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1.- INTRODUCCION

Durante el verano la produccién animal en algunas regiones del Norte de México
es afectada porque la temperatura ambiental excede los 38°C y llega a alcanzar
los 50°C. Esta temperatura sobrepasa el umbral de tolerancia de los animales que,
en consecuencia, padecen de estrés por calor. En esas condiciones los animales
modifican su metabolismo y el uso de nutrientes para mantener su homeostasis, lo

gue en consecuencia afecta su desempefio productivo (Baumgard, 2012).

Se ha evidenciado ampliamente que los animales en estrés por calor incrementan
su tasa respiratoria y temperatura corporal (Nienaber y Hahn, 1996; Quiniou et al.,
2000), reducen su consumo de alimento y actividad fisica (Nienaber y Hahn, 1982;
Nienaber et al., 1987; Quiniou et al., 2001). En esta condicion, el aumento de la
temperatura ambiental puede reducir hasta un 50% el consumo de alimento de los
cerdos, por lo que este factor se ha considerado como el principal responsable de

la baja productividad de los animales en estrés por calor (Collin et al., 2001).

Hasta el dia de hoy la mayoria de los estudios previos en cerdos bajo estrés por
calor se han llevado en condiciones de temperatura ambiental que no sobrepasa
los 36°C, y sin tomar en cuenta las fluctuaciones de temperatura a lo largo del dia.
Sin embargo, esta informacion no coincide con lo que realmente ocurre en
animales que viven en regiones donde durante algunas horas al dia, la
temperatura ambiente suele sobrepasar los 40°C y puede disminuir hasta alcanzar
menos de 25°C. El objetivo de este estudio fue establecer el efecto del estrés por
calor severo en el desempefio productivo, constantes fisiolégicas y expresion

genética en cerdos bajo condiciones de verano tipicas de esta region.



2.- REVISION DE LITERATURA
2.1 El estrés por calor en animales de produccién

Cuando los animales se exponen a temperatura y humedad relativa elevadas,
éstos padecen de estrés por calor (EC), el cual se traduce en una serie
alteraciones fisiolégicas, metabdlicas, inmunoldgicas y de conducta, que afecta su
salud y produccién (Zumbach et al., 2008; Horowitz et al., 2004).

El EC ocurre en los organismos que habitan zonas muy calidas, pero su impacto
se incrementa con el paso de los afios debido al cambio climatico y calentamiento
global (Baumgard et al., 2012). Este hecho afecta la salud y crecimiento de los
animales y probablemente sea uno de los principales retos de la produccién

animal en el presente siglo.

La principal consecuencia observada en los animales en estrés por calor, es la
reduccion en el consumo de alimento, misma que se presenta en diferentes
proporciones (20 al 50%) dependiendo de la temperatura ambiental (Collin et al.,
2001), lo cual compromete su eficiencia productiva en términos de reduccion en la
ganancia de peso, produccién de leche y eficiencia productiva (Kouba et al.,
2001). Ademas de la reducciébn en el consumo, es posible que en estas
condiciones los animales desvien sus nutrientes y energia para mantener estable
su metabolismo (Baumgard y Rhoads, 2013); aunque esta hipétesis no ha sido
comprobada a la fecha, ni tampoco se ha logrado establecer claramente como y

en queé proporcion se desvia el uso de nutrientes para contrarrestar el calor.

Otros cambios fisiologicos observados en los animales en respuesta al incremento
en la temperatura ambiental y humedad relativa, son el incremento en la tasa de
respiracion y en la temperatura corporal (Huynh et al., 2005), ésta ultima debida a
la dificultad del animal para disipar el calor excedente. Ademas se han observado
cambios en la conducta de los animales, principalmente una reduccion en la
actividad fisica (Nienaber y Hahn, 1982; Nienaber et al.,, 1987; Quiniou et al.,
2001) con la finalidad de no generar calor, o bien disiparlo de forma mas eficiente
(Huynh et al. 2005).



2.2 Estrés por calor e indice de calor

Una forma de estimar en qué medida la temperatura y humedad relativa afectan al
bienestar de los organismos es calculando el indice de temperatura-humedad o
ITH. La siguiente formula para estimar el ITH fue desarrollada por Steadman
(1979) y modificada por Rothfusz (1990):

ITH = -42.379 + 2.0490T + 10.143RH - 0.22476TRH - 6.8378 x 10°3Tf? -
5.4817x102RH? + 1.2287x103TfRH + 8.5282x10*RH?Tf - 1.99x10 Tf?RH?

(ITH, indice de temperatura-humedad; T, temperatura en grados Fahrenheit; RH, humedad relativa
expresada en porcentaje).

De acuerdo con la formula anterior, en el Cuadro 1 se presenta la clasificacion del
nivel de estrés en los organismos expuestos a diferentes temperaturas y humedad

relativa en el ambiente en donde se encuentren.

2.3 Temperatura de confort para cerdos en produccién

Debido a su capacidad limitada para disipar calor a través del sudor, los cerdos
son una especie muy delicada respecto a su tolerancia al calor (Ingram, 1965). De
acuerdo a Mount (1979), la zona termoneutral de los cerdos se define como el
rango de temperatura ambiental dentro de la cual su tasa metabdlica es minima,
constante e independiente de la temperatura externa. La zona termoneutral puede
ser dividida en dos puntos, basados en la actividad evaporativa del cerdo. La
primera es la zona de confort que cubre el rango mas bajo de la zona termoneutral
en donde se activan sus funciones de evaporacion. La segunda comprende el
borde méas alto de la zona de confort donde la pérdida de vapor incrementa

considerablemente.



Cuadro 1. indice de temperatura — humedad, de acuerdo con las condiciones
ambientales (Adaptado de Rothfusz, 1990; NOAA, 2015).

HEAT INDEX °F (°C)
RELATIVE HUMIDITY (%)
Temp. | 40 [ 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100

110 | 136
(ary | (58)
108 | 130 | 137
@3) | 54 | 58
106 | 124 [ 130 | 137 o
@) | (51) [P (E8) Condicion
104 | 119 | 124 | 131 | 137
(a0) | @8 | 51) | (58) | (58)
102 | 114 | 119 | 124 | 130 | 137
(39) | (46) [ (48) | (51) | (54) | (58) Fatal
100 | 109 [ 114 | 118 | 124 | 129 | 136
(38) | 43) | @6) | (@8) | (51) | (54) | (58)
98 | 105 | 109 | 113 | 117 | 123 | 128 | 134 Z
G | @n| @) | e | en | 6y | 63) | 6D Estrés severo
96 | 101 | 104 | 108 | 112 | 116 | 121 | 126 | 132
(36) | 38) | (40) | (42) | (44) | (@47) | (49) | (52) | (56}
94 97 | 100 | 103 [ 106 | 110 | 114 | 119 | 124 | 129 | 135 A

(34) | 36) [ 38) | 39) | 1) | @31 | 6) | 48) | 51) | (54) | (57) Estrés
92 94 | 96 | 99 | 101 | 105 | 108 | 112 | 116 | 121 | 126 | 131
(33) | 34| @6) | 37) | 38) | @1) | @2) | @4) | @7) | (@9 | 52) | (55) i ]
90 91 [ 93 | 95 | 97 | 100 [ 103 | 106 | 109 | 113 | 117 | 122 | 127 | 132 Estrés medio
(32) | 33) | (34) | (35) | (36) | (38) | (39) | (41) | (43) | (45) | (47) | (50) | (53) | (56)
88 88 | 89 | 91 | 93 | 95 | 98 | 100 | 103 | 106 | 110 | 113 | 117 | 12
By |6 o] 63| e e en| e8| 39| @) @3] @s) | @ | @)
86 85 | a7 | 88 | 89 | 91 | 93 | 95 | o7 [ 100 | 102 | 105 | 108 | 112
(30) | @9 | @30 | 31| 32| @3 | 34) | @5 | @6) | 38) | 39) | @1) | (42) | @44
84 83 | 84 | 85 | 86 | 88 | 82 | 90 | 92 | 94 [ 96 | 98 | 100 | 103
29) | @8) | 29) | 29 | 30) | 31) | (32) | (32) | (33) | (34) | (36) | (37) | (38) | (39)
82 81 | 82 | 83 | 84 | 84 | 85 | 86 | 88 | 89 | 90 | 91 | 93 | 95
28) | @20 | 28 | 28) | 29) | 29 | 29 | 30) | 31 | 32) | 32) | 33) | 34) | (35)

80 80 | 80 | 81 | 81 | 82 | 82 | 83 | 84 | 84 | 85 | 86 | 86 | &7
e | en|en|en|en|ee| e8| @8 | @y | @) | @9 | 30| 30| 31

Con respecto a la zona termoneutral de cerdos en finalizacion, Verstegen y
Henken (1987) establecieron que el borde mas bajo de la zona termoneutral para
cerdos de 40 kg de peso, esta en el rango 19 a 20°C. Si la temperatura ambiental
excede el punto en el cual el balance de produccion y pérdida de calor pueda
mantenerse, la pérdida del calor estara a su maximo y la evaporacién por
respiracion sera insuficiente para mantener constante la temperatura corporal, en
estas condiciones los animales estan arriba de su zona termoneutral, lo que
incrementa su tasa respiratoria, reduce el consumo de alimento y deprime la
produccion de calor (Quiniou et al., 2001; Verstegen et al., 1987). Quiniou et al.,
(2000) encontraron que los cerdos de 30 a 90 kg disminuyen su ingesta de

alimento cuando la temperatura se incrementa de 23° a 25°C.



En consecuencia, se considera que la temperatura de confort para los cerdos en
etapa de crecimiento y finalizacién esté en el rango del 18 a 21°C (Ingram, 1965),
mientras que en lechones la temperatura de confort puede incrementarse hasta
26°C (Close 1991).

2.4 Respuesta fisiologica al estrés por calor

Las primeras respuestas al estrés por calor se consideran mecanismos
homeostéaticos que incluyen un aumento en el consumo de agua, sudoracion y
respiracion, reduccion de la tasa cardiaca y disminucion de la ingesta de alimento
(Yousef, 1985; Horowitz, 2002); asi como vasodilatacion periférica para disipar
calor a través de la piel (Rowell et al., 1983), entre otras respuestas. Si la
exposicion al calor se prolonga, se activa un proceso de aclimatacion (Horowitz,
2002), mediante este proceso se reduce el metabolismo basal y la producciéon de
calor (Johnson, 1980; Yousef, 1987).

A la fecha se ha documentado que la reduccién en el consumo de alimento de los
cerdos en estrés por calor trae como resultado una menor velocidad de
crecimiento que puede asociarse a 1) cambios en la distribucion del tejido adiposo
e incremento en la grasa abdominal, lo que reduce el aislamiento térmico y
representa una adaptacion a altas temperaturas (Le Dividich et al., 1998); 2)

reduccion en la acumulacion de proteina (Noblet y Le Dividich, 1982).

Aunque aun no existen muchos trabajos al respecto, es muy probable que en los
organismos expuestos a un ambiente cdélido, ademas de lo ya mencionado,
cambie la expresion genética y actividad bioquimica de algunas proteinas, con la

finalidad de proteger al organismo contra los efectos adversos del calor.
2.5 Respuesta celular al estrés por calor

Las células responden al estrés de diferentes formas que incluyen desde la
activacion de rutas que promueven la sobrevivencia hasta permitir la apoptosis
para eliminar el dafio a los tejidos. La respuesta inicial hacia el estimulo estresor

va dirigida a ayudar a la célula a defenderse y recuperarse de ese dafio, sin



embargo si el estimulo nocivo se mantiene, se activan las rutas de sefalizacion de
muerte. El hecho de que la célula sobreviva, depende de su habilidad de montar
una respuesta apropiada hacia el estrés, ya sea ambiental o intracelular. Si por
ejemplo, el estrés infligido no vas mas alla de un umbral de tolerancia, la célula
puede soportarlo y activar una respuesta protectora adecuada, asegurando la
sobrevivencia (Kultz, 2003). Al contrario si el dafio es muy fuerte, la respuesta
fallard, activandose una cascada de sefalizacién que eventualmente conduzca a

la muerte celular (Weston et al., 2007; Perkins et al., 2006).

Especificamente en la respuesta celular al estrés por calor participan proteinas
reguladores del ciclo celular, proteinas chaperonas y de reparacion, estabilizacion,
reparacion del ADN y la cromatina, y eliminacién de proteinas dafiadas. Muchas
de las proteinas involucradas en aspectos claves en la respuesta celular al estrés
por calor estan conservadas en todos los organismos y pueden ser identificadas
experimentalmente (Kultz, 2003). Por ejemplo, se ha observado el incremento en

la expresion de algunas de las denominadas proteinas de choque térmico (HSP)
para conferir a las proteinas de la célula resistencia al estrés (Parsell y Lindquist,

1993).

Desde hace tiempo se ha demostrado que en cultivos celulares el estrés por calor
reduce la sintesis de proteinas, ARN y ADN (Mondovi et al., 1969; McCormick y
Penman, 1969). En adicién, el calor también induce perturbaciones en los
constituyentes de la membrana; por ejemplo, induce cambios en la composicién
de los lipidos y fluidez de la membrana celular (Bowler et al., 1973; Yatvin et al.,
1982); inactiva o impide la union de algunos receptores a membrana celular
modificando las vias sefalizacion (Calderwood y Hahn, 1983); o altera la
integridad y permeabilidad de la membrana, lo que resulta en cambios en la
concentracion de iones intra- y extracelulares, y en la dinamica del citoesqueleto
(Han et al., 2000; Dorion y Landry, 2002).

En resumen, la respuesta celular al estrés por calor provoca las siguientes

modificaciones: 1) inhibicién de la sintesis de ADN, transcripcién, procesamiento



del ARN vy traduccién; 2) inhibicion de la progresion del ciclo celular; 3)
desnaturalizacion y disgregacion de proteinas; 4) incremento en la degradacién de
proteinas en lisosoma y proteosoma, 5) disrupcion de los componentes del
citoesqueleto; 6) alteraciones en el metabolismo y reduccién del ATP en la célula 'y
7) cambios en la permeabilidad de la membrana (Fujita, et al., 1999; Linquist et al.,
1986).

2.6 Proteinas de choque térmico

La respuesta celular al estrés por calor incluye la activacion de factores de
transcripcion como el factor de choque térmico (heat shock factor, HSF), expresion
de proteinas asociadas a una respuesta homeostatica aguda, como las proteinas
de choque térmico (HSP), y alteracion en la expresion genética (Collier et al.,
2008). Esta primera respuesta dirige los cambios en la expresion de proteinas

necesarias para reestablecer la funcion celular.

Las proteinas mas estudiadas cuya expresion se modifica en de respuesta al calor
son las HSP, estas proteinas son de particular importancia para la sobrevivencia
de la célula durante la hipertermia (Sonna et al., 2002). Los miembros de esta
familia se expresan en todas las especies, y en condiciones normales se
encuentran en las células a niveles bajos donde juegan una funcién importante en
la proteccion de las proteinas (Muchowski et al., 2005). Algunas HSP son
constitutivas, mientras que otras son inducidas por diferentes tipos de estrés,
como lo es el calor, drogas citotoxicas, o radiacién por luz ultravioleta; todos ellos
pueden alterar la estructura y plegamiento de las proteinas, mismo es reparado
por las HSP. El peligro que representa el mal plegado de las proteinas es
controlado por dos mecanismos, las chaperonas moleculares que facilitan el
plegado apropiado y el sistema ubiquitina-proteosoma (Lanneau, et al., 2010). El
mecanismo de accion de las HSP es unirse a proteinas mal plegadas y restaurar

su conformacion nativa (Buchner et al., 1996).

De acuerdo con su peso molecular las HSP de mamiferos se clasifican en
HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 y HSP27 (Arya et al., 2007), aunque cada una



tiene funciones y ubicaciones distintas (Feige et al., 1994). De todas ellas, la
HSP70 juega un intenso papel en la citoproteccion (Volloch et al., 1999) y es
utilizada como biomarcador del estrés celular (Mizzen et al., 1988); aunque si el
dafio debido a la exposicion al calor no es o no puede ser reparado, ocurrira la

muerte celular via apoptosis inducida por calor (Roti et al., 2008).

La HSP27 yla HSP70 también protegen a las células de la induccion de la muerte
celular debida a diferentes tipos de estrés, incluyendo apoptosis (Samali et al.,
1996; Jattela et al., 1998) y necrosis (Kabakov et al., 1995; Champagne et al.,
1999). Por ejemplo, HSP27 puede interactuar con actina ayudando a mantener la
integridad del citoesqueleto y en consecuencia promover la sobrevivencia
(Concannon et al.,, 2003). Ademas, HSP27 y HSP70 inhiben la apoptosis
interfiriendo con la activacion de caspasas (Concannon et al., 2001; Bruey et al.,
2000).

La actividad de HSP90 en la degradacion de proteinas esta frecuentemente
asociada con la HSP70, porque ambas son chaperonas que pueden asociarse.
HSP90 asegura la estabilidad de cientos de proteinas estructurales y funcionales,
incluyendo un amplio rango de cinasas, receptores nucleares de hormonas,
receptores de superficie de membrana, factores de transcripcion como el factor

inducible a hipoxia (HIF)-1a, y muchos mas (Dezwaan y Freeman, 2008).
2.6.1 Proteina de choque térmico de 90 kDa (HSP90)

La chaperona molecular HSP90 regula el plegamiento de proteinas celulares y se
localiza en el citoplasma, aunque una pequefia fraccidbn esta presente en el
nacleo. En general la mayoria de los organismos muestran dos isoformas de
HSP90 una de ellas es inducible por estrés y puede llegar a ser hasta el 10% de
las proteinas solubles en células u organismos bajo estrés. HSP90 es una
fosfoproteina cuyos grupos fosfato son clave para su asociacibn con otras

cochaperonas y proteinas clientes (Mollapour et al., 2010; Mollapour et al., 2012).

HSP90 es miembro de la superfamilia GHKL ATPasa/kinasa, se caracteriza por la

presencia de una hendidura Unica de unién al ATP (Pearl, et al., 2006).
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Comparado con otras chaperonas la HSP90 reconoce muy selectivamente a sus
sustratos, asi que en lugar de actuar como un factor plegador de manera
indiscriminada la HSP90 parece actuar como un sensor de la regulacion de sus
proteinas clientes (Pratt et al., 1997, Galigniana et al., 2010), estableciendo la
cooperacion critica con otras chaperonas y cochaperonas como HSP70, HSP40,

p23, HOP (heat-shock organizing protein; Pratt et al., 1997).

La HSP90 es un dimero flexible de 588 a 854 aminoacidos que tiene una actividad
débil de ATPasa, presenta 3 dominios conservados. Un dominio de unién a ATP
N-terminal, el mas conservado; un dominio medio, y un dominio de dimerizacion
carboxi-terminal; éste ultimo con una secuencia MEEVD que sirve como sitio de

unién para cochaperonas que contengan el dominio TPR (Scheufler et al., 2000).

La cantidad tan grande de proteinas con las que HSP90 se relaciona, en especial
con HSP70, la hace dificil de estudiar ya que comparten cochaperonas y su
clientela incluye proteinas estructurales y funcionales como cinasas, receptores

hormonales y receptores celulares de superficie (Dezwaan y Freeman, 2008).

La expresion de HSP90 se incrementa en respuesta al estrés, y es mediada a
nivel de transcripcion por varios HSF, especialmente por HSF-1 en vertebrados
(Zou et al., 1998). En respuesta al estrés, el monémero inactivo del HSF-1 (unido
a HSP90, 70 y 40) se convierte en homotrimero de unién al ADN, en donde se une
a elementos de respuesta de estrés por calor (HSE) de los promotores de los
genes de estrés por calor. Después de la trimerizacion HSF-1 es fosforilado y

promueve la expresion de los genes de HSP (Morimoto et al., 1998).

Una vez sintetizada, HSP90 esta sujeta a modificaciones postraduccionales que
incluyen fosforilacion y acetilacion que disminuye la afinidad al ATP, bajando su
afinidad con algunos de sus clientes (Kovacs et al., 2005); S-nitrosilacion que
promueve una inhibicion significativa de su actividad ATPasa (Martinez-Ruiz
2005); oxidacion debido a la habilidad del aldehido del 4-hydroxy-2-nonenal (4-
HNE) para reaccionar e interrumpir la actividad de HSP90 (Carbone et al., 2005);

ubiquitinacién inducida para promover la muerte celular (Blank et al., 2003); y



metilacion, que en el muasculo es necesario para la unidon con una proteina

indispensable para la elasticidad (Donlin et al., 2012).

2.7 Transportadores de glucosa

2.7.1 Transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1)

La abundancia de transportadores de nutrientes en intestino esta regulada por el
tipo y la cantidad de nutrientes que entran en el lumen intestinal (Shirazi et al.,
1995). Existen varios transportadores de glucosa en intestino delgado, pero el méas
abundante en mucosa intestinal es el denominado transportador de glucosa
dependiente de sodio (SGLT1). Este SGLT1 se localiza en la membrana apical del
intestino cubriendo las microvellosidades del enterocito (Hwang et al., 1991;
Ferraris et al., 1992), y la distribucion de su ARNm a lo largo del eje cripta-
vellosidad, se correlaciona con la expresion de la proteina SGLT1 funcional. Se ha
demostrado que tanto en rumiantes como en no rumiantes, la actividad de SGLT1
es regulada por la abundancia de carbohidratos en el lumen intestinal (Ferraris et
al., 1994; Shirazi- Beechey et al., 1994).

La expresion de este transportador de glucosa SGLT1 es crucial para la absorcion
y transporte de glucosa en el intestino delgado (Rodriguez et al., 2004). Sin
embargo, éste es un 6rgano muy sensible al estrés (Nabuurs et al., 2001;
Soderholm y Perdue, 2001), en el que facilmente podria limitarse la absorcion de
nutrientes como glucosa y aminoacidos debido a dafio o alteraciones en su
mucosa. Lamentablemente no existe informacion consistente acerca de cémo el
estrés por calor afecta la expresion y actividad del SGLT1. Algunos reportes
muestran cambios en la concentracion de glucosa en sangre en ambientes con
altas temperaturas, pero no son consistentes y mencionan que la reduccién en el
nivel de glucosa puede atribuirse a la reduccion en el consumo de alimento o a

una disminucién de la gluconeogénesis en ambientes calidos (Marai et al., 1995).

2.7.2 Transportador de glucosa GLUT4
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GLUT4 es el transportador de glucosa dependiente de insulina mas abundante en
los musculos. Como el musculo es el principal sitio periférico para la oxidacion de
nutrientes que responde a la accion de la insulina, es muy importante conocer los
factores que regulan la expresiéon de GLUT4, como lo es un estado de inanicion,
dietas altas en grasas, exposicion a temperatura severa y accion de la hormona
tiroidea, etc. (Charron et al., 1990).

El transportador GLUT4, codificado en el gen SLC2A4, es una proteina que
pertenece a una familia de proteinas que contienen 12 dominios
transmembranales (Shaohui et al., 2007). Dentro de las células GLUT4 esta
presente en vesiculas intracitoplasmaticas que tras el estimulo de insulina se
traslocan a la membrana citoplasmética para permitir la entrada de glucosa
(Storey, 2004). Ademas del musculo esquelético este transportador se expresa en
tejido adiposo y musculo cardiaco (Stuart et al., 2000, 2006).

Algunos cambios en la expresion de GLUT4 han sido relacionados con
alteraciones en la tolerancia a la glucosa, problemas de obesidad (Olefsky et al.,
1988; Garvey et al., 1991; Sinha et al., 1991) y atrofia muscular (Didyk et al., 1994;

Blakemore et al., 1996), entre otros padecimientos.

La expresion de GLUT4 en tejido adiposo, esquelético y musculo cardiaco, asi
como la regulacion por ayuno y realimentacion, estd conferida dentro del
segmento de ADN de 2.4kb de la region 5 del gen del GLUT4e (Liu et al., 1992).
Para su expresion especifica en musculo esquelético, se ha encontrado un
dominio de unién MEF2 (factor potenciador de miocito) en el segmento 466 a 457,
gue se considera critico para su expresion en este tejido (Liu et al., 1994). Cerca
de esta region también se ha propuesto que un receptor de hormona tiroidea y
Myo D formen un complejo con MEF2 para regular la expresion de GLUT4
(Santalucia et al., 2001). Otro dominio implicado en su expresion tejido especifica
se denomina Dominio | e incluye la region de 742 a 712 antes del sitio de
iniciacion de la transcripcion (Oshel et al., 2000). Estos y otros datos sugieren un
complejo modo de regulacion de GLUT4 a nivel transcripcional que aun no ha sido

entendido.

11



Respecto al estrés por calor, no existen estudios que lo relacionen con la
expresion de GLUT4, pero como existe la evidencia de que cerdos sometidos a
estrés, se vuelven mas sensibles a insulina (Torlinska et al. 1987, Gupte et al.
2009, Wheelock et al. 2010), y que estudios hechos en ratas demuestran que la
restriccion calodrica promueve la entrada de glucosa mediada por insulina (Sequa
et al., 2012), se cree que puede haber una relacion estrecha en la expresion del
transportador y las modificaciones en el metabolismo de la glucosa en cerdos en

estrés por calor.
2.8 Transportadores de aminoéacidos
2.8.1 Sistema de transporte rBAT/b**AT

El sistema rBAT/b®*AT (SLC3A1/SLC7A9) es el principal transportador de
aminoacidos cationicos y neutros, en la membrana apical de rifién e intestino
(Palacin et al., 2001). Este sistema consiste en dos subunidades de proteina, la
primera es la cadena ligera b>*AT, proteina transmembrana de 487 aa (masa
molecular 50kDa) y 12 hélices a tansmembrana, ésta es la unidad activa del
sistema; la segunda es la proteina rBAT, que es conocida como la cadena pesada
por su mayor masa molecular, compuesta de 685 aminoacidos y altamente
glucosilada (Tate et al., 1992; Wells et al., 1992; Bertran et al., 1993). Ambas
subunidades se coexpresan en la superficie de la membrana, siendo b®*AT quien
estabiliza a la subunidad mayor y promueve el trafico a la membrana apical desde
el reticulo endoplasmico (Baunch et al., 2003). En este transportador cistina y los
aminoacidos cationicos se transportan con valores de Km de 100uM, mientras que
los neutros con Km mas altas (Palacin, 1994). Este transportador realiza un
mecanismo antiporter en el que se absorben aminoacidos catidnicos y salen de

aminodacidos neutros, p. €j. intercambia leucina para absorber lisina (Broer, 2008).

Existe muy limitada informacion de sobre la expresion de transportadores de
aminoacidos en animales sometidos a estrés por calor. Morales et al. (2014)

encontraron una disminucién en la expresién del transportador b>*AT en cerdos
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en crecimiento bajo condiciones a estrés por calor, siendo las primeras evidencias

de que este factor ambiental modifica expresion del transportador.

2.8.2 Transportador de aminoacidos cationicos CAT-1

A diferencia del transportador anterior, el transportador heterodimérico
denominado CAT-1 ha sido mayormente estudiando a nivel molecular, aunque la
informacion sobre su expresion en condiciones de estrés por calor es limitada
(Hatzoglou et al., 2004). Esta proteina miembro de la familia CAT media el
transporte de aminoéacidos catiénicos independientemente de Na'. CAT-1 se
expresa casi de manera ubicua, pero su expresion varia considerablemente en
diferentes tejidos y células, lo que sugiere una regulacion de su expresién, y
puede ser modulado por una variedad de estimulos, incluyendo la proliferacion
celular, hormonas de crecimiento, citosinas, hormonas y nutrientes (Hatzoglou et
al., 2004).

CAT-1 es una proteina glucosilada con 14 dominios transmembrana (Hatzoglou et
al., 2004). La regulaciéon de la expresiéon genética de CAT-1 involucra mecanismos
a nivel transcripcional, posttranscripcional y posttraduccional (Hatzoglou et al.,
2004). EI ARNm de CAT-1 es de aproximadamente 8kb, en ratas el 5’UTR
contiene un marco de lectura para un péptido de 48 aminoacidos (Fernandez et
al., 2002). El promotor de este gen no tiene caja TATA, y solo se ha mapeado un
sitio de Unico de transcripcion, lo que sugiere que la transcripcion del promotor de
CAT-1 puede requerir una combinacion diferente de factores de transcripcion. No
se conocen a los factores que determinan la especificidad en un tejido (Zhou et al.,
2002).

Se ha observado que los niveles de mRNA de CAT-1 se incrementan por la

limitacion de un solo aminoacido esencial pero no se altera por la limitacion de
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aminoacidos no esenciales, lo cual sugiere que un mecanismo adaptativo celular
global debe ser activado en respuesta a la limitaciéon de aminoacidos, llevando a la
sintesis de mas CAT-1 (Fernandez et al., 2003).

2.9 Musculo esquelético

El crecimiento de los cerdos, y especificamente, el crecimiento muscular son
importantes en la produccion para obtener canales mas grandes en menos tiempo.
El musculo esquelético representa el 30 al 65% del peso corporal del cerdo
dependiendo de su raza, y contiene el 45% de la proteina total del individuo.
Ademas tiene un rol critico en el control glicémico y la homeostasis metabdlica, ya
que se considera como un sito para disponer de glucosa en condiciones de

estimulacién por insulina (DeFronzo et al., 1981; Egan y Zierath 2013).

Entre las proteinas musculares la miosina es la mas abundante, y de acuerdo a
sus isoformas, a su abundancia en la fibora muscular y a su capacidad de
contraccion, las fibras musculares se han clasificado fibras del tipo | de
contraccion lenta, y del tipo Il de contraccion rapida, que pueden subdividirse en
fibras IIA, IIB y 11X. (Egan et al., 2013).

Cuando el musculo esquelético se contrae mas frecuentemente de lo que esta
acostumbrado, éste se adapta sufriendo una hipertrofia (incremento en el
contenido de proteina estructural y contractil) y se altera la expresion de la cadena
pesada de miosina (MHC) para permitir una contraccion mas favorable (Frier y
Locke 2007). En cerdos, las fibras tipo 1IB componen aproximadamente 80% del
total de las fibras en algunos musculos (Davoli et al., 2003) y se expresan

ampliamente en masculos como Longisimus dorsi y Semitendinosus.

Existe un gran nimero de factores de trascripcion y proteinas que regulan el
fenotipo del musculo esquelético integrando sefiales de estimulos fisioldgicos y

coordinando una adaptacion metabolica (Hood 2001; Coffey y Hawley, 2007).

En estrés por calor el crecimiento muscular es afectado por la falta de nutrientes

consecuencia de la reduccién en el consumo de alimento, en esta condicién es
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probable que la sintesis de miosina se afecte. Horowitz et al. (1996), demostraron
que durante la aclimatacion al calor se llevan a cabo cambios en la sefalizacion
celular y de membrana, uno de esos cambios es la transformaciéon de la miosina
de la forma rapida a la forma lenta que es mas eficiente en tejido cardiaco de
ratas. Geraert et al., (1996) observaron una reduccion en la acumulacién de
proteina en pollos bajo estrés por calor, sugiriendo que esta disminucion en la
acumulacion de proteina podria ser resultado de la falta de energia necesaria para
el proceso. (Kouba 2001). Por su parte Morales et al., 2014 encontraron que en
musculo esquelético de cerdos en condiciones de estrés por calor la expresion de
miosina fue cinco veces menor que en cerdos en condiciones termoneutrales, esta
disminucion de abundancia del ARNm de miosina coincidia con la reduccion de la
ganancia diaria de peso y el consumo de alimento. En concordancia, Streffer
(1882), mencion6 que la maquinaria para la sintesis de proteina muscular se ve
reducida como resultado de la hipertermia ambiental; actualmente Baumgard et al.
(2013) sugieren que el musculo esquelético, en particular los aminoacidos (AA)
son movilizados durante periodos de una inadecuada ingesta de nutrientes para
proveer sustratos en apoyo del metabolismo energético, habiendo un incremento

en el catabolismo de proteinas.
2.10 Proteinas reguladoras del consumo de alimento
2.10.1 Leptina

La leptina es una hormona producida en el tejido adiposo encargada de regular o
restringir el consumo de alimento una vez que se ha detectado un incremento en
la concentracion de acidos grasos circulantes, de esta manera leptina ayuda a

mantener la homeostasis energética (Rabe et al., 2008).

Estructuralmente, leptina es una proteina de 167 aminoacidos, que incluye un
péptido sefial de 21 aminoacidos. Su estructura tridimensional presenta cuatro
hélices alfa y un puente disulfuro entre las cisteinas en posicion 96 y 146, siendo
este Ultimo necesario para la actividad bioldégica de la hormona (Zhang, et al.,
1998, Considine, et al. 1997).
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Se han identificado una gran variedad de factores que influencian la produccion de
leptina. A nivel fisiolégico el ayuno, ejercicio y exposicion al frio provocan una
caida en la expresion del gen LEP y una disminucién en los niveles circulantes de
leptina, mismos que después del ayuno se restituyen rapidamente (Trayhurn,
1995; Becker, 1995). Varios factores metabodlicos y endocrinos contribuyen a
regular la transcripcion del gen LEP en adipocitos, tales como insulina,
glucocorticoides naturales y dexametasona (De voss, 1995; Saladin, 1995).
Ademas, insulina parece regular a leptina por mecanismos postranscripcionales y
movilizando la leptina preexistente (Larsson et al., 1996; Rentsch et al., 1996). Por
el contrario, las tiazolidinedionas, la noradrenalina y la isoprenalina inhiben la
expresion y reducen los niveles circulantes de leptina (Gettys, 1996; Trayhurn,
1996). Gran variedad de citocinas tales como el TNFa (Hamilton et al., 1997) e
interleucinas IL-1, LIF y la IL-6 alteran la expresion del ARNm de leptina y su
concentracion sanguinea (Sarraf, 1997). La elevacion de leptina en respuesta a
citocinas puede contribuir a la anorexia y a la pérdida de peso en condiciones
inflamatorias (Cakir et al., 1999). La glucosa y la ingesta de lipidos poseen efectos
similares sobre la leptina sugiriendo que la leptina actia como un sensor del flujo

de nutrientes en tejido adiposo (Janeckova et al., 2001).

Algunos estudios han reportado que colecistoquinina (CCK) estimula la secrecion
gastrica de leptina in vivo e in vitro (Tsunoda, 2003). Mas aun, la secrecién de
leptina se incrementa luego de la infusion de secretina, una hormona A&cida

inhibitoria, y luego de la estimulacion vagal en humanos (Sobhani, 2000).

Debido a su actividad en la restriccion del consumo, es importante conocer si
leptina estad involucrada en la reduccion del consumo de alimento en animales
sometidos a estrés por calor, sin embargo no existe mucha informacion al
respecto. Unicamente un estudio realizado por Dridi et al., (2008) en pollos
encontré6 que en condiciones de calor, y a pesar de una disminucion del
crecimiento, se incrementd la expresion del gen de leptina hepética y su
concentracion en plasma, entendiéndose que la expresion de leptina puede ser

modificada por efecto del estrés por calor.
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2.10.2 Grelina

Grelina es una hormona peptidica secretada principalmente en el estdmago.
Juega un papel importante en la regulacion del comportamiento alimentario tanto
en animales como en humanos. Grelina estimula el apetito y por lo tanto esta
implicada en el control del balance energético y peso corporal. La regulacion
anormal de los niveles de grelina conduce tanto a sobre peso como a bajo peso,
mientras que los efectos de la grelina han sido relativamente bien documentados,
los mecanismos responsables de sus efectos estan siendo continuamente
investigados y actualizados (Tucci et al., 2008). Es probable que al igual que
leptina, grelina tenga importancia en el metabolismo energético y control del

apetito en animales que se encuentran bajo estrés por calor.

En un estudio reciente se encontré que las altas temperaturas incrementan la
expresion de ARNm de grelina en estdbmago, duodeno y yeyuno en pollos, mas no
en el hipotalamo, sitio en donde se encuentra el sistema de control de la ingesta
de alimento y homeostasis energética (Lei et al., 2013). Por el contrario en gallinas
ponedoras en condicion de estrés por calor se incrementd la expresion de grelina
en hipotalamo (Sogn et al., 2012). Sin embargo los escasos trabajos realizados en
cerdos no son concluyentes, ya que se ha encontrado que la expresion y
concentracion sérica de grelina en estos animales no responden claramente a la

alimentacion o estatus energético (Scrimgeour et al., 2008).
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3.- EFECTO DEL ESTRES POR CALOR EN EL COMPORTAMIENTO Y
EXPRESION DE TRANSPORTADORES DE NUTRIENTES, HSP90, LEPTINA Y
GRELINA EN CERDOS EN CRECIMIENTO

3.1 Resumen

El estrés por calor (EC) resulta de la exposicion de animales a temperatura
ambiental (TA) elevada que les provocan cambios fisiolégicos, metabdlicos y de
comportamiento. Aunque el impacto del estrés por calor pareciera disminuir
conforme el animal se aclimata, no queda claro si estas alteraciones permanecen
durante todo el periodo de estrés. Se condujo un experimento para evaluar los
efectos de las altas temperaturas en la expresion de genes que codifican para
transportadores de AA catiénicos (b®*AT y CAT-1) y de glucosa (SGLT1 y
GLUT4), asi como grelina, leptina y HSP90, en diversos tejidos de cerdos en
crecimiento. Se emplearon 18 cerdos cruzados (32+4 kg peso vivo), alojados en
dos salas, una con temperatura constante en jaulas individuales y expuestos 1) a
condiciones termoneutrales 22°C (TN) con alimentacion ad libitum (n=6); 2)
Condiciones de EC (variacion de TA tipica de verano) con alimentacion ad libitum
(n=6); o 3) Alimentacion restringida (pf) igualada a los de la sala de EC con
condiciones TN (TNp), n=6. Se registro la temperatura corporal (TC), frecuencia
respiratoria (FR) y la ingesta de alimento (IA). Se sacrificaron los cerdos a los 21
dias de experimentacién. La TC y FR fue mas alta en cerdos EC comparados con
los TNy¢ durante todo el experimento (P<0.001). No hubo diferencias en la GDP
entre los cerdos TNy Yy los EC (P=0.320). La expresion de HSP90 fue mayor en
duodeno (P=0.017) y musculo Longissimus dorsi (P=0.038) de los cerdos EC
comparados con los TNy. La expresion de CAT-1 en higado fue mas alta
(P=0.050) pero mas baja en Longissimus (P=0.017) en los cerdos EC comparados
con los cerdos TNy La expresion de SGLT1 fue mas alta en duodeno de cerdos
EC (P=0.045), méas no hubo diferencias en yeyuno, comparandolos con los cerdos
TNpr (P=0.545). La expresion de leptina y grelina no se afectd por la ingesta de
alimento o la TA (P=0.262). Esta alteraciones parecieran ser componentes de un

mecanismo permanente que los animales utilizan para sobrellevar el EC. Grelina y
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leptina podrian no estar envueltas en la reduccion de la ingesta de alimento de
cerdos aclimatados al estrés. Al parecer el desempefio productivo de los cerdos

no es afectado una vez que se aclimatan a la temperatura ambiental elevada.
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3.2 Abstract

Exposure of animals to high ambient temperature (AT) resulting in heat stress (HS)
provokes changes in their physiology, metabolism and behavior. Although the HS
iImpact seems to decrease as the animal becomes acclimated, it is not clear
whether these alterations remain beyond this stage. An experiment was conducted
to evaluate the effect of high AT on the expression of genes coding for the
transporters of cationic AA (b®*AT and CAT-1) and glucose (SGLT1 and GLUT4),
as well as ghrelin, leptin and HSP90 in several tissues of growing pigs. Crossbred
gilts (n=18; 32+4 kg BW) were housed in two rooms, one with constant climate-
control room in individual pens and exposed to 1) thermal neutral (TN) conditions
(22°C) with ad libitum intake (n=6), 2) HS conditions (summer natural AT
variations) with ad libitum intake (n=6) or 3) pair-fed (PF in TN conditions [PFTN],.
n=6 Body temperature (BT), respiration frequency (RF), BW, and feed intake (FI)
were measured. Pigs were sacrificed at 21 d of experimental conditions. BT and
RF was higher in HS pigs compared with TNy pigs at all times (P<0.001). ADG of
TNag pigs was higher than that of TNy pigs (P<0.001), but there was no difference
between that of TNy and HS pigs (P=0.320). Expression of HSP90 was higher in
duodenum (P=0.017) and Longissimus dorsi muscle (P=0.038) of HS pigs
compared to TNy pigs. Cat-1 expression in liver was higher (P=0.050) but in
longissimus dorsi was lower (P=0.017) in HS pigs than in TNy pigs. Expression of
glucose transporter SGLT1 was higher (P=0.045) in duodenum of HS pigs than in
TNpr pigs but it was not different in jejunum (P=0.545). The expression of ghrelin in
gastric mucosa and that of leptin in adipose tissue was not affected by feed intake
or AT (P=0.262). These alterations seem to be components of a permanent
mechanism that the animals use to cope with HS. Ghrelin and leptin may not be
involved in the reduction of the VFI of pigs acclimated to HS. Furthermore, it
appears that the performance of HS pigs is not affected once they become

acclimated to high AT.
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3.3 Introduccién

El estrés por calor (EC) resulta de la exposicion de animales a temperatura
ambiental (TA) elevada, que les provocan cambios fisiolégicos, metabdlicos y de
comportamiento. Se ha observado que en cerdos que sufren estrés por calor se
incrementa la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR) (Patience et al., 2005);
el flujo de sangre periférica, y la temperatura corporal (TC) (Wilson and Crandall,
2011), pero disminuye el consumo voluntario de alimento (CVA) (Huynh et al.,
2005; Renaudeau et al., 2010).

Estos cambios estan orientados a promover la disipacién de calor al ambiente y
reducir el calor producido dentro del cuerpo (Bernabucci et al., 2009). EI impacto
del EC es mas intenso durante los primero 8 a 10 dias de exposicion a la TA
elevada (Yu et al., 2010; Pearce et al., 2013), dentro de los cuales se observa un
incremento en la sintesis de proteinas de choque térmico (HSP), alteraciones en la
funcién de la membrana plasmatica, proliferacién celular (Sonna et al., 2002) y
altura en las vellosidades intestinales de cerdos (Yu et al., 2010). Los cerdos en
estrés por calor tienen menos enterocitos y transportadores de nutrientes que
pudieran afectar la absorcién de nutrientes. Aunque el impacto del estrés por calor
pareciera disminuir conforme el animal se aclimata (Renaudeau et al., 2010), no

gueda claro si éstas alteraciones permanecen durante todo el periodo de estrés.

La absorcion del aminoé&cido lisina (Lis) es critico en cerdos ya que es el primer
AA limitante en la mayoria de los alimentos. Lis es transportada por los sistemas
b%* y CAT-1 (Majumder et al., 2009); b>*AT es expresado principalmente en
células epiteliales (Torras-Llort et al., 2001) y CAT-1 se expresa de manera ubicua
(Hatzoglou et al., 2004). Los sistemas SGLT1 y GLUT4 son los transportadores de
glucosa mas comunes tanto en células epiteliales como no epiteliales
respectivamente. Una respuesta aguda al EC reduce la expresion de b®*AT y las
concentraciones séricas de Lis, e incrementa la expresion de HSP90 en cerdos
(Morales et al., 2014). Por otro lado, leptina y grelina participan en la regulacién
del CVA bajo condiciones termoneutrales (Carrol y Allee, 2007). Sin embargo, no

se conoce si estas hormonas estan involucradas en la reduccién de la IVA en
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condiciones de EC, y si estas alteraciones moleculares resultantes del estrés por

calor permanecen en cerdos aclimatados a altas temperaturas.

La mayoria de los estudios relacionados con EC en cerdos son conducidos
exponiéndolos a condiciones de alta TA constante y controlada artificialmente. Sin
embargo, los cerdos en granjas en produccion son expuestos diariamente a
variaciones naturales de temperatura ambiental. Un mejor entendimiento de los
cambios metabdlicos y fisiolégicos resultados de la exposicion de cerdos a
condiciones naturalmente altas de TA son necesarias para el disefio de
estrategias de alojamientos y dietas mas eficientes en la produccién porcina. Los
objetivos de este estudio fueron, a) evaluar los efectos de la alta TA en la
expresion de genes que codifican para el transporte de aminoacidos catidnicos AA
(b°*AT y CAT-1) y glucosa (SGLT1 y GLUT4), asi como de grelina, leptina y
HSP90 en tejidos de cerdos en crecimiento, y b) determinar si la reducciéon en el
comportamiento productivo en los cerdos expuestos a altas TA son provocados

por factores diferentes a solamente la reduccién del CVA.
3.4 Materiales y Métodos
3.4.1 Locacion, animales y dieta

Los cerdos utilizados en el presente experimento fueron manejados de acuerdo
con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana para el cuidado de
animales (NOM-062-200-1999, 2001).

Se condujo un experimento durante el verano cuando la TA fluctia de 25
(promedio bajo) a 42 °C (promedio alto). 18 cerdos de cruza (Landrace x
Hampshire x Duroc) con peso corporal (PC) de 32.6 + 3.2 kg fueron distribuidos al
azar en 3 grupos de 6 cerdos cada grupo, aleatorizados por sexo, camada y PC,
bajo el disefio de bloques completos al azar. Los cerdos de un grupo fueron
alojados en una sala en la que no habia control de temperatura, expuestos a las
elevaciones naturales de temperatura, y fueron alimentados ad libitum (EC). Los
cerdos de los otros dos grupos fueron alojados en una sala con aire acondicionado

(termoneutral) donde el termostato se ajusté a 24 (+ 2) °C; de estos grupos, uno
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fue alimentado ad libitum (TNaq) mientras que en el otro grupo su alimentacion fue
restringida e igualada a la de los cerdos de la sala EC (TNy). Los cerdos fueron
alojados individualmente en jaulas metabdlicas con piso elevado (1.2 m ancho,
1.2 m largo y 1.0 m alto) equipadas con comederos de acero inoxidable, un
bebedero tipo chupdén y suelo de malla de hierro. Todos los cerdos se pesaron
semanalmente; calculdndose con la misma frecuencia la ganancia diaria de peso
(GDP), consumo diario de alimento (CDA) y la conversién alimenticia (CA). La
media del PC de los cerdos al final de los 21 dias de experimento fue de 46.1 +
4.5 kg. Todos los cerdos fueron alimentados con una dieta (10.4% CP) a base de
trigo (905 g/kg) y soya (65 g/kg) suplementada con 0.48% L-Lis y 0.13% L-Tre.
Los ingredientes de la dieta fueron analizados para establecer el contenido de AA
(método 982.30; AOAC, 2006). El contenido calculado de AA esenciales en la
dieta (g/kg) fue: Arg, 7.1, His, 4.3; lle, 4.7; Leu, 9.1; Lis, 8.3; Met, 2.5; Fen, 7.1;
Tre, 5.2; Trp, 1.6; Val, 5.8. La dieta contenia 10.1 MJ de EN por kg y cubrié los
requerimientos de los AA, minerales y vitaminas para cerdos de 20-50 kg (NRC,
1998). Tanto los cerdos EC como TNy tuvieron una ingesta similar,
correspondiente aproximadamente al 95% del CDA de los cerdos EC con
alimentacion ad libitum, cantidad que fue previamente establecida y ajustada cada
semana a lo largo del estudio. Esta cantidad fue aproximadamente 20% menos
qgue el CDA estimado para cerdos TNy con este mismo peso. El alimento se
ofreci6 2 veces al dia a las 0700 y 1900h. Los cerdos tuvieron un tiempo de
adaptacioén a sus jaulas metabdlicas y se les entrend para consumir su alimento en
30 minutos o menos durante 7 dias previos al inicio del experimento. Se ofrecié
agua purificada disponible a libre acceso durante todo el estudio. La TC y FR de
cada cerdo fue tomada dos veces por semana a las 0800, 1200, 1600 y 2000 h. La
TC se midio con la ayuda de un termometro otico, al mismo tiempo, se calculo la
FR contando el nimero de expansiones del térax resultado de la aspiracion
durante 1 minuto. También se registraron tanto la humedad relativa (HR) como la
TA dentro de cada sala durante todo el estudio con la ayuda de termografos
(Thermotracker BT; iButtonLink LLC, Whitewater, WI, USA), configurados para
grabar valores de TA y HR cada 15 minutos, para luego ser analizados con el
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software Thermotracker Pro (version y fabricante). Los resultados se utilizaron
para calcular el indice de calor (IC) de acuerdo Steadman (1979) con la ecuacion
modificada por Rothfusz (1990).

3.4.2 Recoleccion de tejidos

Al final de los 21 dias de experimentacion, todos los cerdos se sacrificaron por
aturdimiento eléctrico y desangrado, 2.5 horas después de su ultima alimentacion.
Se tomaron muestras (aproximadamente 1g) de estdmago (region fundica),
mucosa de duodeno y yeyuno; higado; musculos Longissimus dorsi y
Semitendinosus; y tejido adiposo (grasa dorsal de la 10% y11? costilla). Las
muestras se colocaron en tubos de 2-ml, se congelaron en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -82° C para su posterior andlisis.
3.4.3 Extraccion de ARN y transcripcion reversa

Se extrajo ARN total de todos los tejidos colectados por medio del reactivo Trizol
(Invitrogen, Corp., Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a lo reportado por Méndez et
al. (2011). ElI ARN purificado se diluyé en 30 pl de agua destilada libre de
ribonucleasas y se almacendé a -82 °C. La concentracion total de ARN se
determind por espectrofotometria (Helios 3, Thermo Electron Co., Rochester, NY,
USA) a 260 nm, y la pureza del ARN se evalu6 mediante el uso de la relacion
A260/A280, que varié desde 1.8 a 2.0 (Sambrook y Russell, 2001). La integridad
del ARN total se evalu6 por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Todas las
muestras de ARN tuvieron buena calidad con una relacion de ARNr 28S:18S
alrededor de 2.0:1 (Sambrook y Russell, 2001). Aproximadamente 2 pug de ARN
total fue tratado con 1 U de Desoxirribonueasa | (1 U pl-1; Invitrogen) y se realizé
su transcripcion reversa de acuerdo a como lo habian descrito Garcia-Villalobos et
al. (2013). Las muestras de cDNA fueron cuantificadas por espectrofotometria, y

diluidas para tener una concentracion final de 50 ng-ul™.
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3.4.4 PCR-Tiempo Real

Se disefiaron oligonucleotidos especificos para los ARNm de HSP90, leptina,
grelina, b®*AT, CAT-1, SGLT1 y GLUT4 y del gen que codifica al ARN ribosomal
18S, de acuerdo con sus secuencias publicadas en el Genbank (Cuadro 2). El
gen constitutivo ARNr 18S fue utilizado como un control endégeno para normalizar
las variaciones en el ARNm ya que su expresion es muy estable (Liao et al.,
2009). Antes de iniciar, se realizO0 PCR de punto final para estandarizar las
condiciones de amplificacion para cada par de oligonucleotidos; con el fin de
confirmar la especificidad de los productos de PCR en relacion con su ARNm, una
muestra de cada producto de PCR se purificé con un kit comercial (PureLink PCR
Purification kit, Invitrogen) y fue secuenciado en el Centro de Secuenciacion Davis
(Davis Sequencing, Davis, CA, USA). Los resultados de la secuenciacion
revelaron que los productos para HSP90, leptina, grelina, b>*AT, CAT-1, SGLT1,
GLUT, y ARNr 18S tuvieron 100% de homologia con su secuencia esperada

correspondiente de acuerdo a la secuencia virtual reportada en el GenBank.

Las expresiones de los genes que codifican para HSP90, leptina, grelina, b®*AT,
CAT-1, SGLT1 y GLUT4 se estimaron por PCR cuantitativo (qPCR), usando SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas) en un termociclador Chromo 4-DNA
con un software MJ Opticon Monitor 3.1 (Bio-Rad, Herefordshire, England). El
equipo se calibr6 con una curva estandar usando el ARNr 18S clonado en el
vector TOPO 4.0, produciendo un cDNA que se utiliz6 como calibrador. Para
obtener la curva estandar se realizaron diluciones seriales de 100 en 100 del
cDNA cuya concentracion se conocia. Las reacciones para PCR cuantitativo
contenian 50 ng de cDNA, 0.5 uM de cada oligonucleotido especifico, 12.5 pl de
2x SYBR green/ROX gPCR Master Mix, y agua libore de ADNasa/ARNasa para
completar el volumen final de 25 pl. Las condiciones de la PCR utilizadas en la
amplificacion y la cuantificacion consistié en una etapa inicial de desnaturalizaciéon
(95 °C por 1 min), seguido por 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95
°C durante 30 segundos, alineacion a 56 °C durante 15 segundos, y extension a

72 °C durante 30 segundos) y un programa de curva de desnaturalizacién (60°C a
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90°C). La fluorescencia se midio al final de cada ciclo y cada 0.2 °C durante el
programa de desnaturalizacion. La abundancia relativa de ARNm fue normalizada
con la abundancia relativa del 18S calculando la tasa de abundancia relativa
ARNmM:ARNr 18S (Liao et al., 2009).

3.4.5 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza utilizando el procedimiento GLM del SAS
(Statistical Analysis System 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA). La frecuencia
respiratoria y la TC fueron analizadas de acuerdo a un disefio de medicion de
repeticiones. Los niveles de probabilidad de P < 0.05, y 0.05 < P < 0.10 se

definieron como diferencias significativas y tendencias respectivamente.
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Cuadro 2. Oligonucleodtidos utilizados para el analisis del cDNA por PCR
cuantitativo derivados de proteinas de choque térmico 90KDa, leptina, grelina,
transportadores de aminoacidos (b®*AT y CAT1), transportadores de glucosa
(SGLT1y GLUT4), y ARN ribosomal 18S de cerdos.

MRNA Oligos Locacion Secuencia Tamafio
(bp) en el del
templete Amplicén

(pb)

Sus scrofa Proteina de choque térmico 90-kDa, HSP90AAL (GenBank: NM_213973)

Sentido 991-1010 5GATCACTTGGCTGTGAAGCAY 470

Antisentido  1441-1460 5TTGAGGGAAACCATCTCGTC3’

Sus scrofa leptina, LEP (GenBank: NM_213840.1)
Sentido 879-899 5ACGTTGAAGCCGTGCCCATCT3’ 307
Antisentido  1168-1185 5GGCAAGGGGCAGCTCTTGGA3

Sus scrofa grelina/obestatin prepropeptido, GHRL (GenBank: NM_213807)

Sentido 148-167 5’ CAAGAAGCCAGCAGCCAAACY 290
Antisentido  418-437 5’GAAGCCAGGTGAGCCCTTAGY

Sus scrofa Transportador de amino&cidos, b®*AT (SLC7A9, GenBank: EF127857)
Sentido 1-19 5 CGGAGAGAGGATGAGAAGT3’ 562
Antisentido  545-562 5’GCCCGCTGATGATGATGATGAYZ

Sus scrofa Transportador catiénico de aminoacidos, CAT1 (SLC7A1, GenBank: AY371320)
Sentido 4239-4258 5GTCGGTTGCAAAGACCATTT3 329

Antisentido  4548-4567 5GAGCGGTGCTGACAACAGTAZ’
Sus scrofa contransportador de sodio/glucosa SGLT1(SLC5A1, GenBank: NM_001164021)

Sentido 9-28 5GGCTGGACGAAGTATGGTGT3’ 342
Antisentido  331-350 5’ CCCAAGGCCAAGGTGATGAA3Z’

Sus scrofa Transportador de glucosa facilitado, GLUT4 (SLC2A4, GeneBank: NM_001128433)
Sentido 354-373 5GAAGGAAGAAGGCAATGCTGY 300
Antisentido  634-653 5’CCAGGAGTAGTGGCCATAGG3’

Sus scrofa RNA ribosomal 18S (GenBank: AY265350)
Sentido 236-255 5’GGCCTCACTAAACCATCCAAY 295
Antisentido  511-530 5TAGAGGGACAAGTGGCGTTC3’
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3.5 Resultados
3.5.1 Temperatura ambiental, humedad relativa y heat index

La TA y HR registradas cada 15 minutos en las salas de calor y termoneutral los
dias 8 al 20 se muestran en la Figura 1. La TA maxima y minima en la sala EC fue
de 37.6 y 23.6 °C respectivamente, con una media de 32.1 °C; la HR fluctué entre
30 y 85%. En contraste, en la sala termoneutral la TA maxima y minima fue de
28.6 y 22.5 °C, con una media de 24.8 °C, los rangos de HR fueron de 52 a 82%.
Las medias de los valores registrados de TA de las salas EC y termoneutral en 4
horas determinadas (0800, 1200, 1600 and 2000 h), del dia 17 al 20, asi como el
IC calculado se presentan en la Figura 2. Los rangos de temperatura presentes en
la sala termoneutral fueron de 24.9 a 27.0°C mientras que en la sala EC fluctuaron
de 31.8 a 36.3 °C. De igual manera los rangos del IC fueron de 78.9 a 83.1 para la
sala termoneutral, y 98.3 to 105.3 para la sala de calor. Los rangos de HR en la
sala termoneutral fueron de 58.0 a 79.9% y para la sala de calor de 36.4 hasta
57.5%.
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Figura 1. Variaciones diurnas de temperatura ambiental (linea continua) y

humedad relativa (linea punteada) dentro de las salas EC y termoneutral durante

13 dias (d3 a d16) del experimento.

29



Sala de estrés por calor Sala termoneutral
40 120
P 38 115
T 36 110
& 34 105
28 o T~ 100 5
S 30 — — % g
3 28 — 0 5
5 26 |— —t -85
S 24 | — — - 80
2 22 | —T - 75
20 - 70
0800 1200 1600 2000 0800 1200 1600 2000
Temperatura ambiental — Temperatura ambiental
—ndice de calor = |ndice de calor

Figura 2. Promedio de la temperatura ambiental (TA) registrada en 4 diferentes
horas del dia (0800, 1200, 1600 and 2000 h) dentro de las salas de estrés por
calor y termoneutral, el indice de calor (IC) calculado en base a la temperatura

ambiente y humedad relativa, de los d 17 a 20 del experimento.

3.5.2 Frecuencia respiratoria y temperatura corporal
Los valores de FR 'y TC de los cerdos TNag, TNy 0 EC tomadas a diferentes horas
se presentan en el Cuadro 3. La FR de los cerdos TNgq fue siempre mayor que la
de los cerdos TNy (P<0.05). La FR de los cerdos EC también fue mas alta
comparado con los cerdos TNy (P<0.001), éstos ultimos tuvieron la misma ingesta
de alimento que los EC. No hubo diferencias en la temperatura corporal tomada a
las 0800, 1200 y 2000 h de los cerdos TNag Y TNy, pero fue mas elevada en los
cerdos TNag que en los TNyt a las 1600 h (P=0.037). En contraste la TC fue mayor
en los cerdos EC comparada con los cerdos TNy a cualquier hora (P<0.001).
Cuando se compar6 la FR y la TC a diferentes horas del dia, dentro de cada
tratamiento, el valor mas alto de la TC en los cerdos TN,y se observé a las 1600 y
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2000 h, pero el valor mas alto de FR se observo a las 1600 h (P<0.05). La FR y

TC no vari6 en los cerdos TNy (P>0.10). En los cerdos EC tanto la FR como TC

presentaron sus puntos mas altos a las 1200 y 1600 h (P<0.01). En promedio, las

FRy TC fueron mayores en los cerdos EC que en TNaq Y TNy (P<0.001).

Cuadro 3. Frecuencia respiratoria (FR) y temperatura corporal (TC) de cerdos

alojados en sala termoneutral con alimentacion ad libitum (TNaq) 0 alimentacion

restringida (TNps), y cerdos alojados en condiciones de estrés por calor (EC).

Tratamiento

Contrastes, P=

Punto  Tiempo TNag TNyt EC SEM TNag vS. TNy TNy vs. EC

FR 0800 58.7 47.7 76.4 3.48 0.031 <0.001
1200 54.8 46.9 122.1 5.88 0.034 <0.001
1600 71.2 55.3 1121 5.25 <0.001 <0.001
2000 56.6 46.4 78.5 4.77 0.006 <0.001

TC 0800 38.1 379 3838 0.13 0.242 <0.001
1200 37.7 37.9 39.4 0.20 0.625 <0.001
1600 38.6 37.8 39.4 0.11 0.037 <0.001
2000 38.6 38.0 389 0.15 0.136 <0.001
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3.5.3 Comportamiento de los cerdos

Los resultados de comportamiento productivo se presentan en el Cuadro 4.
Como se esperaba la GDP de los cerdos TN,y fue mas elevada (P<0.001), pero no
hubo diferencias entre los cerdos TNy y EC (P=0.320). ElI CDA fue mas elevado
en cerdos TNy que en los cerdos TNy (P<0.001) pero, debido al disefio
experimental no hubo diferencia entre los cerdos TNy y EC (P=0.412). La CA no

se afectd por la ingesta del alimento o la TA.

Cuadro 4. Ganancia diaria de peso (GDP), ingesta de alimento (CDA) y
conversion alimenticia (CA) de cerdos alojados en sala termoneutral con
alimentacion ad libitum (TNag) 0 alimentacion restringida (TNp), y cerdos alojados

en condiciones de estrés por calor (EC).

Tratmiento Contrastes, P=*
Variable TNag TNp EC SEM TNag vs. TNy TNy vs. EC
ADG, kg/d 0.666 0.515 0.473 0.028 < 0.001 0.320
ADFI, kg/d 1.47 1.20 1.17 0.028 < 0.001 0.428
FCR 2.22 2.38 2.54 0.139 0.193 0.412

*TNag Vs. TNyt Efecto del nivel de ingesta de alimento; TNpf vs. EC: Efecto de la

temperatura ambiental.

3.5.4 Expresion genética
Los valores de expresion de HSP90, grelina y leptina en diferentes tejidos,
se presentan en el Cuadro 5. La expresion de HSP90 fue mas alta en duodeno
(P=0.017) y musculo Longissimus dorsi (P=0.038) de los cerdos EC comparado
con los cerdos TNp. En contraste la expresion de HSP90 no se afecto por el nivel
de ingesta de alimento en duodeno, higado, Longissimus dorsi y Semitendinosus
(P=0.181); la expresion de HSP90 tampoco se afecté por la TA en higado

(P=0.437) ni en musculo Semitendinosus (P=0.654). La expresion de grelina en la
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mucosa gastrica y leptina en tejido adiposo no se afect6 por la ingesta de alimento
o la TA (P=0.262).

Cuadro 5. Expresion relativa de RNA mensajeros que codifican para proteinas de
choque térmico 90 (HSP90), grelina y leptina en diversos tejidos de cerdos
alojados en sala termoneutral con alimentacion ad libitum (TNa) 0 alimentacion
restringida (TNp), y cerdos alojados en condiciones de estrés por calor (EC;

unidades arbitrarias: proporcion ARNm:ARNr 18S) .

Tratamiento Contrastes, P=*

Gen Tejido TNag TNy EC EE TNag vs. TNy TNyt vs. EC
Grelina Estomago 0.0038 0.0061 0.0042 0.0014 0.262 0.335
Leptina Adiposo 0.0017 0.0007 0.0008 0.0006 0.270 0.924
HSP90 Duodeno 0.0072 0.0036 0.176  0.0036 0.496 0.017
Longissimus 0.0007 0.0005 0.0017 0.0004 0.670 0.038
Semitendinosus  0.0008 0.0006 0.0007 0.0002 0.634 0.654
Higado 0.0059 0.0086 0.0063 0.0028 0.366 0.437

*TNag vS. TNy Efecto del nivel de ingesta de alimento; TNy vs. EC: Efecto de la

temperatura ambiental.

Los valores de expresion de los transportadores de AA y glucosa en intestino,
higado y musculo, se presentan en el Cuadro 6. La expresion de b>*AT en
duodeno y yeyuno no se afectdo por el nivel de ingesta de alimento o la TA
(P=0.371). La expresion de CAT-1 en el higado fue mas alta (P=0.050) pero en
Longissimus dorsi fue menor (P=0.017) en cerdos EC comparados con los cerdos
TNp;  la ingesta de alimento no afectd las expresion de los genes de
transportadores de aminoacidos en ninguno de los tejidos analizados (P=0.270).
La expresion del transportador de glucosa SGLT1 fue mayor (P=0.045) en

duodeno de los cerdos EC que en los cerdos TNy pero no hubo diferencias en
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yeyuno (P=0.545); el nivel de ingesta de alimento no afecto la expresion de este
gen (P=0.606). El transportado de glucosa GLUT4 present6 una tendencia a una
mayor expresion en musculo Semitendinosus de cerdos EC (P=0.063), pero no se
observaron diferencias en higado y Longissimus dorsi (P=0.164). La ingesta de
alimento no afect6 la expresion GLUT4 en ninguno de los tejidos estudiados
(P=0.435).

Cuadro 6. Expresion relativa de RNA mensajeros que codifican para
transportadores de aminoacidos (b>*AT, CAT-1) y glucosa (SGLT1, GLUT4) en
diversos tejidos de cerdos alojados en sala termoneutral con alimentacién ad
libitum (TNag) 0 alimentacion restringida (TNyf), y cerdos alojados en condiciones

de estrés por calor (EC; unidades arbitrarias: proporcion mMRNA:ARNTr 18S).

Tratamiento Contrastes, P=*
Gen Tejido TNag TNy EC EE TNag vs. TNy TNy vs. EC
b%* AT Duodeno 0.0387 0.0311 0.0326 0.0062 0.401 0.865
Yeyuno 0.0403 0.0284 0.0378 0.0090 0.371 0.475
CAT-1 Higado 0.0011 0.0008 0.0181 0.0058 0.967 0.050
Longissimus 0.0016  0.0023 0.0007 0.0004 0.270 0.017
Semitendinosus 0.0009  0.0007 0.0013 0.0003 0.755 0.228
SGLT1 Duodeno 0.0014 0.0016 0.0047 0.0009 0.870 0.045
Yeyuno 0.0143 0.0111 0.0148 0.0042 0.606 0.545
GLUT4 Higado 0.0014 0.0016 0.0047 0.0015 0.722 0.164
Longissimus 0.0033 0.0035 0.0048 0.0013 0.933 0.515
Semitendinosus 0.0032  0.0024 0.0044 0.0005 0.435 0.063

*TNag VS. TNy Efecto del nivel de ingesta de alimento; TNy vs. EC: Efecto de la

temperatura ambiental.
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3.6 Discusion
El presente experimento se condujo para analizar el desempefio productivo,
respuesta en expresion genética y fisiologica de cerdos en EC con el mismo nivel
de alimento que su contraparte en condicion TN. La TA y HR registradas, asi
como el IC resultante, muestran que los cerdos de la sala de calor estuvieron
expuestos a estrés por calor al menos 12 h diariamente (Xin et al., 1998). Estos
datos indican que los cerdos alojados en condiciones comunes, estan expuestos a
importantes variaciones de TA. En contraste, de acuerdo a Xin et al. (1998), el
promedio de IC en la sala termoneutral fue menor al valor que se considera
causante del estrés por calor. Por otro lado, los cerdos expuestos a condiciones
de estrés por calor mostraron una dramatica reduccién en la el consumo de
alimento (Huynh et al.,, 2005; Renaudeau et al., 2010). En el presente
experimento, uno de los 2 grupos de cerdos fue alojado bajo condiciones
termoneutrales (TNp) pero con el mismo nivel de consumo de alimento que los
cerdos EC para eliminar cualquier impacto potencial que la diferencia de la CDA
pudiera tener al analizar las variables; el otro grupo de cerdos fue alimentado ad
libitum (TNag). EI consumo voluntario de alimento de los cerdos EC fue cerca del
79% de lo consumido por los cerdos TNag. Por lo que cualquier diferencia en el
desempefio, temperatura corporal, respuesta fisiolégica y molecular entre los
cerdos EC y TNy puede ser atribuida simplemente a los cambios en la TA.

Los valores elevados en la FR (Patience et al., 2005) y TC (Wilson y
Crandall, 2011) son indicadores de EC en los cerdos. Pearce et al. (2014)
reportaron que los cerdos expuestos de manera constante a temperaturas de 36
°C duplicaban su FR e incrementaban su TC 2.0 °C durante las primeras 2 h y
ésta permanecia elevada después de 6 h. En el presente experimento, la TC de
los cerdos EC tuvo un promedio de 1.2 °C mas elevado que los cerdos TNy, con
rangos que fueron de 0.9 °C alas 0800 h hasta 1.6 °C a las 1600 h. De la misma
manera, la FR fue en promedio cerca del doble en los cerdos EC comparados con
los cerdos TNy, con los valores mas altos observados a las 1200 y 1600 h. Los

valores mas altos de TC y FR se observaron cuando la TA y el IC fueron también
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los mas elevados. Incrementos similares de la TC y FR en cerdos como resultado
a la exposicién constante de temperatura 36 °C durante 20 d, fueron reportados
por Renaudeau et al. (2010). ElI consumo de alimento en cerdos alojados en
condiciones termoneutrales no afectaron la TC. Estos datos, indican que el calor
generado durante la digestion y metabolismo de nutrientes en cerdos bajo
condiciones termoneutrales puede ser eliminado completamente sin incrementarse
la temperatura corporal. Sin embargo, la elevada FR de los cerdos TNgg
comparada con los cerdos TNy sugiere que existe un mecanismo para eliminar el
calor producido, y parcialmente explicar la diferencia en la TC entre los cerdos
TNgag Yy Tpr.

La reduccion en el consumo de alimento en los cerdos expuestos a
condiciones de EC se supone, es la responsable de su bajo desempefio. En
cerdos bajo estrés por calor se puede presentar un desvio de nutrientes, en
especial aminoacidos dirigidos al crecimiento, para sustentar las alteraciones
fisiologicas causadas por la TA (Baumgard and Rhoads, 2013). Utilizar el mismo
nivel de alimentacién en los cerdos permite diferenciar los efectos directos del EC
de los indirectos (reduccion de la ingesta de alimento) en el comportamiento de los
animales. Recientemente reportamos una disminucion del 11% en la ganancia de
peso en cerdos EC comparados con su contraparte en condiciones termoneutrales
bajo el mismo nivel de alimentacion (Morales et al., 2014). Sin embargo en el
presente experimento la GDP y CA de los cerdos EC no mostré diferencias con los
cerdos TNps, mientras que los cerdos TNaqy crecieron cerca del 23% mas rapido
que los cerdos, TNy y HS. Estas discrepancias podrian ser atribuidas al hecho de
gue los cerdos en el presente experimento fueron expuestos a TA maximas de 37
°C en contraste a otros casos donde los animales fueron expuestos a TA que
alcanzaban los 45 °C por cerca de 4 h diariamente. Por lo tanto efectos directos
del EC en cerdos parecen ser dependientes de la magnitud y duracion de la TA a
las que son expuestos. Por otro lado, Rhoads et al. (2009) reportaron que la
disminucién en la ingesta de alimento en vacas en EC solo explicaba el 35% de la
reduccion de la produccién de leche y que el resto del decremento de la

produccion, eran resultado directo del EC. Los resultados del presente
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experimento, al contrario del de las vacas lecheras, muestran que el
comportamiento de cerdos en crecimiento con EC es afectado principalmente de
manera indirecta por la reduccién en el CDA, mas que por los efectos directos del
EC. Sin embargo es importante mencionar que los valores de GDP no ofrecen
informacion sobre la composicion de la ganancia de peso (tejido adiposo o
musculo). Por consiguiente aunque no se presentaron diferencias en la GDP se
puede especular que el EC podria afectar de manera indirecta el incremento en la
composicion (grasa o proteina) del tejido méas alla de los efectos directos de la
reduccion del consumo de alimento.

La reduccién en el consumo voluntario de alimento esta dirigido a promover
la pérdida de calor al ambiente y reducir el calor producido dentro del cuerpo
(Bernabucci et al., 2009). Leptina y grelina estan involucrados en el mecanismo
que regula el consumo voluntario de alimento en cerdos en condiciones
termoneutrales (Carrol y Allee, 2009) pero no es claro si estas hormonas
participan en la reduccion del consumo en cerdos aclimatados a alta TA. Grelina
que es secretada por el estbmago después de 12 horas de ayuno, estimula el
apetito (Salfen et al., 2003). Lei et al. (2013) reporté un incremento en la expresion
de grelina en el estbmago, duodeno y yeyuno de pollos expuestos a temperaturas
constantes de 36°C con 65% de HR durante las primeras 6 h, e indicé que grelina
podria ser el principal blanco regulador de la anorexia inducida por el EC agudo.
De manera similar, Pearce et al. (2014) reportaron incrementos en los niveles de
grelina circulante durante las primeras 6 h al exponer a cerdos a temperaturas
constantes de 37 °C con 40% de HR. En el presente experimento, sin embargo, la
expresion de grelina no se vié afectada por el EC. Las concentraciones circulantes
de grelina parecen reflejar mas los cambios en el balance de energia que en su
actividad de regulador del apetito. (Scrimgeour et al., 2008), lo cual explica la falta
de efecto del EC sobre la expresion de grelina. Leptina, en contraste, es un
supresor del apetito producido por diversos tipos celulares, especialmente en
adipocitos (Margetic et al., 2002) y células gastricas; éstas Ultimas secretan leptina
al lumen gastrico (Cammisotto y Bendayan, 2007). Un incremento en las

concentraciones séricas de leptina fueron observadas en ratones obesos
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expuestos a moderado EC cronico (35 °C) por 5 dias (Morera et al., 2012). En
contraste, nosotros encontramos que la abundancia de ARNm de leptina en
cerdos después de 21 dias de ser alojados bajo condiciones variadas de EC, fue
aproximadamente una décima comparada con la de los cerdos alojados en
condiciones termoneutrales (Morales et al., 2014). En el presente experimento la
expresion de leptina no fue afectada por el EC. Por consiguiente nuestros datos de
expresion de grelina y leptina podrian indicar que estos péptidos no estan
involucrados en la reduccion del consumo de alimento de los cerdos aclimatados
al EC. Un mecanismo de control alterno al consumo de alimento como la motilidad
entero-gastrica, colecistoquinina, y el péptido insulinotropico dependiente de
glucosa, podrian estar involucrados pero todavia necesitan ser elucidados.
Alteraciones moleculares, incluyendo el sistema HSP que ayuda a proteinas
recién formadas a mantener su plegado y funcién (Kiang y Tsokos, 1998), estan
asociadas comunmente con la respuesta de los cerdos al EC. Estas son las
proteinas mas abundantes en la célula y su funcién consiste en ayudar al correcto
ensamblado de las interacciones no covalentes en proteinas sintetizadas
recientemente para facilitar el plegado correcto (Gething y Sambrook, 1992). EI EC
severo podria incrementar la cantidad de proteinas desnaturalizadas vy
desequilibrar la homeostasis, que podria llevar a la disfuncién intracelular
(Yamaguchi et al., 2010). Pearce et al. (2014) reportaron un incremento en la
expresion de HSP90 en ileon de cerdos durante las primeras 2 a 6 h de exposicion
constante a 36 °C. Una respuesta similar fue observada en células Caco-2
expuestas 2 h a altas temperaturas (Dokladny et al.,, 2006). Recientemente
reportamos mayor abundancia de ARNm de HSP90 en cerdos expuestos a EC por
20 d, comparado con cerdos en condiciones termoneutrales (Morales, et al.,
2014). En el presente experimento la expresion de HSP90 en duodeno y en
musculo Longissimus fue cerca de 50 y 4 veces mas alta, respectivamente, en
cerdos con EC que en cerdos TNy. El incremento sustancial en la sintesis de
HSP90 en cerdos con EC hasta el término de los 20 dias de experimentacion,
sugiere que las HSP son componentes importantes del mecanismo de

aclimatacion a largo plazo. De manera adicional debido a que no se encontraron
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diferencias en el comportamiento entre los cerdos EC y TNy, estos resultados
sugieren un eficiente reciclado de proteinas funcionales como las HSP en cerdos.
Las respuestas a corto plazo (los primeros 3 dias de exposicion a alta TA)
de cerdos con EC se asocian con impactos negativos sobre la integridad y
fisiologia intestinal, la cual puede comprometer su capacidad de absorcion. Yu et
al. (2010) reportaron dafios considerables en las puntas de las vellosidades
intestinales (vellosidades con menos altura y criptas profundas) en yeyuno de
cerdos miniatura expuestos a temperaturas constantes de 40 °C por 5 h/d, durante
los primero 3 a 6 dias. Sin embargo, la informacion es limitada en lo que respecta
al efecto de la exposicion cronica por alta TA en los aspectos moleculares de la
capacidad de absorcion intestinal. Recientemente reportamos que cerdos
expuestos repetidamente a condiciones de temperatura extremadamente altas (40
a 45 °C) por 5 h/d o més, durante un periodo de 19 d, reducen la abundancia de
ARNm de b®*AT en yeyuno e higado comparéndolos con su contraparte con el
mismo nivel de alimentacion en condiciones termoneutrales (Morales et al., 2014).
Esta respuesta en yeyuno fue explicada como resultado de una probable
disminucién de la proliferacion de enterocitos (Yu et al.,, 2010). El presente
experimento tuvo una duracién de 20 dias, 10 dias mas después del tiempo en
gue se consideran aceptable para que los cerdos aclimaten al EC (Renaudeau et
al., 2010); ademas de que la maxima TA en la sala de calor estuvo en el rangos de
34 a 37 °C. La expresion de b®*AT en duodeno y yeyuno no se afectd por el EC,
pero la expresion de CAT-1 en higado fue de 23 veces mas elevada en cerdos
EC. La falta de respuesta al EC respecto a la expresion de b®*AT en el presente
experimento, sugiere que la expresion de genes en el intestino es dependiente de
la intensidad y duracién de las exposicién a altas temperaturas. Por otro lado, el
incremento en la expresion del transportador de glucosa mas abundante en el
intestino delgado, SGLT1, concuerda con el incremento de la concentracion de
glucosa en plasma de los cerdos durante la fase aguda de la exposicion al EC, de
acuerdo con lo reportado por Pearce et al. (2014). Esta respuesta podria indicar
un mecanismo celular para mantener la disponibilidad de glucosa y compensar la

reduccion de ingesta de glucosa causada por la disminucion del consumo de
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alimento. De manera adicional, la tendencia de los cerdos EC de incrementar la
expresion de GLUT4 en higado y musculo semitendinosus sugeriria un incremento
en la captaciébn de glucosa por estos tejidos. Los cambios combinados en la
expresion de CAT-1 vy el transportador de glucosa observados en el presente
experimento indican que los cerdos con EC hacen ajustes especificos para

mantener la disponibilidad de nutrientes para las células.

En conclusion, los resultados del presente experimento muestran que el
consumo voluntario de alimento permanece bajo mientras que las constantes
fisiolégicas FR y TC permanecen elevadas en cerdos aparentemente aclimatados
al EC comparados con los que se encuentran en condiciones termoneutrales. La
expresion de HSP90, CAT-1, SGLT1 y GLUT4, también se incrementan en
algunos tejidos en cerdos bajo EC. Estas alteraciones parecieran ser
componentes de una mecanismo permanente que los animales utilizan para
sobrellevar el EC. Contrariamente la expresion de grelina y leptina no es afectada
por el EC, sugiriendo que estas hormonas podrian no estar involucradas en la
reduccion del consumo de alimento en cerdos aclimatados al EC. Ademas
pareciera que el comportamiento de los cerdos EC no es afectado una vez que se
aclimatan a TA elevada.
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