion hipdxica (Lian et al., 2020; Zeitouni et al,
2016). En una situacion de hipoxia las ROS generadas contribuyen a la
estabilizacién de HIF-1a y activan la respuesta al estrés oxidativo a través
de Nrf2, como se discutio anteriormente (Guzy et al., 2007; Lian et al.,
2020). Las condiciones hipodxicas inducidas por EC en el intestino alteran el
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equilibrio entre la produccién y eliminacién de ROS, lo que se asocia al dafio

epitelial y a la respuesta inflamatoria (Lambert et al., 2002).

4.2 Funcioén del tracto intestinal

Elintestino delgado se presenta como un conducto intricado que adopta una
disposicion en espiral para ajustarse en espacios reducidos; su
revestimiento exhibe numerosas proyecciones diminutas en forma de dedos
conocidas como vellosidades, las cuales aumentan el area de absorcién del
intestino (Kai, 2021). Las células que cubren la pared intestinal producen
enzimas que ayudan a la digestion y absorben los alimentos digeridos
(Rowan et al., 1997). El intestino delgado se conforma de tres secciones:
duodeno, yeyuno e ileon; el duodeno recibe alimentos que iniciaron su
desdoblamiento con las secreciones del estbmago y continuan también su
digestion con enzimas intestinales y pancreaticas cuya funcién es muy

importante para la digestion del alimento (Helander y Fandriks, 2014).

Tras su paso por el duodeno, la digestion del bolo alimenticio esta en pleno
apogeo; al salir del duodeno, continua su paso por el yeyuno, porcion del
intestino delgado que esta implicada en la continuacion de la digestion del
alimento, asi como el inicio de la absorcidén de los nutrientes que continua
activa por todo el intestino delgado hasta el final del ileon (DeRouchey,
2009). La mucosa esta compuesta de proyecciones en forma de dedos
llamadas vellosidades (Figura 4), que a su vez contienen mas proyecciones
llamadas micro vellosidades (Kai, 2021). El proceso de absorcion de
nutrientes se lleva a cabo en las células de la mucosa intestinal,
especificamente por las proteinas transportadoras de nutrientes que se
encuentran ancladas en las microvellosidades o también denominada area
de "borde en cepillo" (Cudeiro, 2005).
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MICROVELLOSIDADES

ENTEROCITO

Figura 4. Representacion de la vista lateral de vellosidades y micro

vellosidades de la mucosa intestinal. Imagen tomada de lifeder.com, 2022.

La absorcion de aminoacidos (AA) en el intestino delgado del cerdo ocurre
principalmente en la regién proximal del yeyuno (Buraczewska, 1981). Los
enterocitos de la mucosa intestinal absorben AA mediante transporte activo,
difusion simple y difusion facilitada (Trottier y Manjarin, 2012). Hay por lo
menos cuatro transportadores de AA dependientes de sodio en la
membrana apical de los enterocitos en la mucosa de intestino delgado que
son responsables de transportar AA desde la luz del intestino delgado al
citoplasma del enterocito (Herdt, 2020). Una vez que los AA son absorbidos
por los enterocitos, estos se emplean para la sintesis de proteinas,
incluyendo enzimas, asi como en otros compuestos nitrogenados como el
oxido nitrico y el glutation, asi como también pueden ser oxidados a través
del ciclo de Krebs para producir agua, didxido de carbono y ATP (Rezaei et
al., 2013). Después de la digestion y del metabolismo intracelular adicional,
los AA son transportados a través de la membrana baso-lateral, ingresan a
la circulacion portal, y quedan disponibles para su uso en los tejidos extra

intestinales, incluidos el higado, las células del sistema inmunoldgico, el
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musculo esquelético, el corazén, los rifones, el cerebro, el tejido adiposo,
etc. (van der Wielen et al., 2017).

4.3 Aminoacidos y sus transportadores

4.3.1. Importancia de los aminoacidos en la nutricién y crecimiento de
cerdos.

Las proteinas estan conformadas de cadenas de aminoacidos, cada uno de
los cuales se compone quimicamente de un grupo amino (-NH2), un grupo
carboxilo (-COOH) y una cadena carbonada lateral especifica para cada
AA; en las proteinas el grupo carboxilo de un AA esta unido al grupo amino
de otro AA mediante enlaces covalentes, denominado enlaces peptidicos
(van Milgen & Dourmad, 2015). Hay mas de 300 AA en la naturaleza, pero
unicamente 20 de ellos (alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina,
glutamato, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, tirosina, treonina, triptéfano y valina) son

componentes basicos de las proteinas de las células (Wu et al., 2014).

Desde el punto de vista nutricional, los 20 aminoacidos que forman las
proteinas se dividen tradicionalmente en tres categorias: esenciales,
condicionalmente esenciales, y no esenciales para los animales, incluido el
ser humano (Cuadro 2). Los AA esenciales (EAA) se definen como aquellos
cuyos esqueletos carbonados no pueden sintetizarse o aquellos que el
cuerpo sintetiza insuficientemente de Novo en relacion con las necesidades
y que deben proporcionarse a través de los alimentos para satisfacer las
necesidades del organismo; los AA condicionalmente esenciales son
aquellos que normalmente el organismo puede sintetizar en cantidades
adecuadas, pero que deben conseguirse de la dieta para satisfacer las
necesidades optimas en condiciones en las que las tasas de utilizacion son

mayores que las tasas de sintesis; mientras que, los AA no esenciales
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(NEAA) si pueden ser sintetizados de novo en cantidad suficiente para
satisfacer las necesidades del organismo (van Milgen y Dourmad, 2015;
Wu, 2009).

Cuadro 2. Clasificacién de aminoacidos. Adaptado de Wu et al. (2014).

Esencial No esencial Condicionalmente
esencial
Isoleucina (lle) Alanina (Ala) Glutamato (Glu)
Leucina (Leu) Asparagina (Asn)  Tirosina (Tir)
Lisina (Lys) Aspartato (Asp) Glutamina (GlIn)
Metionina (Met) Serina (Ser) Glicina (Gli)
Fenilalanina (Fen) Prolina (Pro)
Treonina (Tre) Cisteina (Cis)

Triptéfano (Trp)
Valina (Val)
Histidina (His)

Arginina (Arg)

Los aminoacidos no solo son los constituyentes fundamentales de las
proteinas, ademas pueden participar en la sintesis de nucleétidos; la
produccion de antioxidantes como el glutation; la formacion de glucosamina
y poliaminas; y actuar como metabolitos involucrados en la generacién de
energia, como en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Lukey et al., 2017).
Por ende, los aminoacidos son necesarios para el mantenimiento de las

funciones metabdlicas, ademas de la produccion del animal, y cualquier
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deficiencia de ellos afectara la produccion de carne, leche, entre otros

productos (Trottier y Manjarin, 2012).

4.3.2. Sistemas transportadores de aminoacidos.

Los transportadores de aminoacidos (TAA) son proteinas de transporte
unidas a membranas que median la transferencia de aminoacidos hacia y
desde las células u organulos celulares; la importancia de los TAA es que
permiten disponer de los AA a nivel celular, ya que estos ultimos tienen una
amplia variedad de funciones que abarcan desde la transmisidén de sefales
nerviosas hasta el mantenimiento del equilibrio acido-base, el metabolismo
energético dentro de las células y las reacciones anabdlicas y catabdlicas
(Kandasamy et al., 2018). En el intestino, los TAA absorben AA desde la luz
intestinal hacia el citoplasma; posteriormente en la membrana baso lateral
del enterocito, sera otro transportador el que conduzca al AA hacia el
espacio capilar, y de ahi seguira su paso hacia la circulacidon sanguinea
(Trottier & Manjarin, 2012). El transporte de aminoacidos a través de la
membrana plasmatica es regulado por varios sistemas transportadores de
aminoacidos que pertenecen a la super familia de transportadores de
solutos (SLC; Broer S. 2008a). La familia SLC esta formada por una
diversidad de transportadores que comprende mas de 400 integrantes
catalogados, los cuales tienen una amplia especificidad de sustratos;
actualmente, se han identificado mas de 60 miembros de la familia SLC
como transportadores de aminoacidos (Kandasamy et al., 2018; Wang y
Zou, 2020).

Los TAA aceptan grupos de AA en lugar de AA individuales, como AA
neutros pequefos, AA neutros grandes, AA anionicos y AA cationicos;
algunos transportadores son dependientes de Na+ mientras que otros son
independientes de Na+; inicialmente, los transportadores AA se clasificaron
como "sistemas", como el Sistema A, el Sistema ASC, el Sistema Xag, el

Sistema y*, el Sistema b%* el Sistema B° y muchos otros (Broer &
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Fairweather, 2018). En esta nomenclatura, los nhombres en mayusculas
indican transportadores dependientes de Na+, mientras que los nombres en
minusculas indican transportadores independientes de Na+; ademas, los
transportadores de AA pueden ser simportadores, antiportadores o
uniportadores (Trottier & Manjarin, 2012). Los AA neutros y aniénicos son
absorbidos por las células epiteliales intestinales mediante co-transporte
acoplado a Na+, mientras que los AA catidnicos/di basicos se transportan
en gran medida mediante un mecanismo de intercambio de AA (Brder,
2008a). La clasificacion moderna de los transportadores AA en células de
mamiferos (Cuadro 3), basada en la similitud entre las secuencias de genes
transportadores, ha reemplazado en gran medida la clasificacion clasica

basada en "sistemas" (Poncet y Taylor, 2013)

Cuadro 3. Clasificacion moderna de los TAA en mamiferos basada en

secuencias de genes. Adaptado de Poncet y Taylor. (2013).

Familia de genes Acrénim Nombre Sustrato  Sistema
o clasico
SLC1
Transportador de EAAT1-5 Transportador de AA AAA Xac
AA excitadores excitadores
ASCT1,2 Transportador ASC AANP ASC
SLC6
Transportador de GAT1-3 Transportador GABA GABA GABA
AA GLYT1,2 Transportador de Glicina Gli Gly
neurotransmisores IMINO Transportador de Pro Pro/

Prolina/Betaina
ATBO,+ Transportador de AA BO,+ AAN, AAC Bo°~*
BOAT1,2 AAN BO

SLC7
LAT1,2 Sistema transportador L1 AANG L
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Transportado de (4F2 heteromerico)

AA asociado a y+LAT1,  Sistema transportador y+L AAN, AAC vy*'L
glicoprotena 2 (4F2 heteromerico)
(gpaTA/HAT) xCT Intercambiador cistina- Cis, Glu Xc
glutamato (4F2
heteromerico)
ASCT1,2 Sistema transportador asc AANP asc
(4F2 heteromerico)
b0,+AT Transportador b0, + ( AAN, AAC b0+
rBAT heteromerico)
Transportador de CAT1-4 Transportador de AAC y*
AA catidnicos AA cationicos 1,2A/B,3
SLC16
transportadores TAT1 Sistema transportador T AA T
de aromatico
monocarboxilato S
SLC36
Transportador de PAT1.4 Transportador de AA Pro, Gli, PAT
AA acoplado a acoplado a protones 1-4 Ala
protones
SLC38
Transportador de SNAT3,5 Sistema transportador N GIn, Asn, N
AA neutros His
pequefios (VGAT)
SNAT1,2 Sistema transportador asc AANP A
4 (4F2 heteromerico)
SLC43
Transportador de LAT3,4 Sistema transportador L2 AANG L
AA neutros
grandes

AAA: Aminoacidos anionicos; AAC: Aminoacidos catidonicos; AAN: Aminoacidos
neutros: AANP: Aminoacidos neutros pequenos; AANG: Aminoacidos neutros
grandes; Pro: Prolina; Gli: Glicina; Ala: Alanina; GIn: Glutamina; Asn: Asparagina;
His: Histidina; Cis: Cistina; Glu: Glutamato.
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4.4 Miosina (MYH4) y desarrollo muscular

El musculo esquelético esta compuesto por fibras musculares heterogéneas
que muestran un amplio espectro de caracteristicas contractiles y
metabdlicas, la capacidad contractil y el consumo de ATP de una fibra
muscular esta determinado en gran medida por el isotipo de los
componentes que constituyen el sarcomero (Schiaffino y Reggiani, 2011).
Los sarcomeros estan conformados por dos proteinas principales: actina y
miosina; la miosina representa la mayor proporcion de los sarcomeros,
presentandose en forma de cadenas pesadas de miosina (MYHC), cadenas
ligeras de miosina esenciales y cadenas ligeras de miosina reguladoras
(Wisdom et al., 2015). Las principales isoformas de MYHC expresadas en
el musculo esquelético porcino son MYHC-I, -lIA, -1IX y -IIB, y cada una de
ellas proporciona distintas caracteristicas morfolégicas, enzimaticas y
funcionales, la MYHC-I (codificado por el gen MYH7) es indicativo de un
fenotipo de fibra muscular oxidativa de contraccién lenta, mientras que
MYHC-IIB (codificado por el gen MYH4) indica un fenotipo glucolitico de
contraccién rapida (Han et al., 2020). Los cerdos domésticos son una
excepcion dentro de los mamiferos de gran tamafo, ya que son los unicos
que muestran niveles elevados de expresion de MYH4 (Vrecl et al., 2019).
El aumento en la expresion de MYH4 suele estar relacionado con un mayor
desarrollo o hipertrofia muscular, lo que sugiere que esta caracteristica
probablemente se haya desarrollado como resultado de una presion de
seleccion destinada a mejorar los rasgos de crecimiento muscular (Brearley
et al., 2021; Brown et al., 2014).

4.5 Proteinas de choque térmico (HSP)

Las proteinas de choque térmico, también conocidas como proteinas
inducidas por estrés, constituyen un conjunto de proteinas conservadas
filogenéticamente que se encuentran en diversos organismos celulares

(Balakrishnan et al., 2023). Estas proteinas desempefian multiples
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funciones, que van desde la secrecion y el ensamblaje de proteinas, hasta
el mantenimiento de la integridad de las proteinas estructurales, el
plegamiento, el trafico intracelular, la degradacion de proteinas y la
regulacion de los factores de transcripcion (Chen et al., 2018). Las HSP se
clasifican de manera sistematica segun su peso molecular, donde las que
tienen un peso molecular grande incluyen las familias HSP110, HSP90,
HSP70 y HSP60, mientras que las HSP de menor tamafio abarcan las
HSPB1-HSPB10, con un peso molecular que oscila entre 8 y 30 kDa
(Madkour et al., 2022). La maquinaria de chaperonas de la proteina de
choque térmico 90 (HSP90) desempefia un papel fundamental en la
regulacion de la proteostasis en células eucariotas, tanto en condiciones
fisiolégicas normales como bajo estrés (Schopf et al., 2017). Dado que
HSP90 interactua con una amplia variedad de sustratos proteicos, participa
en numerosos procesos celulares mas alla del simple plegamiento de
proteinas, estos procesos incluyen la reparacién del ADN, el desarrollo
celular, la respuesta inmune y diversas enfermedades neurodegenerativas;
en su papel de chaperonas moleculares, las HSP90 contribuyen al
mantenimiento de la homeostasis celular al prevenir la apoptosis y fomentar

la supervivencia celular (Schopf et al., 2017).

4.6 Extractos herbales como aditivos alimenticios

Los aditivos alimenticios son sustancias, microorganismos o compuestos
formulados que se emplean en la nutricién animal (Nunes et al., 2018). Se
adicionan deliberadamente en el agua o alimento con el fin de mejorar las
caracteristicas del alimento y los productos de origen animal, asi como para
potenciar la produccion y la salud de los animales (Silveira Pimentel et al.,
2022). Durante mucho tiempo se utilizé a los antibiéticos como promotores
de crecimiento en la produccion animal, sin embargo debido a que el uso
inadecuado de antibitticos en la cria de animales aumenta la resistencia de

las bacterias a los antimicrobianos convirtiéndose en una amenaza para la
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salud publica, la Union Europea prohibié su uso en el afio 2005 (Gonzales
Ronquillo & Angeles Hernandez, 2017; Nhung et al., 2017). Debido a estas
razones, y ante las nuevas exigencias de los consumidores hacia productos
percibidos como mas saludables, han surgido diversas alternativas. Entre
ellas se destacan los productos fitogénicos (como hierbas, extractos de
plantas y aceites esenciales), los prebidticos, probidticos, enzimas,

acidificantes y minerales (Ayalew et al., 2022).

Los fitdgenos donde se incluye a los extractos herbales (EH) son un amplio
conjunto de componentes bioactivos de origen natural que pueden usarse
como aditivos alimenticios; los EH también se han definido como
compuestos no nutritivos, por lo que se distinguen de los nutrientes que se
encuentran en las plantas, como las vitaminas y los minerales (Liu, 2004).
A diferencia de los antibidticos, los EH se distinguen por su baja presencia
de residuos, la ausencia de resistencia y la minima incidencia de efectos
secundarios, estas caracteristicas les permiten ser una opcion prometedora
para fomentar la salud y la produccion de los animales de forma sostenible

y responsable (Li et al., 2021; Suryanarayana y Surga, 2018).

Los EH presentan propiedades biologicas atractivas para ser utilizados
como promotores del crecimiento en la produccidén animal. Algunas de estas
propiedades son: efecto antimicrobiano, anti-estrés, capacidad
antioxidante; efectos a nivel nutrigenémico, o inmunoldgico; asi también
algunos de ellos han contribuido a la mejora de las condiciones morfolégicas
y de integridad del epitelio intestinal (Alvarez-Martinez et al., 2021; Hashemi
& Davoodi, 2010; Valenzuela-Grijalva et al., 2017). Las caracteristicas
funcionales de los EH se atribuyen a los compuestos bioactivos presentes
en ellos, tales como flavonoides, terpenoides (esteroides, mono y
sesquiterpenos), fenoles (taninos), alcaloides (alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres y lactonas), glucésidos y glucosinolatos (Pandey et al.,
2023; Victorovna Ulrikh et al.,, 2018). La cantidad y la composicion de
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compuestos activos en los extractos herbales pueden fluctuar
considerablemente segun diversos factores; estos pueden ser intrinsecos,
como la parte especifica de la planta empleada, el momento de la cosecha
y el lugar de origen, asi como factores extrinsecos, como las técnicas
utilizadas en su produccién (Ganguly, 2013). Estas variaciones dificultan la
comprension de los mecanismos exactos a través de los cuales los

fitogenos ejercen sus efectos benéficos (Mohammadi Gheisar y Kim, 2018).

4.6.1. Chile (Capsicum spp.).

Los chiles pertenecen al género Capsicum, que es el género mas
importante de la familia de las Solanaceas, un importante género de
cultivos, que comprende los chiles, pimientos morrones, ajies, habaneros,
jalapefios, ulupicas, con cinco especies domesticadas principales: C.
annuum L., C. chinense Jacq. y C. frutescens L., actualmente ampliamente
cultivada en todo el mundo, y C. baccatum L. y C. pubescens, cultivadas
predominantemente en América del Sur; el género comprende chiles dulces
y picantes, que se han utilizado como especias desde 6000 a 6500 a. C.
(Barboza et al., 2022). Los chiles son plantas utilizadas en la medicina
desde hace mucho tiempo, ha sido empleada para tratar el asma, la tos, el
dolor de garganta y en general el resfriado comun, asi como el tratamiento
de dolores neuropaticos cronicos, prevencion contra enfermedades como el
cancer, la diabetes, las cardiovasculares y la anemia (Al-Snafi, 2015; Saleh
et al.,2018). En cuanto a las aplicaciones del chile como suplemento
dietético en animales, Z. Li et al. (2022) informaron que el uso de capsaicina
mejoro algunos parametros productivos, asi como la calidad de la carne, las
actividades de las enzimas digestivas y la morfologia intestinal en pollos de
engorde. Mientras que en cerdos puede aumentar el rendimiento al mejorar
las actividades de las enzimas digestivas, la capacidad antioxidante, la

funcién antiinflamatoria, la composicion de los AGV intestinales y la
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comunidad de microbiota en cerdos destetados (Long et al., 2021). Los
chiles representan una valiosa fuente de compuestos bioactivos, tales como
flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides y acido ascoérbico, los cuales
desempefian un papel crucial en la actividad antioxidante y antiinflamatoria.
(Janssens et al., 2014). Ademas se compone de diferentes metabolitos
secundarios llamados colectivamente capsaicinoides, siendo la capsaicina
(8-metil - N -vanilil-6-nonenamida) el principal compuesto de los chiles
(Kirschbaum-Titze et al., 2002). Estos biocompuestos tienen importantes
actividades funcionales como antioxidantes, anticancerigenos,
antimicrobianos, antiinflamatorias, analgésicas asi como en la recuperacion
en complicaciones de enfermedades metabodlicas (Azlan et al., 2022;
Srinivasan, 2016).

4.6.2. Pimienta (Piper nigrum).

El género Piperaceae, de la familia de los pimientos, comprende plantas
con flores que incluyen arboles pequefios, arbustos o hierbas; consta de
alrededor de 3600 especies y cinco géneros, incluidos Piper, Peperomia,
Zippelia, Manekia y Verhuellia. La mayoria de las especies se encuentran
en los géneros Piper, con alrededor de 2171 especies, y Peperomia, con
mas de 1000 especies (Dludla et al., 2023). Piper nigrum, comunmente
conocida como pimienta negra, es utilizada como especia y suele cultivarse
en regiones tropicales como Brasil, Indonesia e India. En la medicina
tradicional, las especies de pimienta han sido utilizadas para tratar
enfermedades, como son problemas urolégicos, dolencias de la piel, el
higado y el estomago, para la cicatrizacion de heridas y como agentes
antipiréticos y antiinflamatorios (Salehi et al., 2019). En investigaciones
recientes la pimienta mezclada con otros extractos se ha utilizado como
aditivo en la alimentacion animal observandose que fue eficaz para mejorar
el rendimiento del crecimiento, la digestibilidad de la dieta y la salud
intestinal de cerdos en crecimiento (Silva Junior et al., 2020; Yan et al.,
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2011). Piper nigrum contiene alcaloides importantes entre los que destaca
la piperina (1-peperoil piperidina) que tiene numerosas propiedades
farmacoldgicas entre ellas antioxidante, antihipertensivo y antiagregante
plaquetario,  antiasmatico,  analgésico, antitumoral, antipirético,
antiespasmaodico, antidepresivo, antidiarreico, ansiolitico, antiinflamatorio,
inmunomodulador, hepatoprotector, antifungico, antibacteriano, actividades
antimutagénicas, larvicidas, insecticidas y algunas otras (Stojanovi¢-Radi¢
et al., 2019; Zahin et al.,, 2021). La piperina inhibe varias enzimas
metabodlicas y aumenta la biodisponibilidad oral de muchas vacunas,
farmacos y nutrientes, mejorando en Jultima instancia sus efectos
terapéuticos, también ayuda en la digestién estimulando las enzimas
intestinales y pancreaticas, ademas la piperina es el unico componente
principal responsable de la mayoria de las acciones terapéuticas de esta

especia (Meghwal y Goswami, 2013; Salehi et al., 2019).

4.6.3. Jengibre (Zingiber officinale).

El jengibre (Zingiber officinale), perteneciente a la familia Zingiberaceae, ha
sido consumido durante mucho tiempo como especia y utilizado en la
medicina herbaria para el tratamiento de enfermedades comunes, como
dolores de cabeza, nauseas, vomitos y resfriados (Han et al., 2013). En
produccion animal se ha utilizado para mejorar el sabor y la palatabilidad
del alimento, aumentar la ingesta de nutrientes y mejorar la secrecion de
enzimas digestivas, estos son algunos de los beneficios del uso de jengibre
en comparacion de los antibiéticos promotores de crecimiento (Kothari et
al., 2019). Se ha informado que el jengibre es rico en algunos aminoacidos,
minerales, acidos grasos y vitaminas (Shirin y Jamuna, 2010); sobre todo
es abundante en componentes bioactivos como compuestos fendlicos y
terpénicos, la mayoria de los compuestos fendlicos del jengibre son
principalmente gingerol, gingerdiona, gingerdiol, shogaol y paradol (Liu et
al., 2019; Prasad & Tyagi, 2015). Hay varios componentes terpénicos en el
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jengibre, como B-bisabolene, a-curcumeno, zingibereno, a-farneseno y -
sesquifelandreno, que son considerados los constituyentes principales en
los aceites esenciales de jengibre (Yeh et al., 2014). Algunas
investigaciones han demostrado que el jengibre posee multiples actividades
biolégicas, incluidas actividades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, anticancerigenas, neuroprotectoras, protectoras
cardiovasculares, protectoras respiratorias, anti obesidad, antidiabéticas,

entre otras (Mao et al., 2019).

5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio de investigaciéon

Este estudio fue llevado a cabo en el Instituto de Ciencias Agricolas de la
Universidad Auténoma de Baja California, en Mexicali, Baja California,
México, durante el verano de 2022, cuando la temperatura ambiental
superaba los 40°C. Se utilizaron las instalaciones de la Unidad de Fisiologia
y Metabolismo Animal y el Laboratorio de Nutrigendémica para el trabajo de

campo y analisis de muestras del estudio, respectivamente.

5.2. Animales y procedimiento experimental

En la unidad de fisiologia y metabolismo, se dispuso de dos salas para llevar
a cabo el experimento. En una de ellas, definida como TN se generaron
condiciones de confort (22 + 2°C) con ayuda de un equipo de aire
acondicionado, mientras que la otra carecia de aire acondicionado y se
reservd para los tratamientos relacionados con el EC. En ambas
habitaciones, habia corraletas individuales con piso elevado, cada uno con
dimensiones de 1.2 x 1.2 m, equipados con comedero y bebedero
automatico. Se emplearon 42 cerdos hibridos (cruce de Landrace-Large
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White x Duroc) con 27 + 3 kg de peso inicial promedio, obtenidos de la
granja perteneciente al Instituto de Ciencias Agricolas. Se aplicé un disefio
de bloques completos al azar, dividiendo a los cerdos en tres grupos de
acuerdo a su peso corporal, sexo y camada, y asignandolos aleatoriamente
a tres grupos de tratamiento, cada uno con 14 repeticiones. Un grupo se
mantuvo en condiciones de TN, mientras que los otros dos experimentaron
EC. Los tres tratamientos fueron: 1) Cerdos mantenidos en condiciones
termoneutrales alimentados con una dieta testigo (TN-T); Cerdos
mantenidos en condiciones de Estrés por calor alimentados con la misma
dieta testigo (EC-T); Cerdos en condicién de Estrés por calor alimentados
con la dieta testigo suplementada con Extracto Herbal (EC-EH). Todos los
animales utilizados en esta investigacion fueron manejados de acuerdo con
las regulaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana para el cuidado
de animales (NOM-062-Z00-1999, 2001).

Diariamente se registro el total de alimento suministrado y el no consumido,
y semanalmente se llevo a cabo el pesaje de los cerdos. Estos datos se
utilizaron para calcular el consumo diario de alimento (CDA), la ganancia
diaria de peso (GDP) y la conversion alimenticia (CA). Las condiciones
ambientales dentro de las habitaciones, temperatura y la humedad relativa,
fueron registradas continuamente en el transcurso de la fase experimental
utilizando un higrotermografo (Thermotracker Inc.) colocado en cada
habitacién y programado para registrar estas variables cada 15 minutos.
Ademas, se llevd a cabo un experimento paralelo bajo las mismas
condiciones ambientales y dietas experimentales, en el cual se implantaron
termografos (Thermotracker Inc.) en el intestino delgado de cuatro cerdos
por tratamiento, mediante canulas ileales, para el registro de la TC cada
cinco minutos a lo largo de todo el experimento. La frecuencia respiratoria
(FR) fue registrada en dos horarios, a las 07:00 h y a las 17:00 h, durante
dos dias, mientras ocurria el periodo experimental. Para calcular la FR, se
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conto el numero de expansiones del torax que resultaron de la inspiracion
durante un minuto. Todos los animales pasaron por un periodo de
adaptacién de 10 dias en los corrales bajo condiciones de temperatura

neutra, seguido de un periodo experimental de ocho dias.

5.3. Dietas experimentales

La dieta testigo fue formulada utilizando harina de trigo y soja, ademas
lisina, metionina y treonina libres para satisfacer los requisitos de AA
digestibles en el intestino delgado (SID AA) para cerdos con un peso
corporal entre 25 y 50 kg (NRC 2012). La dieta EC-EH consistié en la dieta
testigo complementada con 2 g/kg del EH compuesto por extractos de
especies de chile (Capsicum spp), pimienta negra (Piper nigrum) y jengibre
(Zingiber officinale). Las dietas fueron enriquecidas con una mezcla de
vitaminas y minerales para cumplir o exceder los requerimientos
nutricionales de vitaminas y minerales para este tipo de cerdos. En el
Cuadro 4 se detalla la composicion de las dietas utilizadas en la fase

experimental.

5.4. Sacrificio y muestreo

Al final del periodo experimental se sacrificaron seis cerdos de cada
tratamiento, aquéllos cuyo peso vivo estuvo mas cercano al promedio del
tratamiento respectivo. La noche del octavo dia de la fase experimental, se
comenzo el ayuno retirando todos los comederos de los corrales. Previo al
sacrificio por desangrado, los cerdos se insensibilizaron por aturdimiento
eléctrico. Inmediatamente después, las canales de los cerdos fueron
evisceradas y se tomaron muestras de la mucosa intestinal del yeyuno e
ileon raspando con portaobjetos, asi como muestras de higado y musculo
(longissimus dorsi). Las muestras tenian un peso aproximado de 500 mg y
fueron colocadas en tubos de 2.0 ml previamente identificados, luego fueron

congeladas rapidamente con nitrégeno liquido. Después de finalizado el
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proceso de muestreo, todas las muestras se trasladaron al laboratorio de

nutrigenémica y se almacenaron en ultracongelador a -80 °C hasta que se

realizaron los estudios de expresion génica.

Cuadro 4. Composicion de las dietas experimentales (%).

Ingrediente Testigo Testigo+EH
Trigo 84.46 84.26
Pasta de soya 48 % 12 12
L-Lisina- HCI 0.54 0.54
L-Treonina 0.14 0.14
DL-Metionina 0.06 0.06
Extracto herbal - 0.2
Carbonato de calcio 1.4 1.4
Fosfato dicalcico 0.65 0.65
Sal 0.35 0.35
Premix? 0.4 0.4
Total 100 100

'Contiene Capsicum spp, Piper nigrum'y Zingiber officinale.

2Suministrado por kg de dieta: vitamina A, 4800 Ul; vitamina D3, 800 Ul;
vitamina E, 4,8 Ul; vitamina K3, 1,6 mg; riboflavina, 4 mg; acido D-
pantoténico, 7,2 mg; niacina, 16 mg; vitamina B12, 12,8 mg; zinc, 64 mg;
hierro, 64 mg; cobre, 4 mg; manganeso, 4 mg; yodo, 0,36 mg; Selenio, 0,13

mg.
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5.5 Analisis de muestras en laboratorio

5.5.1. Extraccion de ARN.

Se realizé extraccion de ARN de las muestras de raspado de mucosa de
yeyuno e ileon, asi como de las muestras de higado y musculo utilizando
un kit comercial (Direct-zol RNA Miniprep; cat. 2050 Zymo Research, CA,
USA) siguiendo las indicaciones proporcionadas por el proveedor.
Inicialmente, se procedidé a pulverizar todas las muestras almacenadas en
el ultracongelador utilizando nitrégeno liquido. Posteriormente, en un tubo
de 2ml que contenia 530 pl de Trizol Reagent (Invitrogen, Corp.) se le
agregaron aproximadamente 50 mg de la muestra, se homogeneizé y se
centrifugd a 10,000 rpm por 2 minutos. El sobrenadante se transfirio a un
nuevo tubo de 2 ml, al cual se adicionaron 500 pl de etanol y se agité antes
de ser transferido a una columna con tubo colector. Tras centrifugar a
10,000 rpm por un minuto, la columna se trasladé a un nuevo tubo colector
y se anadieron 400 ul de buffer de prelavado de ARN, repitiendo el proceso
de centrifugado por un minuto a 10,000 rpm. Esta operacion se repitié. Una
vez retirada la solucion colectada, se agregaron 700 ul de buffer de lavado
de ARN a la columna con el tubo colector, seguido de una centrifugacion de
2 minutos a 10,000 rpm, y luego se transfirio la columna a un nuevo tubo de
2 ml donde el ARN purificado se resuspendié en 30 ul de agua DEPC.
Posteriormente, se centrifugd por 2 minutos a 10,000 rpm y se conservé a -
80 °C. La calidad del ARN se verifico mediante un gel de agarosa al 1.2% y
electroforesis, asegurandose de que la relacion de ARNr 28S:18S fuera de
aproximadamente 2:1 (Sambrook y Russell, 2001).

5.5.2. Retro-trascripcion.

Se tomé una alicuota de alrededor de 3 ul del ARN total, la cual fue
procesada con 1 U de DNasa (1 U/ul; Thermo Scientific). Esta solucion se
disolvié en 6 pl de buffer para retro transcripcién (RT 5x), y se adicionaron

20.5 pl de agua DEPC. La reaccién se incub6 a temperatura ambiente por
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un lapso de 15 minutos, seguida de una incubacién de 5 minutos a 70 °C
para interrumpir la reaccion Se comenzo la retro transcripcién anadiendo 1
Ml de hexanucledétidos (5 uM, Invitrogen) y 1 ul de solucion de DNTPs (10
MM de cada uno, Invitrogen). Esta mezcla fue incubada a temperatura
ambiente por un lapso de 5 minutos y luego se mantuvo en frio. Se
adicionaron 2 ul de buffer de retro transcripcién (RT 5x), 3 pl de agua DEPC
y 1 pl de inhibidor de ribonucleasa (40U/pl; Ribolock, Thermo Scientific). La
reaccion fue incubada durante 2 minutos a 42 °C, después se agrego 1 pl
de la enzima transcriptasa reversa (Revert Aid H Minus RT, Thermo
Scientific). La retro transcripcién se efectué a 42 °C por un lapso de 50
minutos. Para interrumpir la reaccion, la mezcla fue incubada a 70 °C por
15 minutos y enfriada en hielo. Finalmente, el ADNc resultante fue
cuantificado en espectrofotometro (Helios B, Thermo Electron Co.) a 260 nm

y se diluyo a una concentracion final de 50 ng/pl.

5.5.3. PCR en tiempo real.

Se realizaron pruebas de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
convencional para establecer las condiciones de amplificacion y verificar la
especificidad de cada oligonucleétido, segun las secuencias que se
muestran en la Cuadro 5. Se optd por utilizar el ARNm de la proteina
ribosomal 4 (RPL4) del cerdo como un marcador endégeno para ajustar las
fluctuaciones en la expresion del ARNm. El analisis de la expresion de los
transportadores de AA, de HSP90 y MYH4, en el yeyuno, ileon, higado y
musculo, se realizé mediante PCR cuantitativa (QPCR), empleando SYBR
Green / ROX gPCR Master Mix (Thermo scientific) en un termociclador de
tiempo real CFX96 Touch version 3.0 (BioRad, New England).

Se prepard una mezcla de reaccion para cada muestra, en la que cada tubo
de 0.2 ml, incluia 7.5 pl de agua DEPC, 12.5 ul de SYBR Green, 4 pul de
Oligo Mix (oligo especifico, 5 yM de cada uno) y 1 ul de ADNc (50 ng/pl).
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Cuadro 5. Oligonucleétidos especificos para genes transportadores de AA,

HSP90, MYH4 y gen de referencia RPL4.

ARNm Secuencia Pb Numero de
acceso

RPL4 Proteina ribosomal L4 Sus scrofa 221 DQ231579.1
S 5’TGAGCTCTATGGCACTTGGC3’

A 5GAATGGTGTTTCGGCGCATT3’

y*L Familia de portadores de soluto 7 miembro 7 Sus scrofa 289 NM_001110421.1
S 5’GTGGGGAACATGATTGGCTC3’

A 5CGATGATGAGGAGGGAGGTC3’

BO Transportador de aminoacidos neutro SLC6A19 Sus scrofa 163 DQ231579.1
S 5 ’TCTGTCCACAACAACTGCGAYZ’

A 5’ACCCGTTGATAAGCGTCAGY’

b%* Familia de portadores de solutos 7 miembros 9 Sus scrofa 414 NM_001110171.1
S 5’ATCTAGCGCCATCTCCTCGT3’

A 5GGAGCGATTTCCTTGCAGTC3’

CAT-1 Familia de portadores de solutos 7 miembros 1 Sus scrofa 344 NM_001012613.1
S 5’'CAGATGCTGCGGGTTTGTAA3'

A 5’GCGTCACTCATTCTTGCCAT3’

MYH4 Cadena pesada 4, musculo esquelético Sus scrofa 300 NM 0011231411
S 5’'CTTCCCAAGCAGAATCCTTT3'
A5'CTCCTCTCCATCATCTTCC3'

HSP90 Proteina de choque térmico de 90 kDa Sus scrofa 470 NM_213973.1

S 5’'GATCACTTGGCTGTGAAGCA3’
A 5'TTGAGGGAAACCATCTCGTC3’

S: sentido; A: anti sentido.

Las condiciones para amplificacion de la qPCR fueron: desnaturalizacion

inicial durante 5 minutos a 95 °C, seguida de 44 ciclos (desnaturalizacién a

95 °C durante 15 segundos, alineacion a 56 °C durante 15 segundos y
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extension a 72 °C durante 45 segundos); al final de la amplificaciéon se
programo una curva de desnaturalizacién de 65 a 95° C. La fluorescencia
de las muestras fue leida después de cada ciclo. Todas las muestras se
analizaron por duplicado tanto para el gen blanco como para el gen de
referencia (RPL4). Los resultados se analizaron de acuerdo con la
metodologia 224t descrita por Livak y Schmittgen (2001), para determinar

la expresion relativa de los transportadores de AA, HSP90 y MYH4.

5.6. Analisis estadistico

Los datos recabados se analizaron empleando el software estadistico
Statistix 10.0, siguiendo un disefio de bloques completos al azar. Se
llevaron a cabo analisis de varianza y se establecieron dos contrastes para
examinar el efecto de la temperatura ambiente C1: TN-T vs EC-T y el
efecto del extracto herbal en condiciones de estrés por calor C2: EC-T vs
EC-EH. Se considerd un nivel de significancia de P<0.05 y tendencia a
P<0.10.
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6. RESULTADOS

6.1. Temperatura ambiente y humedad relativa

La Figura 5 muestra el promedio de la temperatura ambiente en las salas
de termo neutralidad y estrés por calor a lo largo del dia durante el periodo
experimental. En general la temperatura minima en la sala de EC fue de
29.8 °C a las 06:00 horas, manteniéndose asi durante unas horas antes de
aumentar gradualmente hasta alcanzar la temperatura maxima de 35.2 °C
a las 16:00 horas. La temperatura promedio en esta sala fue de 32.1 °C. En
la sala de TN, la temperatura minima se registré entre las 03:00 y las 06:00
horas, alcanzando 21.2 °C, y aumentando hasta alcanzar los 29.8 °C como
temperatura maxima a las 16:00 horas. La temperatura promedio fue de
24.9 °C. En cuanto a la HR, el porcentaje maximo y minimo registrado en la
habitacion de EC fue de 95% y 63% en cada caso, mientras que en la
habitacion de TN se registraron valores maximos y minimos de 52% y 42%

respectivamente (Figura 6).
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Figura 5. Temperatura ambiente en las salas experimentales.
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Humedad Relativa
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Figura 6. Humedad relativa en las salas experimentales.

6.2. Parametros fisiolégicos: temperatura intestinal y frecuencia
respiratoria
En la Figura 7, se muestra la fluctuacion diaria promedio de la temperatura
intestinal (TI) registrados cada cinco minutos de los cerdos alimentados con
dieta testigo con o sin la adicidn del extracto herbal. Tanto en condiciones
TN como en EC se pueden observar patrones de cambio similares entre los
cerdos que recibieron o no el EH, con aumentos en la temperatura intestinal
justo después de las horas de alimentacion. En ambas condiciones la Tl
minima y maxima se registr6 alrededor de las 07:00 y 20:00 horas
respectivamente. En TN los cerdos con dieta testigo registraron una
temperatura minima de 39.4 °C y maxima de 40.3 °C mientras que los que
recibieron el EH fue de 39.5°C y 40.4 °C. Para la condicion de EC los cerdos
alimentados con dieta testigo registraron 39.8 °C y 41.2 °C de TC, en el

36



caso de los cerdos suplementados con el EH la TC minima y maxima fue

de 39.7 °C y 40.9 °C segun corresponda.
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Figura 7. Temperatura intestinal de cerdos en condicién de TN alimentados
con dieta testigo y de cerdos en EC alimentados con dieta testigo o dieta

testigo adicionada con EH.

La frecuencia respiratoria (FR) por minuto independientemente del
tratamiento fue significativamente mayor (P < 0.05) durante la tarde (PM) en
comparaciéon con la manana (AM). En ambos horarios, la FR fue mas alta
en los cerdos ubicados en condiciones de EC que en aquellos alojados en
condiciones TN (P < 0.05). Ademas, durante la medicion matutina, la FR de
los cerdos en condiciones de EC-EH que recibieron el EH tendié a disminuir
en comparacion con los cerdos en EC-T que se alimentaron solo con la dieta
testigo (P <0.10) (Figura 8).
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Figura 8. Frecuencia respiratoria a las 0700 h o 1900 h de cerdos en
condicion de TN alimentados con dieta testigo y cerdos en EC alimentados

con dieta testigo o dieta testigo adicionada con el EH

6.3. Desempeio productivo

Los resultados del desempefio productivo se muestran en el Cuadro 6.
Durante la fase de adaptacion no se encontré diferencias en GDP o en CA
entre tratamientos; el CDA fue mayor en cerdos EC-T que en los TN-T, y
fue tendiente a aumentar en los cerdos EC-T en comparacion con EC-EH.
Durante la fase experimental, los cerdos en condiciones TN-T mostraron un
aumento de peso significativamente mayor al compararlos con los cerdos
EC-T (P < 0.05). Por otro lado, los cerdos EC-EH exhibieron una ganancia
de peso mayor a la de los cerdos EC-T (P < 0.05). El CDA durante la fase
experimental fue mas alto en los cerdos en TN-T que en ambos grupos de
cerdos bajo EC. Ademas, los cerdos suplementados EC-EH registraron un
consumo de alimento mas alto que los cerdos EC-T. En cuanto a la CA
durante la fase experimental, fue mejor en los cerdos en condiciones

termoneutrales que en los cerdos bajo estrés por calor, y se observo una
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tendencia a mejorar de los cerdos EC-EH al compararlos con los

alimentados con la dieta testigo.

Cuadro 6. Parametros de desempeio productivo de cerdos en TNy EC.

Variable Tratamiento * Contraste 2~
TN-T EC-T EC-EH EE C1 C2

PV, kg Inicio 264 279 27.0 0.963 0.295 0.524

Final 36.8 37.33 37.19 1.045 0.734 0.142

GDP, kg Adaptacion 052 054 050 0.036 0.678 0.502
Experimental 0.85 0.35 0.46 0.037 0.000 0.047
CDA, kg Adaptacion 1.13 1.24 1.17 0.031 0.012 0.094
Experimental 1.78 1.06 1.25 0.044 0.000 0.005
CA Adaptacion 2.38 2.51 242 0.224 0.682 0.774
Experimental 2.12 393 281 0.421 0.005 0.069
TTN-T, TN dieta testigo; EC-T, EC dieta testigo; EC-EH, EC dieta testigo
mas extracto herbal.
2 Contrastes: C1: TN-T vs. EC-T; C2: EC-T vs. EC-EH.

*Nivel de significancia de los contrastes P<0.05.

6.4. Expresion de genes que codifican a transportadores de AA,
Miosina y HSP90
En la Figura 9 se presenta la expresion de ARNm de los transportadores
y*L, BY, b%* en los segmentos intestinales de yeyuno e ileon de los cerdos
utilizados como modelo experimental, en donde se pudo observar que la
expresion en yeyuno del transportador y*L no fue diferente entre los tres
tratamientos (P > 0.10), ocurriendo lo mismo con el transportador B,
mientras que para b%* hubo una reduccién de la expresion génica en ambos
tratamientos bajo condiciones de EC alimentados con dieta testigo y

suplementados con el EH (P < 0.05), pero no habiendo diferencia entre

39



ellos. En ileon la expresion relativa del transportador y*L se incrementd en
los cerdos del tratamiento EC-T (P < 0.05), mientras que hubo una
tendencia a aumentar la expresion en los cerdos suplementados con el EH
en comparacion con los TN-T (P < 0.10), en cuanto a los transportadores
BO y b%* la expresion génica no fue diferente entre los tratamientos en este

segmento (P > 0.10).
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Figura 9. Expresion relativa de genes que codifican los transportadores de
aminoacidos y*L, b%* o B%en yeyuno (A) e ileon (B) de los cerdos en TN
alimentados con dieta testigo y en EC suplementados o no con el EH. **P<
0.05; *P<0.10.
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En este estudio también se examind la expresion de ARNm del
transportador de AA catidnicos CAT-1, en tejido hepatico, asi como de
miosina en muestras tomadas de musculo (longissimus dorsi; Figura 10A).
En estos mismo tejidos se analizé la expresion de genes que codifican la
proteina de choque térmico HSP90 (Figura 10B), Se observdé un aumento
de la expresion del transportador CAT-1 en los cerdos que se les adiciono
el EH en la dieta en relacion con los cerdos TN-T (P < 0.05), mientras que
hubo tendencia a un incremento de la expresion del transportador en cerdos
EC-T comparado con los TN-T(P < 0.10), de la misma manera existid una
tendencia a incrementar la expresion de CAT-1 en EC-EH comparado con
EC-T (P < 0.10). La expresion relativa de miosina en el tratamiento EC-T
tendié a ser menor que la de los cerdos del tratamiento TN-T (P < 0.10),
mientras que la de los cerdos que recibieron el EH no fue diferente a los
TN-T (P > 0.10), del mismo modo tampoco hubo diferencias entre los
tratamientos bajo EC (P > 0.10).

La expresion relativa de la HSP90 en higado no mostré diferencias entre los
tratamientos en condiciones de EC (P > 0.10), sin embargo, si hubo una
tendencia a incrementarse en contraste con los cerdos TN-T (P < 0.10). En
el caso de longissimus dorsi, la expresion relativa de HSP90 fue mayor en
el tratamiento EC-T que en TN-T y EC-EH (P < 0.05), mientras que entre

estos ultimos no se encontraron diferencias (P > 0.10).
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Figura 10. Expresion relativa de CAT-1 y MYH4 en higado y musculo
respectivamente (A) y de a HSP90 en los mismos tejidos (B) de cerdos en
TN alimentados con dieta testigo y EC suplementados o no con el EH. **P<
0.05; *P<0.10.
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7. DISCUSION

La exposicion de forma continua a altas temperaturas ambientales genera
estrés térmico en cerdos por lo tanto esto afecta de manera negativa el
confort, la salud y la productividad animal (Cui et al,. 2016). El rango de
temperatura optima en la que los cerdos en crecimiento expresan un mayor
potencial productivo es entre 18 — 25 °C (Renaudeauet al., 2007), una vez
superado este rango, los cerdos enfrentan EC (Cervantes et al., 2018). En
esta investigacion los cerdos estuvieron expuestos a temperaturas que
oscilaron entre 29 y 35 °C y una HR superior a 75% durante 12 h (23:00 h
a 11:00 h) lo que indica que estuvieron expuestos a condiciones de estrés

por calor al exceder el rango de temperaturas confort.

Un fendmeno bien establecido debido al incremento de la TA en cerdos es
el aumento de la TC, Tl y la FR (Morales et al., 2016), lo que conlleva a
menudo a utilizar estos parametros como indicadores de EC. Durante la
fase experimental la Tl maxima registrada en cerdos en EC-T fue en
promedio 1 °C mas alta que la observada en los cerdos en TN-T, esto
coincide con otros trabajos, como el de Morales et al. (2023) donde reportan
incrementos en la Tl de cerdos expuestos a EC de 1.0 a 1.9 °C sobre la
temperatura de cerdos en TN. Esto sucede por el incremento en la TA, lo
que provoca que los cerdos no puedan regular adecuadamente su
temperatura intestinal. Como resultado, sus mecanismos termorreguladores
se ven superados en el intento de restablecerla a niveles normales (Cottrell
et al., 2020; Kpodo et al., 2020). Especificamente en los cerdos en condicién
de EC, la mayor parte del dia se observd una disminucion de la Tl (en
promedio 0.3 °C) en los cerdos en EC suplementados con el EH en
comparacion con los alimentados con la dieta testigo. Los receptores de
potencial transitorio (TRP) son una categoria de canales ionicos presentes
en una variedad de tejidos y células. Tienen un papel crucial en la
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percepcion de estimulos sensoriales como temperatura, dolor y estrés,
pudiendo ser activados por diferentes motivos (Zhang et al., 2023). Los
receptores de potencial transitorio Vanilloide (TRPV) se encuentran en las
neuronas sensoriales y contribuyen a la deteccidn y procesamiento de una
variedad de estimulos, resaltando los relacionados con la temperatura
(Vriens et al., 2008). La funcion de los canales TRPV también puede ser
influenciada por diversas hierbas y compuestos de origen vegetal,
destacando entre ellos la capsaicina, piperina, gingeroles y shogaoles
(Nilius y Owsianik, 2011; Yan et al., 2022). De manera que es posible que
la disminucion de la Tl en cerdos suplementados con EH se deba a la
activacion de los canales TRPV por los compuestos bioactivos presentes

en dicho extracto.

Los cerdos en EC utilizan el jadeo como un mecanismo para aumentar la
perdida de calor al ambiente por lo que el patron de respiracion se altera
(Collier y Gebremedhin, 2015). La FR en este estudio fue registrada en dos
horarios, por la mafiana (07:00 h) y por la tarde (19:00 h), durante los dos
horarios los cerdos en EC-T incrementaron en promedio 31 respiraciones
por minuto respecto a los TN-T, ademas durante la tarde cuando la TA
aumenta, fue mas evidente la diferencia al elevar al doble la FR de los
cerdos EC (93) frente a los TN (41). Autores como Gabler et al. (2018) y
Morales et al. (2023) han reportado aumentos de hasta 2.5 veces la FR e
incluso hasta 159 respiraciones por minuto en cerdos expuestos a EC (Le
et al., 2020).

Como es bien conocido, uno de los problemas mas graves para las granjas
comerciales ubicadas en areas con TA elevada es la reduccion en la ingesta
de alimento, lo que afecta negativamente la eficiencia productiva de los
cerdos (Baumgard y Rhoads, 2013; Pearce et al., 2013b). En este estudio
el CDA de los cerdos del tratamiento EC-T sufrié una reduccion de 40% en

comparacion a los cerdos TN-T, mientras que los cerdos en EC que se
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suplementaron con el EH incrementaron su CDA un 18 % respecto a los
cerdos alimentados solo con la dieta testigo (EC-T). Un mecanismo
adoptado por los cerdos en EC con la intencidén de limitar la produccion de
calor metabdlico es la disminucion en el consumo de alimento (Cervantes
et al., 2016), siendo en gran medida responsable de una menor ganancia
diaria de peso al tener una menor ingesta y disponibilidad de nutrientes
(Mayorga et al., 2019; Morales et al., 2014), en algunos estudios se han
reportado reducciones que van de un 19% hasta un 50% en la ingesta de
alimento (Ma et al., 2019; Serviento et al., 2020). La causa de esta variacion
ademas de una elevada TA puede deberse a otros factores como la dieta,
el peso corporal y genotipo (Renaudeau et al., 2011). Una posible respuesta
al incremento del consumo de alimento al suplementar con el EH podria
explicarse por una mejora en la palatabilidad del alimento (Ayalew et al.,
2022) ya que algunos fitoquimicos como los EH pueden excitar los nervios
olfativos y las papilas gustativas de los animales (Valenzuela-Grijalva et al.,
2017), sin embargo aun hay especulacién acerca de esto debido a que el
aumento del consumo de alimento puede ser resultado del efecto general
del EH como promotor de crecimiento (Windisch et al., 2008) y no
necesariamente al mejorar su palatabilidad. Es relevante sefalar que
algunos estudios advierten sobre ser cuidadoso con la cantidad que se
incluye de ciertos extractos herbales, ya que podrian afectar adversamente
la ingesta de alimento en cerdos debido a su aroma o sabor intensos
(Madsen et al., 1997; Yan et al., 2011).

Aparte de disminuir la ingesta de alimento, la exposicién de los animales a
temperaturas ambientales altas puede provocar cambios en su fisiologia y
metabolismo, lo que impacta negativamente en su rendimiento productivo
(Cervantes et al., 2016; Morales et al., 2014). Los cerdos, en respuesta al
EC, reducen el flujo sanguineo hacia los 6rganos internos, lo que puede
llevar a hipoxia y desencadenar estrés oxidativo en el epitelio intestinal
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(Ortega & Szabo, 2021), esta situacion conlleva a una disminucion en la
motilidad del sistema digestivo y en la secrecion de enzimas digestivas,
afectando la digestion, absorcion y metabolismo de los nutrientes
(Burkholder et al., 2008; Santos et al., 2015). En este estudio la GDP de los
cerdos EC-T se redujo en un 59% en comparacion con TN-T, sin embargo
se destaca que los cerdos del tratamiento EC-EH tuvieron una mejor
respuesta al recuperar un 24% la GDP en comparacion con los cerdos EC-
T. En relacion a la CA, se observo un mejor desempefio en los cerdos TN-
T en comparacion con los expuestos EC-T. Mientras que en los grupos en
EC, se notd una tendencia hacia una mejora en aquellos suplementados
con EH en comparacién con los que no lo fueron. Diversas investigaciones
han evidenciado mejoras en los parametros de produccion en cerdos y aves
al utilizar EH que contienen chiles, pimienta negra y jengibre, ya sea en
combinacion o de forma individual, esto se atribuye a los principales
compuestos bioactivos de estos extractos, como la capsaicina, la piperina 'y
el gingerol, que poseen actividades biolégicas beneficiosas. Sampath et al.
(2020) en su estudio sugieren que el utilizar extracto de pimienta negra en
cerdos de engorde puede tener un efecto positivo en la ganancia de peso y
la digestibilidad de nutrientes, de igual manera se coincide con los
resultados de Abou-Elkhair et al. (2014) en donde la suplementacion con
0.05 % de pimienta negra mejoro el rendimiento en pollos de engorde.
Sumado a esto, estudios en donde se ha combinado la pimienta con otros
extractos de plantas muestran mejoras en el desempefio productivo asi
también en la digestibilidad de nutrientes en cerdos (Silva Junior et al., 2020;
Yan et al., 2011) y pollos de engorde (Oso et al., 2019); ademas de otros
beneficios a la salud animal. En coincidencia con los resultados de esta
investigacion, cuando se ha anadido jengibre como suplemento en las
dietas de pollos de engorda se han obtenido buenos resultados en cuanto
a una mayor GDP y CA (Kairalla et al., 2022; Karangiya et al., 2016). Segun

algunos estudios que emplearon el biocompuesto capsaicina presente en
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distintas especies de chiles, como aditivo fitbgeno, se logré mejorar el
desempefio productivo de los animales. Long et al. (2021) reportaron una
mejora en la GPD y una tendencia a mejorar la CA de cerdos destetados al
afadir a la dieta extracto natural de capsaicina (2%). En aves de produccion
también se reflejaron efectos positivos al incluir aditivos en base a
capsaicina; Reda et al. (2020) reportaron mejoras en el peso vivo (PV), GPD
y CA de codornices suplementadas con aceite de pimiento rojo; ademas de
acuerdo con Liu et al. (2021) en pollos de engorda también se incremento
la GPD y Z. Li et al. (2022) informan la mejora de la CA. Los resultados
positivos observados en este estudio, que incluyen el aumento en la GDP y
CDA, ademas la tendencia hacia una mejora en la CA de los cerdos
suplementados con EH en comparacion con los no suplementados, podrian
atribuirse a las propiedades de los compuestos bioactivos presentes en el
chile, la pimienta negra y el jengibre (capsaicinoides, piperina y gingerol).
Entre estos efectos positivos se destaca el aumento en la digestibilidad de
nutrientes como la materia seca, la proteina cruda y la energia cruda
(Herrero-Encinas et al., 2023; Long et al., 2021; Silva Junior et al., 2020), e
incremento de la actividad de algunas enzimas digestivas en el pancreas
como lipasa, amilasa, tripsina y quimotripsina pancreatica y en mucosa de
yeyuno e ileon, la amilasa, lipasa y proteasa (Z. Li et al., 2022; Liu et al.,
2021; Platel & Srinivasan, 2000). El incremento en la actividad de las
enzimas digestivas estimula una prolongacién del tiempo de retencion del
alimento en el estbmago, lo que puede resultar en una mejora de la
digestibilidad y en una mayor disponibilidad de nutrientes para el
crecimiento (Valenzuela-Grijalva et al., 2017). El impacto del EH en la
mejora de algunos indicadores de rendimiento en cerdos expuestos EC
también podria estar relacionado con un incremento de la actividad en las
enzimas antioxidantes endégenas como SOD, GSH, GPx y CAT, asi como
una mejora en la capacidad antioxidante total (Habibi et al., 2014; Long et
al., 2021; Reda et al., 2020; Zhang et al., 2009), lo que podria indicar la
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restauracion de la homeostasis intestinal, resultando ademas en una
recuperacion de la morfologia intestinal (Karangiya et al., 2016; Z. Li et al.,
2022; Oso et al., 2019), lo que a su vez podria incrementar el area de
absorcion de nutrientes. Ademas, los extractos que contienen chiles,
pimienta y jengibre como componentes principales mejoran la capacidad
antiinflamatoria del organismo, lo que podria fortalecer el estado de salud
general en animales expuestos a EC (Azlan et al., 2022; Long et al., 2021;
Mao et al., 2019; Salehi et al., 2019).

Los aminoacidos son transportados ya sea en forma de aminoacidos libres
0 pequenos péptidos mediante proteinas ubicadas en la membrana apical
y baso-lateral de los enterocitos llamados transportadores de aminoacidos,
la mayor parte de estos aminoacidos y péptidos son absorbidos a lo largo
del intestino delgado de los mamiferos principalmente en yeyuno e ileon
(Broer, 2008a; Singh et al., 2020). La lisina (AA cationico), metionina,
triptéfano, treonina y valina (AA neutros) son AA limitantes en la mayoria de
las dietas para cerdos (Zhao et al., 2019), de ahi la relevancia de evaluar la
expresion génica de los transportadores de AA catidnicos (y*L y b%*) y AA
neutros (BY). El transporte de AA neutros en la membrana apical intestinal
es llevado a cabo principalmente por el transportador B°AT1 (SLC6A19), el
cual es un transportador dependiente de Na* capaz de transportar todos los
AA neutros pero con diferente eficacia, la mayor afinidad es por metionina
y AA de cadena ramificada sobre los demas AA (Brder, 2008b). El
transportador b%* (SLC7A9) es el principal transportador de AA cationicos
en la membrana apical. Actua como un intercambiador de AA obligado, lo
que significa que intercambia la salida de un AA neutro por la entrada de un
AA cationico en las células epiteliales intestinales (Palacin et al., 2001);
y*LAT1 (SLC7AB) es también un transportador de AA catidnicos pero este
se ubica en la membrana baso-lateral, y*L media la entrada de AA neutros

(leucina, isoleucina, fenilalanina, metionina, histidina, triptéfano, valina y
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tirosina) acoplados a Na+ de la sangre hacia los enterocitos a cambio de la
salida de AA catiénicos (lisina) hacia la via portal, actuando como anti
portador (Hafliger y Charles, 2019). Los sistemas b®+AT trabajan en
coordinacion con el transportador baso-lateral dependiente y*L para regular
el transporte de AA a través de las células epiteliales, o que resulta
fundamental para un proceso 6ptimo de absorcion y reabsorcion (Bauch et
al., 2003). En este estudio, la suplementacion con EH y la TA no tuvieron
efecto sobre la expresion de los genes responsables de sintetizar los
transportadores de AA, y*L y B® en el yeyuno, y By b%* en el ileon. La falta
de efecto podria atribuirse en parte al hecho de que los cerdos estuvieron
expuestos a temperaturas que no excedieron los 35 °C. Segun
investigaciones previas, la expresion de estos transportadores puede estar
influenciada por la magnitud y la extension de la exposicion a temperaturas
altas (Cervantes et al.,, 2016; Morales et al., 2014). No obstante, la
disminuciéon en la expresion del transportador b%* en el yeyuno en los
tratamientos bajo EC contradice la afirmacion anterior. Se especula que
esto podria deberse al uso preferente de AA neutros para preservar la
integridad y la funcion intestinal, lo que podria resultar en una disminucién
en la disponibilidad de estos aminoacidos para el intercambio por AA
cationicos (Wang et al., 2009). La posible razon del aumento en la expresion
de y*L en cerdos EC-T y la tendencia a aumentar de los EC-EH en ileon,
podria ser un mecanismo compensatorio para aumentar el suministro de AA
catidnicos y satisfacer las demandas celulares mediante la regulacion
positiva de la expresién de transportadores de AA (Alhotan et al., 2021).
Considerando la reduccion en la ingesta de alimento en cerdos bajo EC, y
la observacion de una reduccion en la altura de las vellosidades en este
segmento intestinal (datos no publicados), sugieren una reduccion en la

absorcién de aminoacidos (Patra y Kar, 2021).
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El responsable del transporte de aminoacidos cationicos de las células no
epiteliales es la familia de transportadores de aminoacidos catioénicos. El
transportador CAT-1 (SLC7A1) se expresa de forma ubicua incluido el
intestino, aunque suele ser mas abundante en células no epiteliales. CAT1
es parte del sistema de transporte y*, principal via de entrada de
aminoacidos cationicos en células endoteliales y de musculo liso, asi como
en el higado (Broer y Fairweather, 2018; Mann et al., 2003). Los resultados
de esta investigacion indican que la expresion de genes que sintetizan al
transportador CAT-1 en higado tuvo una regulacion positiva en los cerdos
expuestos a EC tanto en los suplementados con el EH (4 veces mas) como
en los no suplementados (2 veces mas) en comparacion con los TN-T este
hecho nuevamente coincide con lo expuesto por Cervantes et al. (2016) y
Morales et al. (2014) en cerdos bajo TA elevada. El aumento en la expresion
de CAT-1 posiblemente esté relacionado a que los animales sometidos a
EC estan en un estado de inflexibilidad metabdlica por lo que la fuente
principal de energia para los 6rganos metabdlicamente activos es la glucosa
o glucégeno. En este sentido, el EC estimula la gluconeogénesis hepatica,
lo que conlleva a la degradacion de proteinas del musculo esquelético,
estas proteinas son absorbidas por CAT-1 para suministrar AA necesarios
para la gluconeogénesis hepatica, permitiendo asi el suministro de glucosa
0 glucégeno a los tejidos periféricos y ayudando a restablecer la
homeostasis energética (Jastrebski et al., 2017; Ma et al., 2021; Zeng et al.,
2024).

El tejido muscular esquelético es altamente diverso y esta formado por una
amplia gama de tipos y subtipos de fibras musculares rapidas y lentas;
ademas, las fibras musculares son adaptables y pueden cambiar sus
caracteristicas fenotipicas en respuesta a diferentes demandas funcionales;
basandose en sus caracteristicas morfolégicas y su capacidad para el

metabolismo oxidativo y glucolitico, las fibras musculares porcinas se
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clasifican en cuatro tipos distintos: fibra oxidativa de contraccion lenta
(MyHCI), fibra oxidativa de contraccion rapida (MyHCIla), fibra glucolitica de
contraccion rapida (MyHCIIb) y fibra glucolitica oxidativa de contraccion
rapida (MyHCIIx; Han et al., 2020; Pette y Staron, 2000). La abundancia de
miosina en musculo Jongisimus dorsi, fue tendiente a disminuir
aproximadamente un 75% en los cerdos EC-T respecto a los TN-T, similar
a lo ocurrido en el estudio de Morales et al. (2014) en donde la expresion
de miosina se redujo en cerdos estresados por calor. Por otro lado, en
cerdos suplementados con EH, no se observaron diferencias significativas,
esto sugiere que en cerdos EC-T el catabolismo u oxidacion de aminoacidos
haya sido mayor, lo que habria impedido su utilizacion eficiente para la
construccion muscular, no siendo el caso en los cerdos EC-EH que al no
ser estadisticamente diferente con los TN-T se puede inferir que los AA de
la dieta fueron mejor utilizados para crecimiento muscular, lo cual se ve

reflejado también en una mayor GDP contra los EC-T.

Las proteinas de choque térmico, se sintetizan rapidamente en tejidos
sometidos a factores estresantes, HSP90 es esencial para la viabilidad de
los organismos eucariotas; ya que se ha demostrado que HSP90 mantiene
el plegamiento, la integridad estructural y la regulacion adecuada de un
subconjunto de proteinas citosdlicas; ademas, se ha informado que una
disminucion en la concentracion intracelular de HSP90 aumenta la
mortalidad de las células de mamiferos a temperaturas elevadas
(Balakrishnan et al., 2023). En este sentido, las HSP son responsables de
mantener la homeostasis celular al prevenir la apoptosis celular y promover
la supervivencia celular (Al-Zghoul et al., 2015). La respuesta de la proteina
HSP90 en el tejido hepatico, mostré una tendencia al aumento en los
tratamientos en EC en comparacion con los cerdos en condiciones TN-T.
Esto concuerda con otros estudios realizados en cerdos (Cervantes et al.,
2016) y aves (Alhotan et al., 2021; Tran et al., 2023; Xie et al., 2014), lo que
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sugiere que la HSP90 contribuye a corregir el plegamiento, estabilizacion y
funcionamiento de otras proteinas que pueden dafarse y protegerlas del
estrés inducido por altas temperaturas. Por lo tanto, un aumento en la
abundancia de HSP puede hacer que los cerdos sean mas resistentes al
estrés por calor y otros factores estresantes, incluido el estrés oxidativo
(Balakrishnan et al., 2023; Gouda et al., 2024). De igual manera en musculo
longissimus ocurrié un aumento de la expresion relativa de HSP90 en
cerdos EC-T, sin embargo en cerdos suplementados con EH la expresion
no fue diferente a la de los TN-T. Esto podria implicar que, a pesar de que
los cerdos suplementados estaban expuestos EC, el aditivo les habria
ayudado a mantener un estado similar al de los cerdos TN-T, donde al
menos en el tejido muscular, el estrés no fue suficiente para activar las HSP
(Hong et al., 2013). Este fendbmeno se asemeja a lo observado en un estudio
previo realizado en aves, donde aquellas que recibieron un producto
fitbgeno y fueron desafiadas por altas temperaturas mostraron una menor
expresion de HSP’s en comparacion con las aves alimentadas con una dieta
testigo (Santos et al., 2019).
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8. CONCLUSION

La inclusion del extracto herbal compuesto por chile, pimienta negra y
jengibre en la alimentacion de cerdos en crecimiento parece ofrecer
beneficios significativos en la regulacion térmica al disminuir la temperatura

corporal durante situaciones de estrés por calor.

Ademas, este suplemento mejora tanto la ingesta de alimento como el
aumento de peso, contrarrestando de esta manera los efectos adversos del

estrés térmico en los parametros productivos.

Aunque no se observaron alteraciones en la expresion de transportadores
de aminoacidos (y*L, B?, b%*) en las membranas intestinales, se identificd
una regulacion positiva de CAT-1 en el tejido hepatico de cerdos

suplementados con el extracto herbal.

Asimismo, los cerdos suplementados con este extracto herbal parecen
mantener una mejor condicion muscular que la de los cerdos estresados
por calor, ya que no se observaron diferencias en la expresion de miosina y
HSP90 en el musculo (longissimus dorsi) con cerdos en condiciones termo

neutrales.
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