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RESUMEN

Temperatura ambiental en valores superiores a los de temperatura de confort, provoca
estrés por calor (EC) en los animales que, ademas de afectar el rendimiento productivo,
podria afectar su salud intestinal. En esta investigacion se evalué el efecto del EC agudo
(ECA) y crénico (ECC) en el comportamiento productivo, hemograma y quimica
sanguinea, morfologia intestinal y expresion de expresion de proteinas de unién estrecha
(claudina-2, ocludina y zonocludina-1) del intestino delgado de cerdos en crecimiento. Se
emplearon 18 cerdos de 36 kg, alojados en jaulas individuales, recibiendo agua y alimento
balanceado ad libitum, asignados a 3 tratamientos: T1, Confort (16 dias en ambiente a
24 °C); T2: EC agudo (ECA, dos dias de EC, 33 + 4.8 °C) y T3, ECC (siete dias de EC,
33 + 4.8 °C). Al final de cada periodo los cerdos fueron sacrificados y se colectaron
muestras de sangre, mucosa intestinal y porciones sagitales y transversales del intestino
delgado (duodeno, yeyuno e ileon). ElI EC redujo la GDP (P=0.019) y CDA (P<0.001) de
los cerdos. En ECA la GDP fue menor (P=0.019) y la relacion C:G menos favorable
(P<0.040) en comparacion con el ECC. ElI ECA incrementd el conteo de linfocitos
(P=0.034), eritrocitos (P=0.008) y plaquetas (P<0.001). EI EC también incrementé la
concentracion sanguinea de urea (P=0.004), colesterol (P=0.062), calcio (P=0.003) y
fésforo (P<0.001). A nivel intestinal los cerdos en ECC presentaron acortamiento en la
altura de las vellosidades y profundidad de las criptas intestinales (P<0.05) en
comparacién con los cerdos en confort. El numero de células apoptoticas en cerdos ECC
se increment6 en 200 y 800% en epitelio de yeyuno e ileon respectivamente, mientras
que el numero de células productoras de mucina también fue mayor en duodeno y yeyuno
(P<0.05) en comparacién con cerdos en confort. La expresion de proteinas de union
estrecha (claudina 2 y ocludina) en ileon se redujo por efecto del EC (P<0.05). La
expresion de ocludina en yeyuno e ileon, y zonocludina-1 de los cerdos ECC fue mayor
que en los cerdos ECA (P<0.05). En conclusion, ademas de su efecto negativo en el
crecimiento animal, el EC modifica la estructura de las vellosidades intestinales, la
expresion de proteinas de unién estrecha, incrementa el numero de células en apoptosis

y la produccién de mucina.

Palabras clave: EC agudo, EC crénico, cerdos
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ABSTRACT

Enviromental temperatures above the thermo-neutral temperature of the animals cause
HS with negative effects on productive performance of the animals, and it could alter also
their intestinal health. The effects of acute (AHS) and chronic heat stress (CHS) on the
productive behavior, hemogram, blood chemistry, intestinal morphology and expression
of tight junction proteins (claudin-2, ocludin and zonocludin-1) of the small intestine of
growing pigs were evaluated. Eighteen pigs (36 kg), housed in individual cages, and
receiving water and balanced feed ad libitum were used and assigned to 3 treatments:
T1, thermoneutral (16 days in a room at 24°C); T2: acute HS (AHS, two days of HS) and
T3, CHS (seven days of HS). At the end of each period the pigs were slaughtered and
samples of blood, intestinal mucosa and sagittal and transverse segments of small
intestine (duodenum, jejunum and ileum) were collected. The HS reduced the ADG
(P=0.019) y FI (P<0.001) of the pigs. In AHS, the ADG was lower (P=0.019) and the F:G
ratio was higher (P<0.040) compared to CHS. AHS increased the count of lymphocytes
(P=0.034), erythrocytes (P=0.008) and platelets (P<0.001). Heat stress also increased the
serum concentration of blood urea (P=0.004), cholesterol (P=0.062), calcium (P=0.003)
and phosphorus (P<0.001). At the intestinal level, the villus height and depth of the
intestinal crypts were shorter in CHS (P<0.05) than in thermoneutral pigs. The number of
apoptotic cells in CHS pigs increased by 200 and 800% in jejunum’s and ileum epithelium
respectively, the number of mucin-producing cells was also higher in the duodenum and
jejunum (P<0.05) compared with thermoneutral pigs. The expression of tight junction
proteins (claudin-2 and occludin) in the ileum was reduced by the effect of the HS
(P<0.05). The occludin expression in jejunum and ileum, as well as zonocludin-1 in CHS
pigs was higher than in AHS pigs (P<0.05). In conclusion, in addition to its negative effect
on animal growth, at the intestinal level, HS modifies the intestinal villi structure, the
expression of tight junction proteins, and increases the number of cells in apoptosis and

the production of mucin.

Keywords: acute heat stress, chronic heat stress, pigs
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1. INTRODUCCION

La produccién intensiva de cerdos y ganado de carne en el noroeste del pais decae hasta
un 40% durante los meses de verano cuando se registran temperaturas que superan los
40°C. Esta temperatura supera la temperatura de confort de los animales domésticos,
quienes en consecuencia padecen estrés por calor (EC; Horowitz et al., 2004). El estudio
del EC se ha intensificado en los ultimos afios como una consecuencia del calentamiento
global. Actualmente, el interés en el EC se centra no solamente en conocer como se
afecta la produccién animal, sino también en analizar su efecto a nivel fisiol6gico intestinal
para establecer nuevas medidas de manejo de los animales domésticos con la intencién

de reducir el problema (Pearce et al., 2014).

En trabajos previos, se ha demostrado que durante el verano los cerdos tienen dificultad
no solo para mantener su temperatura corporal, sino también su temperatura intestinal
dentro de los limites normales para su especie (Arce et al, 2013). Se ha sugerido que
este problema podria tener varios efectos nocivos a nivel de epitelio intestinal, tales como:
pérdida o dafo directo de las vellosidades intestinales, modificacién de las proteinas
relacionadas con el mantenimiento de la integridad de las células de la mucosa intestinal,
respuesta inflamatoria para la reparacién del dafio al epitelio y modificacién de la flora
intestinal adaptada evolutivamente a las condiciones de temperatura del intestino del
cerdo, lo que podria favorecer el crecimiento de microorganismos patégenos que
facilmente dafien el epitelio. El dafo epitelial podria ser mas severo cuando los animales
se someten a EC en forma aguda, y con el paso de los dias, o en caso de exposiciéon

crénica, mostrar cierto grado de adaptacién a esta condicion (Pearce et al., 2013,2014).

En consecuencia, el objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto del EC agudo y
crénico en cerdos en crecimiento sobre sus parametros productivos, parametros

sanguineos e integridad del epitelio intestinal.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Estrés por calor

El EC es definido como el conjunto de alteraciones fisioldégicas, metabdlicas,
inmunologicas y de conducta que padecen los animales cuando se exponen a
condiciones de temperatura y humedad elevadas (Horowitz et al., 2004; Reneaudeau et
al., 2010). En condiciones de EC la temperatura ambiental se encuentra por encima de
un punto en donde el animal produce mas calor de la digestion y/o recibe mas calor del

entorno; que lo que es capaz de liberar al medio que lo rodea (Huynh et al., 2005).

Como se observa en la figura 1, cuando la temperatura y humedad se incrementan,
desencadenan el EC, que sera perjudicial para animales y humanos. Se han reportado
distintas fases (normal, alerta, peligro, emergencia) de EC; definiendo la fase de peligro,
como aquella en la que la temperatura critica superior (27°C), es el limite de un cambio
considerable en la produccién de calor. Durante esta fase se incrementa la tasa
respiratoria, el animal reduce el consumo de alimento, por consiguiente, existe una
disminucion en el crecimiento de cerdos en engorda y/o en la produccién de leche en

cerdas lactantes (Chambers, 2012).

A medida que se incrementa la temperatura interna del animal, se llega a un punto en
donde es imposible incrementar mediante la respiracién la pérdida de humedad (conocida
como fase de emergencia), debido a que la capacidad de eliminacién de calor por parte

del animal se encuentra al maximo.

En consecuencia, durante gran parte del afio en el norte y zonas tropicales de México,
asi como en gran parte del mundo, la produccién animal se lleva a cabo bajo condiciones
de temperatura y/o humedad elevadas, que generan EC de moderado a severo. Dichas
condiciones impactan negativamente la productividad, generando pérdidas econémicas
a la industria pecuaria, sobre todo durante los meses de verano cuando la temperatura

ambiental supera los 40° C (Le6n et al., 2005, Huynh et al., 2005). Especificamente en



cerdos se ha demostrado susceptibilidad a cambios ambientales, entre los que destaca
el EC (Pearce et al., 2014).

Humedad Relativa (%)

30
29
28 PELIGRO
27
26
25 ALERTA
24
23

22 NORMAL
21 [ | |

Temperatura (°C)

Figura 1. indices de EC para cerdos en crecimiento/engorda (Chambers, 2012).

Actualmente, a consecuencia del calentamiento global se requieren estudios para evaluar
los efectos del EC en animales y humanos, involucrando no solo el aspecto productivo,

sino también a nivel fisiologico y de salud, todo ello con el objetivo de establecer medidas

de manejo adecuadas para aminorar el problema.
2.2 Efecto del EC en la produccion, fisiologia y salud animal

El EC afecta a la ganaderia al reducir parametros productivos e incrementar los costos
en el cuidado de la salud de los animales. Los animales expuestos a temperatura
ambiental elevada, por arriba de su umbral de tolerancia, modifican su fisiologia para
mantener su temperatura corporal y superar el estrés. Estas modificaciones sugieren un
desvio de nutrientes para aclimatacion como medida de seguridad, en consecuencia, el
crecimiento y la produccion pasan a segundo término.



Algunos reportes en la literatura acerca del efecto del EC en los cerdos indican cambios
en su conducta y fisiologia, tales como reduccién en el consumo de alimento (Nyachoti
et al., 2004), incremento en la temperatura corporal e intestinal (Morales ef al., 2015) y
en la tasa respiratoria (Le Bellego et al., 2002; Pearce et al., 2013a). Estos cambios
podrian ocasionar también consecuencias metabodlicas importantes en diferentes

organos y sistemas (Zhang et al., 2002).

El EC ocasiona una marcada reduccion en el consumo de alimento en cerdos debido a
que se reduce la produccién de calor metabdlico (Pearce et al., 2013a). En este sentido,
Le Dividich et al. (1998) reportaron en cerdos una disminucion de entre 40 a 80 g/d en el
consumo voluntario de alimento, por cada grado centigrado de incremento de
temperatura ambiental, dependiendo de la raza, peso, dieta, asi como del rango de
temperatura ambiental estudiado.

Posteriormente, Huynh et al. (2005) confirmaron que el consumo de alimento en cerdos
de 60 kg de peso disminuye linealmente a partir de que la temperatura ambiental alcanza
los 23°C. Estos mismos autores concluyeron que el aumento en la temperatura
ambiental, por encima del de la humedad relativa, afecta marcadamente la fisiologia y
rendimiento del animal. Otros trabajos coinciden en que uno de los principales efectos
del EC agudo o crénico es una marcada reduccién en el consumo de alimento (Pearce
et al., 2013a, Huynh et al., 2005)

Se ha sugerido que al incrementar el indice temperatura-humedad, se increment6 la
temperatura rectal de las vacas lecheras por encima de sus umbrales criticos se ha
relacionado directamente con una disminucién en el consumo de alimento, y una
reduccion en la produccién de leche (West, 2003). Otros trabajos han demostrado que
cerdos expuestos a condiciones de EC tienden a incrementar su temperatura corporal en
aproximadamente 1°C por arriba de la temperatura corporal normal observada en su

especie (Liu et al., 2009; Pearce et al., 2013a).



El sistema nervioso central es el responsable de la respuesta fisiologica a la
termorregulacion del cerdo, debido a que las neuronas sensibles a los cambios de
temperatura se encuentran localizadas en el nucleo preoptico del hipotalamo (Downing y
Miyan, 2000). Dichas neuronas son las responsables de desencadenar los procesos

fisiolégicos para disipar el exceso de calor (Troy et al., 2010).

La vasodilatacion periférica es la primera respuesta fisioldégica de este proceso (Ooue et
al., 2007), asi como el aumento del flujo sanguineo hacia piel y extremidades, con lo cual
se recupera el estado normotérmico, continuando con la disipacion de calor mediante
respiraciones fuertes y rapidas (jadeo), y la pérdida de calor por evaporacién (Manteca,
1999). En cerdos expuestos a EC se han observado estos cambios, por ejemplo, Huynh
et al. (2005) observaron un incremento en la frecuencia respiratoria de hasta 150
respiraciones/min. Conviene mencionar que los cerdos poseen glandulas sudoriparas
queratinizadas, que les impide disipar el calor mediante la sudoracién, por lo que el
mecanismo para la disipacién del calor se realiza direccionando el flujo sanguineo hacia
la periferia (Alarcon et al., 2008). La redistribucion del flujo sanguineo hacia tejidos
periféricos, ocasiona una disminucién en la irrigacién de sangre hacia érganos internos
(p. €j., intestino), y en consecuencia hipoxia, deficiencia nutricional y susceptibilidad a
infecciones en esos 6rganos (Pearce et al 2013b). Como consecuencia, la combinacién
de todos estos cambios asociados a EC, también tiene un efecto inmunosupresor en los
cerdos (Sutherland et al., 2006).

Otro aspecto a considerar seria que el EC modifica la temperatura intestinal (Morales et
al., 2015) de los cerdos afectando la composicion y distribucion de la microflora, lo que
en consecuencia pudiera favorecer la proliferacion de microorganismos patégenos y

brotes de enfermedades infecciosas (Liu et al., 2009).

2.3 Efecto del estrés por calor a nivel celular

A nivel celular existe un grupo de proteinas, conocidas como proteinas de choque térmico

(HSP, por sus siglas en inglés: Heat Shock Proteins), las cuales representan entre el 1y



2% de las proteinas celulares en las células eucariotas bajo condiciones fisiologicas

normales.

Las HSP son proteinas inducidas por el estrés, principalmente como consecuencia de un
aumento en la temperatura ambiental o de otros factores estresantes (Sonna et al., 2002).
Su funcién consiste en unirse a proteinas mal plegadas, y ayudar a restaurar su

conformacién nativa (Bouchama y Knochel, 2002).

La familia de proteinas HSP es muy grande, y se pueden agrupar de acuerdo con su peso
molecular, secuencia de aminoacidos (Westman y Sharma, 1998), asi como por su
estructura y funcién (Park et al., 2000). Las principales proteinas de choque térmico son:
HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, y HSP27 (Arya et al., 2007), cada una con funciones
y localizaciones celulares independientes (Feige y Polla, 1994).

Se cree que la proteina HSP90 juega un papel crucial en la termotolerancia celular (Deb
et al., 2014) y la HSP70 en la crioproteccién (Volloch y Rits, 1999). Esta Ultima
frecuentemente es utilizada como biomarcador de la magnitud y duracién del EC en las
células (Mizzen y Welch, 1988). Sin embargo, si el dafio por exposicion al calor no puede
repararse, a consecuencia de una catastrofe mitética, se inducira la apoptosis (Roti,
2008).

Una sobreexpresion de HSP70 protege las células epiteliales intestinales de agentes
téxicos y condiciones ulcerosas en la mucosa intestinal (Oyake et al., 2006), en esta
condiciéon se favorece la recuperacion de ulceras, ya que incrementa la proliferacién
celular, inhibe la apoptosis de células y acelera la sintesis proteica (Pierzchalski et al.,
2006).

Algunos reportes indican que la exposicion al calor por tiempos prolongados, incrementa
la produccién de radicales libres de oxigeno e induce estrés oxidativo, lo que puede
generar toxicidad (Bernabucci et al., 2002; Lord-Fontaine and Averill-Bates, 2002). La
sobreproduccién de iones metalicos de transicion (TMI) generados por incremento en la
carga térmica, aumenta la tasa de liberacion de hierro de la ferritina (Belhadj et al., 2015).
Estos iones pueden donar electrones (e°) al oxigeno y formar el anién superéxido (0°) y

peréxido de hidrégeno (H202) (Agarwal y Prabhakaran, 2005). De acuerdo con la reaccién



de Fenton, el H202 se reduce aun mas al radical hidroxilo (OH"), el cual es altamente
reactivo (Liochev y Fridovich, 1999).

Fe?* + H202 «— Fe3* + OH + OH °

Un incremento descontrolado en los radicales libres provoca reacciones en cadena que
se dirigen de forma indiscriminada y danan la estructura molecular de las proteinas
(Stadtman y Levine, 2000), lipidos (Rubbo et al., 1994), polisacaridos (Kaur y Halliwell,
1994) y acidos desoxirribonucleico (DNA; LeDoux et al., 1999).

Lipidos Proteina
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Bicapa de fosfolipidos Hibres Ambiental
alterada
ry ™,
Antioxidantes Endégenos Enzimas antioxidantes
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P +++++

Figura 2. EC y la produccién de radicales libres (Belhadj et al., 2015).

En consecuencia, el incremento en los niveles de radicales libres producidos durante el
EC provoca un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como superoxido
dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa (Belhadj et al., 2015). Asi también la célula
hace un mayor uso de antioxidantes endégenos como glutation, vitaminas (E, Cy A) y -
caroteno (Kumar et al., 2011, Pandey et al., 2012). En la Figura 2 se resumen estos

mecanismos. En resumen, el EC puede considerarse citotéxico, ya que altera moléculas



biolégicas, funciones celulares, induce dafo celular oxidativo y activa la muerte celular

mediante apoptosis y/o necrosis (Du et al., 2008; Pandey et al., 2012).

2.4. Efecto del estrés por calor en el metabolismo de lipidos y proteinas

El EC altera el metabolismo energético de los organismos. Se ha documentado un
incremento en la retencién de lipidos en las canales de rata (Schmidty and Widowson,
1967), pollo (Geraert et al., 1996) y cerdo (Heath, 1983) cuando estos se expusieron a
condiciones de EC. Asi también, reportes en literatura han demostrado que el EC reduce
la concentracién de acidos grasos no esterificados (NEFA: por sus siglas en ingles),
derivados de la lipolisis y movilizacién de grasas, en ratas (Sanders et al., 2009), cerdos

(Pearce et al, 2011) y ganado bovino (Schwartz et al., 2009).

Algunos estudios en ratas han demostrado que el EC reduce la velocidad lipolitica in vivo
y la actividad in vitro de enzimas lipoliticas (Torlinska et al., 1987). Asi mismo, Christon
(1988), report6é en cerdos el EC incrementé la lipasa lipoproteica del tejido adiposo, lo
que indicaria un incremento en capacidad de liberar acidos grasos a partir de los

triglicéridos almacenados.
2.4.1 Metabolismo de lipidos

El metabolismo de los lipidos también se ve afectado por condiciones de EC crénico.
Reportes en la literatura aseveran que la oxidacion de grasas en diferentes especies se
reduce; por ejemplo, bajo condiciones de EC, los niveles basales de acidos grasos no
esterificados se redujeron en roedores (Sanders et al., 2009), cerdos (Pearce et al., 2011)
y vacas lecheras (Schwartz et al., 2009). Aparentemente la reduccion en la actividad
lipolitica del tejido adiposo funciona como mecanismo de adaptacion de la generacion del
calor, en animales expuestos a EC. Esta observacién es apoyada por Sanders et al.,
(2009), quienes ademas demostraron que bajo condiciones de EC se incrementa la
actividad de la lipasa lipoproteica del tejido adiposo, lo cual sugiere que los animales

hipertérmicos tienen una mayor capacidad de almacenamiento de triglicéridos.



En roedores (Katsumata et al., 1990), pollos (Geraert et al., 1996) y en aves de corral en
crecimiento (Lu et al., 2007), mostraron una mayor acumulacién de grasa cuando los

animales fueron criados bajo condiciones de EC.
2.4.2 Metabolismo de proteinas

Algunos autores mencionan que el EC disminuye la acumulacion de proteina e
incrementa la ganancia de grasa corporal (Ain Baziz et al., 1996; Geraert et al., 1996).
Yunianto et al., (1997), reportaron que la acumulacién de proteina disminuye en
condiciones de EC en pollos, lo cual podria estar regulado a diferentes niveles, ya sea
desde su transcripcioén (Jacob, 1995), tasa de protedlisis y/o recambio de proteina (Tenim
et al., 2000).

La duraciéon de exposicién al EC también afecta de forma distinta a los animales
hipertérmicos (Gonzalez-Esquerra y Leesson, 2005). Por ejemplo, se ha observado que
la exposicion corta a EC, incrementa el catabolismo de proteinas, lo cual se relaciona con
los incrementos en la concentracién de acido urico en plasma, disminucién de la sintesis
de proteinas, retencidén de nitrégeno, asi como una disminucién en las concentraciones
plasmaticas de acido aspartico, serina, tirosina y cisteina (Tabiri et al., 2000). Asi mismo
a la exposicion al EC crénico, se le atribuye la disminucién en la sintesis de proteinas,
recambio de proteinas, bajos niveles de aminoacidos en plasma (especialmente
aminoacidos de cadena ramificada) y altos niveles en suero de aspartato, acido glutamico
y fenilalanina (Geraert et al., 1996; Temim et al., 2000).

Le Bellego et al., (2002) demostraron que existié6 una mayor acumulacién de grasa en
cerdos a los que se les ofreci6é una dieta alta en grasa y energia en comparacion con a
los animales que se les ofrecié una dieta alta en proteina. Ademas de que los incrementos
del catabolismo de proteinas bajo condiciones de EC crénico es probable que produzcan

glucosa mediante la via de la gluconeogénesis.
2.4.3 Metabolismo de carbohidratos

Los carbohidratos son fuente de energia rapidamente disponible, que pueden convertirse
en intermediarios metabdlicos y emplearse en la sintesis de reacciones o produccién de

ATP. El proceso de sintesis de ATP es altamente regulado e involucra tres vias
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metabdlicas distintas: la glicolisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y fosforilacién
oxidativa (Horton et al, 2008).

La severidad y duracion del estrés podrian afectar los niveles de glucosa en sangre.
Algunos reportes en literatura indican que el EC no modifica la concentracion de glucosa
en sangre de pollos (Lin et al., 2000) y ratas (Miova et al., 2013). Sin embargo, se ha
observado un nivel reducido de glucosa circulante en bovinos expuestos a EC crénico
(Ithon et al., 1998; Settivari et al., 2007; O'Brien et al., 2010), y en ovinos en EC agudo
(Achmadi et al., 1993). Los aumentos en la entrada al “pool” de glucosa junto con el
descenso de glucosa en sangre, puede sugerir una tasa mas elevada de salida de
glucosa a circulacién sanguinea (Belhadj Slimen et al., 2015); por lo cual se considera a
la glucosa como combustible preferido de los animales expuestos a EC (Belhadj Slimen
et al., 2015).

Al incrementarse la reduccion de la oxidaciéon de acidos grasos, los animales expuestos
a EC; son mas dependientes de glucosa para cubrir sus necesidades energéticas.
Considerando la disminucién tanto en el consumo de alimento, asi como en los niveles
de glucosa en sangre, estos se ven comprometidos para cubrir las variables de
produccion (lactancia y crecimiento; Baumgard y Rhoads, 2007). Por lo tanto, animales
como vacas (Moore et al., 2005), pollos (Simmons et al., 1997) y conejos (Szendr, 2008)

entran en un estado de balance energético negativo.

A consecuencia de la exposicion corta a EC se ha observado una reducciéon en la
actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos con menor excrecion urinaria de succinato,
citrato y 2-oxoglutarato (Gandhi et al., 2001); asi como menor abundancia del ARNm en
musculo esquelético de la piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (PDK4) y lactato
deshidrogenasa quinasa (LDH; Sanders et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior Streffer (1988) ya habia reportado que la relacién
lactato/piruvato y NADH/NAD+ se incrementa durante el EC, lo que indica que la entrada
del piruvato al ciclo de los acidos tricarboxilicos a través del complejo piruvato

deshidrogenasa se altera en EC.
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Ademas, Downs y Heckathorn, (1998), reportaron que el EC inactiva el complejo | de la
cadena transportadora de electrones a nivel mitocondrial, lo cual produce una disociacion
en los componentes mas pequefios, alterandose asi la sintesis de ATP (Belhadj Slimen
et al., 2015).

El EC agudo incrementa la glicogendlisis y disminuye la gluconeogénesis (Miova et al.,
2013). Wheelock et al., (2008) y O'Brien et al., (2010) reportaron incrementos en la
expresion hepatica del gen de piruvato carboxilasa bajo condiciones de EC crénico; la
piruvato carboxilasa es una enzima limitante que regula la velocidad en la que ingresa

alanina y lactato en la gluconeogénesis.

La insulina es importante en la regulacion del reparto de nutrientes en la post-absorcion,
ya que es un potente regulador del metabolismo de lipidos y carbohidratos (Belhadj-
Slimen et al., 2015).

En este contexto Tang et al., (2013), reportaron una disminucién en la concentracién de
insulina en pollos expuestos a EC cronico. Ademas, se han registrado incrementos en los
niveles de insulina en roedores (Morera et al., 2012), cerdos (Pearce et al., 2011), pollos
de engorda (Yuan et al., 2008).

El incremento en el nivel de insulina en sangre durante el EC cronico, se relaciona con la
disminucion en la concentracién de glucosa circulante, menor actividad lipolitica e
incremento en la lipogénesis del tejido adiposo (Belhadj Slimen et al., 2015). En
consecuencia, el incremento en la sensibilidad a insulina podria ser un mecanismo de
adaptacion empleado para disminuir la produccién de calor, de manera que la oxidacién

de la glucosa se vuelve mas eficiente (Baldwin et al., 1980).

En el presente trabajo se evaluo6 el efecto del EC en la histologia e integridad del epitelio
intestinal de los cerdos, por lo que se procedera a discutir acerca de la estructura y
fisiologia del intestino delgado, asi como de las caracteristicas y mecanismos de defensa
del epitelio intestinal.
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2.5 Intestino delgado

El intestino delgado es un érgano tubular que transporta el bolo alimenticio del estbmago
hacia el colon, y por tanto, este 6rgano es el principal responsable de la absorcion de
nutrientes. Las propiedades activas y pasivas de la pared o mucosa intestinal, son de

vital importancia para cumplir las funciones del intestino delgado (Chen et al., 2008).
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Figura 3. Representacion esquematica del intestino del cerdo (Kénig y Liebich., 2004)

2.5.1 Anatomia del intestino delgado en cerdos

El intestino delgado esta conformado por tres porciones: duodeno, yeyuno e ileon. En
cerdos adultos el intestino delgado tiene una longitud de 16 a 21 m, de los cuales el 4 al
5% corresponde al duodeno, del 88 al 91% al yeyuno y del 5-6% el ileon (Lewis y
Southern., 2000).

2.5.2 Duodeno

El duodeno es el lugar donde la digesta del estbmago se mezcla con las secreciones de

intestino, higado y pancreas. La bilis llega al intestino a través del conducto biliar que se
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une al ducto pancreatico principal (de Wirsung) y ambos desembocan en el duodeno a
través de la ampula hepatopancreatica (de Vater), localizada a 15 cm del piloro del

estbmago (Lewis y Southern., 2000, Ross and Pawlina, 2011).
Se han descrito cuatro subdivisiones del duodeno:

a) La primera porcién, el bulbo duodenal, es el segmento anterior mas proximal al
estébmago.

b) La parte descendente o segunda, donde desembocan el conducto biliar comun y
los ductos pancreaticos mayor y menor.

c) La porcién horizontal o tercera.

d) Porcién ascendente o cuarta.

El duodeno termina en el ligamento de Treitz, donde gira hacia la cavidad peritoneal. El
resto del intestino delgado es intraperitoneal, hasta que ingresa al colon en la valvula

ileocecal (Carneiro y Junqueira, 2017).

Yeyuno e ileon estan suspendidos por un mesenterio delgado en la cavidad abdominal
que permite los movimientos del intestino delgado. No existe una demarcacion distintiva

entre yeyuno e ileon (Carneiro y Junqueiro, 2017).
2.5.3 Yeyuno

El yeyuno es largo, mide entre 14 y 19 metros de longitud y comprende un gran numero
de pequefias asas (Lewis y Southern, 2000). Las asas yeyunales se encuentran unidas
por un largo mesenterio y ocupan la parte caudoventral de la cavidad abdominal, y
comparten este espacio con el colon ascendente. Como este ultimo esta situado a la
izquierda del mesenterio, el yeyuno se localiza principalmente a la derecha, aunque
algunas de sus asas pueden tener contacto con la pared izquierda del abdomen, craneal

y caudalmente al colon ascendente (Climent et al., 2005).
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Figura 4. Histologia del intestino delgado, Vista macroscépica del intestino

delgado que muestra los pliegues circulares de la mucosa (Foto: Lamps, 2007).

El yeyuno ocupa la porcion anterior izquierda del abdomen. ElI examen visual de la
superficie luminal del intestino delgado revela pliegues de la mucosa, las plicas circulares

(Fig.4), las cuales son mas numerosas en yeyuno proximal.

La mucosa del yeyuno y del ileon esta provista de nddulos linfaticos solitarios y
numerosas placas de Peyer (nédulos linfaticos agrupados). Estas ultimas se disponen a

modo de bandas prominentes.
2.5.4. ileon

El ileon puede ser diferenciado del yeyuno, por las capas musculares un poco mas
gruesas, asi como por y la union al intestino grueso. El ileon se localiza en la parte inferior
derecha del abdomen y en la parte superior de la pelvis. Los pliegues circulares
disminuyen en numero en el intestino delgado distal y estan ausentes en el ileon terminal
(Carneiro y Junqueira, 2017). Aunque tienen caracteristicas morfolégicas distintivas,
duodeno, yeyuno e ileon, comparten muchas caracteristicas en comun (Lewis y
Southern, 2000).
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El intestino delgado se contintia hacia el colon en la valvula ileocecal, conformada por
dos bordes semilunares que sobresalen en el ciego. La valvula ileocecal proporciona una
barrera al flujo retrégrado de contenido del colon al intestino delgado, y determina la
angulacién entre el ileon y el ciego, se mantiene por los ligamentos ileocecales superiores

e inferiores.

La arteria mesentérica superior suministra sangre oxigenada al duodeno distal, a todo el
yeyuno e ileon. Las venas siguen a la distribucién arterial. La vena mesentérica superior

se une a la vena esplénica para formar la vena porta.

El drenaje linfatico del intestino circula paralelo a los respectivos suministros de sangre a
los ganglios linfaticos de las regiones celiaca, pre-aértica superior e inferior pre-adrtica.

El drenaje linfatico prosigue a la cisterna del quilo y luego a través del conducto toracico
a la vena subclavia izquierda. La entrada neural simpatica en el intestino delgado es
transportada por el plexo celiaco y mesentérico superior, mientras que el suministro
parasimpatico se deriva de las ramas distales del nervio vago; estos dos siguen de cerca

el flujo via arterial a la pared del intestino (Carneiro y Junqueira, 2017).

2.6 Histologia del intestino delgado

Las paredes del intestino delgado estan formadas por cuatro capas, que del interior hacia

el exterior son: mucosa, submucosa, muscular y serosa (Mowat y Viney, 1997).

2.6.1 Mucosa

La mucosa intestinal participa en los procesos de digestion-absorcion de nutrientes y
provee una barrera fisicoquimica, metabdlica e inmunoldgica contra la entrada de
compuestos xenobiéticos, macromoléculas y microorganismos en el organismo (Soraci
et al., 2010).

La mucosa conforma el revestimiento interno del intestino delgado, y presenta una serie
de pliegues o vellosidades intestinales que forman proyecciones de la mucosa, en
direccion al lumen del intestino delgado, y entre ellas existen pequefas aberturas de
glandulas tubulares simples denominadas criptas (Junqueria y Carneiro, 2011).
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Las vellosidades intestinales, ademas de contribuir para la defensa contra una infeccion,
también tiene como funcién aumentar la superficie de absorcidon de los nutrientes

previamente digeridos (Pluske et al., 1997).
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Plexo submucoso (de Meissner)
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- Capa subserosa
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Figura. 5 Capas del tubo digestivo del interior al exterior: mucosa, submucosa,

muscular y serosa o adventicia (Tomado de DiFiore, 2005).

Tanto las vellosidades como las criptas se encuentran recubiertas por una capa continua
de células epiteliales (enterocitos), dispuestas en forma de monoestrato en combinacién
con células endocrinas, inmunes y células globulares productoras de mucus. La
morfologia epitelial cambia a lo largo del tracto gastrointestinal, pero basicamente
consiste en una region de criptas (donde se encuentran las células madres y de Paneth,
que participan en funciones de defensa) y una regioén apical (vellosidad) donde las células
se encuentran en diferente grado de diferenciacion y funcion (Soraci et al., 2010).
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Los enterocitos comienzan su diferenciacion en las criptas intestinales y van migrando a
lo largo de las vellosidades. Conforme migran, las células maduran y pasan de células
relativamente indiferenciadas en las criptas a células altamente especializadas absortivas
en las vellosidades. El largo de las vellosidades es determinado por la velocidad en la
cual las células perdidas en el apice son sustituidas por las células de las criptas (Herdt,
2014).

Cuando las células epiteliales alcanzan la madurez mueren y son liberadas al lumen
intestinal. La velocidad de recambio de las células del epitelio intestinal del cerdo es muy

rapida, y oscila entre 2 a 5 dias (Soraci et al., 2010).

2.6.2 Submucosa

La submucosa es una capa de tejido conectivo fibroso que contiene fibroblastos,
mastocitos, vasos sanguineos y linfaticos y un plexo de fibras nerviosas (plexo de
Meissner) compuesto de fibras simpaticas no mielinizadas, posganglionares y células

ganglionares parasimpaticas (DiFiore, 2005).

Dentro del duodeno inmediatamente distal al canal pilérico abundan las glandulas
mucosas submucosas, denominadas glandulas de Brunner, las cuales se abren a las
criptas intestinales y morfolégicamente son parecidas a las glandulas piléricas. Dichas

glandulas secretan iones bicarbonato, glicoproteinas y pepsinogeno Il (DiFiore, 2005).

2.6.3 Muscularis propia

La capa muscular o muscularis propia, principalmente responsable de la contractilidad,
consiste en dos capas de musculo liso: una capa interna circular y una capa externa

longitudinal dispuesta en un patron helicoidal (DiFiore 2005).

2.6.4 Serosa

La serosa es la capa mas externa; forma una cubierta del tejido conectivo constituida de
una sola capa de células mesoteliales (DiFiore, 2005).
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2.7 Barrera intestinal

En general, la funcion de la barrera intestinal es evitar que patégenos y moléculas pro-
inflamatorias, como toxinas y otros antigenos entren a tejidos subepiteliales y de ahi a la
circulacion (Turner, 2009). Existen muchos factores que lesionan o alteran a la barrera
intestinal en animales, por ejemplo, isquemia o sepsis (Dunlop y Malbert, 2007).

2.7.1 Anatomia de la barrera intestinal

Los elementos que conforman la barrera intestinal se clasifican en funcion de su
naturaleza y localizacién anatoémica en elementos extracelulares y celulares (Figura 5;
Salvo-Romero et al., 2015).

2.7.2 Elementos extracelulares

La luz intestinal es considerada la primera linea de defensa del tracto gastrointestinal, ya
que en ésta se localizan los microorganismos y antigenos que son degradados
inespecificamente por accién del pH, secreciones gastricas, pancreaticas y biliares. A

continuacién se describen algunos de estos elementos.

» Enzimas digestivas: Proteasas, lipasas, amilasas y nucleasas, tienen accién
toxica sobre los microorganismos mediante la destrucciéon de la pared celular
(Sarker y Gyr, 1992).

» Microclima: Capa de moco, agua y glicocalix de aproximadamente 100 micras de
espesor, secretado principalmente por las células caliciformes con propiedades
hidrofobas y tensoactivas, que previene la adhesion de bacterias entéricas al

epitelio intestinal (Qin et al., 2008).

» Capa de moco agitada: Capa que contiene secreciones mucosas ricas en
péptidos antibacterianos y previene la adhesion a la mucosa y la invasién
transepitelial posterior por parte de microorganismos (Bevins y Salzman, 2011,
Antoni et al., 2013).
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» Inmunoglobulina A secretora (IgAs): sintetizada por células plasmaticas de
lamina propia (Brandtzaeg, 1995).

» Productos antimicrobianos: secretados por las células de Paneth, como
fosfolipidos, mucinas cargadas negativamente y péptidos con actividad frente a
bacterias, levaduras, hongos, virus e incluso células tumorales, como los péptidos

trébol, catelicidinas, ribonucleasas y defensinas (Bevins y Salzman, 2011).

» Péptidos antimicrobianos: Provocan lisis bateriana, mediante la formacién de
poros en la membrana (Elphick y Mahida, 2005, Lence et al., 1997).
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Figura 6. Componentes celulares y moleculares de la barrera intestinal (Salvo-Romero
et al., 2015).

» Defensinas: Modulan la composicién de la microbiota y la conformacion de la
respuesta inmunitaria adaptativa (Salzman et al., 2010).
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» Glicocalix: Facilita la absorcion de nutrientes, mantiene la hidratacion epitelial y
protege el revestimiento epitelial de las fuerzas de cizallamiento luminales y de las

enzimas digestivas (Ugolev y De Laey, 1973).

» Secrecion de cloro y agua a la luz intestinal: llevada a cabo por los enterocitos,
impide la colonizacion bacteriana y ralentiza la translocacion de antigenos a la
lamina propia, ejerciendo un efecto de dilucién sobre el contenido intestinal (Chang
y Rao, 1994).

» Peristaltismo: ejercido por las capas musculares del intestino, evacua el
contenido luminal, disminuyendo su permanencia, y por lo tanto, el de las posibles
sustancias tdxicas/patdbgenas presentes en la luz del intestino (Salvo-Romero et
al., 2015).

2.7.3 Elementos celulares

Los elementos celulares actian de forma especifica o inespecifica, a continuaciéon se

describen los principales elementos.

» Flora intestinal: Componente esencial de la barrera intestinal que influye en el
metabolismo, proliferaciéon y mantenimiento de la barrera epitelial (Neish, 2008).
Limita la colonizacién por parte de agentes patégenos compitiendo por nutrientes
y por el nicho ecolégico, modificando el pH y produciendo sustancias
antimicrobianas las cuales permiten la comunicacién entre especies y la
optimizacion de la cantidad de microorganismos benéficos (Neish, 2008),
adquisicion de nutrientes y regulacién de energia (Palmer et al., 2007), e influye
en respuesta inflamatoria, reparacion epitelial y la angiogénesis (Tappenden y
Deutsch, 2007).

> Epitelio intestinal: Monocapa de células epiteliales especializadas y polarizadas

que se renueva cada 3 a 5 dias (Soraci et al. 2010).
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» Células madre epiteliales pluripotentes residen en la base de las criptas (criptas
de Lieberkuhn) y generan células que migran hacia la punta de la vellosidad donde
se lleva a cabo la diferenciacion final (Booth y Potten, 2000). La mayoria de las
células que forman la monocapa (alrededor del 80%) son enterocitos.

» La diversidad de funciones que el epitelio intestinal lleva a cabo se pone de
manifiesto por la presencia de otros tipos celulares especializadas en la secrecién
de moco (células caliciformes), de defensinas (células de Paneth), de hormonas y
neuropéptidos (células enterocromafines) y hormonas y neuropéptidos (células
entrerocromafines) y células especializadas en la captacion de antigenos de la luz
intestinal, situados en la superficie de agregados linfoides (células M; Van Der Flier
y Clevers, 2009).

» Enterocitos: Elementos clave en el revestimiento epitelial, adaptados para
desarrollar la funcion digestiva y el mantenimiento de la integridad fisica de la
barrera. También intervienen en el desarrollo de la actividad inmunologica ya que
expresan receptores implicados en la respuesta inmune innata (Pott y Hornef,
2012).

En la region subepitelial se encuentra lamina propia, que alberga células del sistema

inmunitario, sistema nervioso entérico y tejido conectivo.

» Células inmunitarias del tracto gastrointestinal conforman el denominado
tejido linfoide asociado a intestino (gut- associated lymphoid tissue, GALT), que se
divide en dos compartimentos: GALT organizado, inductor de la respuesta
inmunitaria y GALT difuso, efector de la respuesta inmunitaria (Cerruti y Rescigno,
2008).

» GALT organizado: Compuesto de estructuras linfoides, principalmente foliculos,
placas de Peyer y ganglios mesentéricos (Cerrutti y Rescigno, 2008). El epitelio
que cubre las placas de Peyer contiene células M, las cuales desempefian
funciones en la monitorizacion de la luz intestinal y el mantenimiento de la funcién

de la barrera intestinal. Debido a sus caracteristicas Unicas en la formacion de
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micropliegues o la reducida capa de moco, facilitan la captura de antigenos vy
microorganismos luminales y su presentacion a la células inmunitarias subyacente
(Corr et al., 2008, Miller et al., 2007).

GALT difuso: Formado por dos poblaciones de leucocitos distribuidos a ambos
lados de la membrana basal. Los linfocitos intraepiteliales, mayormente células T
CD8+, se localizan entre las células epiteliales, por encima de la membrana basal,
cuya funcioén es supervisar y responder frente a bacterias y antigenos luminales
(Gill et al., 2011).

Linfocitos de lamina propia residen junto a otros tipos leucocitos, tales como
eosindfilos, células dendriticas, mastocitos y macrofagos, principalmente. Estos
linfocitos constituyen una poblacién heterogénea, siendo aproximadamente el 50
% células plasmaticas y el 30% linfocitos T, que a su vez se pueden subdividir en

distintos tipos segun el patrén de citoquinas secretado (Gill et al., 2011).

Tejido conectivo es el tejido adyacente al epitelio, en el que residen células
inmunitarias, neuronas, vasos sanguineos y fibroblastos. Los fibroblastos
mantienen la matriz extracelular, principalmente mediante la secrecién de
colageno y metaloproteinasas, y tienen un papel fundamental en la proliferacion
del epitelio intestinal, gracias a la produccion del factor de crecimiento de
hepatocitos (Goke et al, 1998), contribuyendo activamente al mantenimiento de la

funcién barrera intestinal.

Sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso entérico (SNE), coordinan
las funciones digestivas y el mantenimiento de la homeostasis intestinal
directamente a través de la liberacién de neurotransmisores e, indirectamente, a
través de la interaccion neuro-inmunolégica (Salvo-Romero et al., 2010; Furness,
2000).

El SNE organizado en una red interconectada de neuronas y células gliales que
se agrupan en los ganglios situados en el plexo mesentérico (de Auerbach) y el
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plexo submucoso (de Meissner). EI SNE esta en estrecho contacto con las células
epiteliales intestinales y las células neuroendocrinas, modula la respuesta
inflamatoria y colabora con el sistema inmunolégico en la respuesta a patégenos.
El SNE se compone de neuronas sensoriales, interneuronas y neuronas motoras,
que controlan el peristaltismo, los cambios locales en el flujo de sangre y la
secrecidon de agua y electrolitos (Furness, 2000).

La participacion del SNE en la funcién barrera es fundamental gracias al control
de la actividad motora y secretora, asi como en la microcirculaciéon y la actividad
inmunoldgica, lo que le permite participar en el control de la homeostasis intestinal.
Dicha comunicacion es posible mediante mediadores quimicos, tales como
neuropeptidos, neurohormonas, neurotransmisores, citocinas, quimiocinas,
factores de crecimiento y otras moléculas reguladoras (Flemstrém y Sjéblom,
2005).

2.8 Componentes transmembranales de las uniones estrechas

Las uniones estrechas son uniones intercelulares, cuya funcion es el mantenimiento de
la barrera y polaridad epitelial. Ellas limitan la traslocacién de microorganismos y sus
toxinas desde la region apical hacia la regién basolateral de las membranas que limitan
(Balda y Matter, 2008; Schulzke y Fromm, 2009).

Las uniones estrechas estan constituidas por complejos multiproteicos de cuatro familias
de proteinas transmembrana: ocludina, claudinas, moléculas de adhesién (junctional

adhesion molecules, JAM) y tricelulina (Figura 7).

Las uniones estrechas tienen dos funciones mutuamente excluyentes: funcién de barrera,
que previene la mezcla de proteinas de membrana entre la membrana apical y
basolateral, asi como una funcién de puerta que controla el paso paracelular de iones y
solutos entre las células (Hartsock y Nelson, 2008). Dichas uniones contienen dos tipos
de proteinas transmembranales: ocludinas y claudinas, que le confieren estas funciones,
y proteinas citoplasmaticas asociadas que pueden unir uniones estrechas con el
citoesqueleto de actina y las uniones adherentes (Hartsock y Nelson, 2008).
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Figura 7. Representacién de las uniones intercelulares (Salvo Romero et al., 2015).

2.8.1 Ocludina: Las ocludinas son proteinas transmembana de aproximadamente 65kD,

formadas por 4 dominios transmembrana.
Estructura:

» Estructura 3D de la region C-terminal de la ocludina y complejo de ZO-1 PDZ3-
SH3-U5-GuK/dominio CC ocludina (Tasch et al., 2012).

» Dominios marvel que regulan la oligomerizacién cis via residuos de cisteina, media
la insercion dentro de membrana (Yaffe et al., 2012).

» ECL2: sensible a redox, con funcién en la homo-oligomerizacién, puente disulfuro
intraloop (Bellman et al., 2014)

» Dominio CC de C-terminal interactua con ZO-1 (Muller et al., 2005),

» Ubiquitinacién por ubiqutin ligasas E3: Nedd4-2 (Raikwar et al., 2010)
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» Vida media: aproximadamente 6.2 h (Ramirez et al., 2013); fragmentado por
MMPs

Estas pueden formar una barrera paracelular mediante la polimerizacién lateral en la

membrana para crear una linea continua de adhesién entre células (Furuse et al., 1993).

La localizacién de la ocludina en las uniones estrechas se encuentra regulada por la
fosforilacion de células epiteliales como endoteliales (Sakakibara et al., 1997). La
ocludina no fosforilada se localiza tanto en la membrana basolateral como en vesiculas
citoplasmicas, mientras que la ocludina fosforilada se localiza en las uniones estrechas
(Sakakibara et al., 1997).

Aspectos funcionales:

» La ocludina es un elemento regulador de las uniones estrechas, por lo cual tiene
estrechas regulaciones y la fosforilacién es probablemente la mas importante de
las modificaciones postraduccionales que contribuye a su funcién (Haseloff et al.,
2015).

» Es requerida por las células para transducir las sefales de las citocinas como
TNF-a e IFN-y (Van ltalie et al., 2010).

» El extremo carboxilo terminal del dominio espiral de la bobina ha mostrado ser
elemento fundamental de senalizacion inducida por TNF-a (Buschmann et al,,
2013).

» Actua como sensor de 6xido-reduccion en las uniones estrechas (Bellmann et al.,
2014)

2.8.2 Claudinas:

Las proteinas pertenecientes a la familia de las claudinas son los componentes
principales de las uniones estrechas. La familia de las claudinas consiste en al menos 24
miembros que van desde 20-27 kDa (Schneeberger et al., 2004, Van ltallie y Anderson,
2006).
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Estructura:

Interaccién cis-/trans- homo-/heterofilica con Claudinas/Proteinas Marvel asociadas a

uniones estrechas (Cording et al., 2011, Piontek et al., 2011).

» Fosforilacién: PKC, PKA, PKC atipico; por lo tanto, la entrada a las uniones
estrechas, incrementa la barrera; proteina fosfatasa PP2A es eliminada de las
uniones estrechas, desfosforilacion por lo cual disminuye la barrera (Numbhakdi-
Craig et al., 2002), mientras que cAMP aumenta la fosforilacién y disminuye la

expresion (Ishizaki et al., 2003).
Funciones:

» Estrechez paracelular (Milatz et al., 2010).

» Senalizacibn Wnt/B-catenina propicia incrementos de claudina 3 y por lo tanto
maduracion de la barrera, aumenta las uniones estrechas, aumenta la barrera
(Hashimoto et al., 2008).

» Claudina 2 regula la permeabilidad solamente de cationes pequefios como Na*y
K*, pero no para aniones y moléculas mayores que 1800 Da, se piensa que forma

canales selectivos de cationes en las uniones estrechas (Amasheh et al., 2002).

2.8.3 Zonocludinas (ZO)

Z0-1, ZO-2 y ZO-3 son miembros de la familia MAGUK (homodlogos de la guanilato

quinasa asociado a membranas)
Estructura:

» Con dominios de uniéon adherentes y proteinas de unién estrecha ademas del
citoesqueleto de actina. La familia MAGUK se caracteriza por su dominio PDZ,

dominio SH3 y dominio homdélogo de guanilato quinasa (Funke et al., 2005).
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Funciones:

» Proteinas de andamiaje, estudios de unién in vitro han demostrado que ZO-1
(Fanning et al., 1998, Furuse et al., 1994) y ZO-2 (Ithon et al., 1999) interactuan
con la ocludina y una segunda unién especifica de MAGUK, ZO-2 y F-actina.

» Se ha propuesto que ZO-1, es una proteina de andamiaje entre proteinas
transmembrana y citoplasmaticas y probablemente forme un vinculo entre uniones
estrechas y adherentes (Fanning et al., 1998)

» Interactuan directamente con canales ibénicos, receptores transmembrana y

proteinas de transduccién de sefales citosélicas conocidas.

2.9 Danos y respuesta al dano intestinal

Como se explicé anteriormente, la barrera intestinal se encuentra formada por
enterocitos, uniones estrechas en el epitelio intestinal, moco y macréfagos que restringen
el paso de sustancias no deseadas (antigenos, bilis, enzimas hidroliticas y endotoxinas)
al ambiente interno. Por lo anterior, la pérdida de la integridad de la barrera intestinal
provocara un incremento de la permeabilidad intestinal, lo que puede provocar dafio local

y reacciones inflamatorias sistémicas (Lambert, 2009).

Diversos estresores pueden alterar a la barrera intestinal, entre ellos se encuentra estrés
psicologico (Soderholm y Perdue, 2001), ejercicio extenuante prolongado (Pals et al.,
1997; Lambert et al., 1999), antiinflamatorios no esteroideos (Bjarnason et al., 1986) y
EC (Lambert et al., 2002, Prosser et al., 2004).

210 Efecto del estrés por calor en la integridad de epitelio intestinal

El tracto gastrointestinal es altamente sensible a los cambios de temperatura, ya que bajo
estas condiciones los animales expuestos a EC redistribuyen su flujo sanguineo hacia la
periferia con la finalidad de disipar el calor, provocando una reduccion en el flujo de
sangre y nutrientes en 6rganos internos como el intestino; viendose comprometida la

integridad de la barrera intestinal (Pearce et al., 2014).
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Sengupta y Sharma, (1993) sometieron a ratas en crecimiento a condiciones de
temperatura ambiental alta (37 %1 °C), y observaron que en las dimensiones
morfométricas del intestino delgado, habia una reduccién significativa en el peso seco,
altura de vellosidades, superficie de vellosidades y profundidad de la cripta, mientras que
estudios de absorcion muestran una disminucion en la absorcién por unidad de peso
seco, longitud y area superficial de vellosidades del intestino delgado, comparados con

el control.

En concordancia con trabajos anteriores, Liu et al. (2009) reportaron que en minicerdos
sometidos a EC inducido, se observaron dafnos en la mucosa del intestino delgado, el
cual es el responsable directo de la absorcidén de nutrientes. A consecuencia de este dafio
se observé una menor respuesta al factor de crecimiento epitelial. Dichos autores
mencionan que los cambios observados podrian asociarse también a una reduccién en
la capacidad de los cerdos por absorber nutrientes y reflejarse en un menor desempefio

productivo.

Como se ha mencionado, el epitelio intestinal regula la absorcién de nutrientes y agua, a
su vez que restringe la entrada de bacterias del lumen intestinal hacia torrente sanguineo
(Su et al.,, 2011). En consecuencia, es importante para el organismo mantener la
integridad del epitelio intestinal mediante uniones estrechas, uniones adherentes,
desmosomas y uniones gap (Jung et al., 2015).

2.11 Efecto del estrés por calor en la morfologia de las vellosidades intestinales

El intestino delgado es un 6rgano tubular que transporta el bolo alimenticio del estbmago
al colon y es el principal sitio en donde se lleva a cabo la absorcién de nutrientes (Chen
et al., 2008). Para que el proceso de absorcion se realice de forma éptima, es necesario
que el intestino, y especificamente las vellosidades intestinales, esté libres de factores
estresantes que retrasen o dificulten su funcién (Duo et al., 2006; Zhao et al., 2002a).

La mucosa del intestino delgado se constituye de dos estructuras fundamentales:
vellosidades (proyecciones dentro del lumen) y criptas. La homeostasis de las
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vellosidades intestinales y las criptas se realiza mediante el mantenimiento de las fuerzas
de expansion derivadas de la presién capilar e intersticial asi como por las fuerzas de
contraccion producidas por las células intersticiales y matrices extracelulares
(Hosoyamada y Sakai, 2005).

Algunas de las alteraciones observadas en la morfologia de la mucosa intestinal son la
pérdida de integridad de las vellosidades, el acortamiento y cambio de forma de las
vellosidades intestinales (forma de dedos a forma de lengua, Figura 8), hiperplasia de
células en criptas e incremento de células mitéticas (Nabuurrs et al., 1993; van Beers-
Schreurs, 1998). En consecuencia, a lo anterior podrian registrarse diarreas y bajo

rendimiento en cerdos recién destetados (Pluske, 2001).

Figura 8. Cambios en la morfologia del ileon en cerdos expuestos a EC (Pearce et al.,
2014).

El dafo a las vellosidades puede ser mas severo y observarse desprendimiento epitelial
y necrosis, esta condicion puede incrementar la permeabilidad intestinal (Lambert et al.,

2002) y afectar la digestion y absorcion de nutrientes (Liu et al., 2009).

Aunque muchos de los efectos negativos del EC en cerdos se explican por la disminucion
en el consumo de alimento (Pearce et al., 2013a), también se ha reportado que éstos se

relacionan con cambios en la morfologia intestinal (Pearce et al., 2014).

En la Figura 8, se muestran los cambios morfolégicos del ileon a través del tiempo de
exposicion aguda al calor. En la fotografia A se observa el epitelio intestinal normal; en la

fotografia B se presenta el epitelio después de 2 h de exposicién a EC; se puede observar
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una disminucién en la altura de las vellosidades y mayor profundidad en las criptas. En
las fotografias C y D las flechas indican los sitios de autolisis en el epitelio después de 4
y 6 h de exposicidén al EC (Pearce et al., 2014).

2.12 Permeabilidad intestinal

El término permeabilidad intestinal se refiere al fenbmeno en donde la pared intestinal
actua como barrera selectiva, permitiendo el paso de nutrientes y restringiendo el de
sustancias potencialmente dafinas. Esto se logra manteniendo cerradas las uniones
estrechas, lo que impide el acceso descontrolado de sustancias, toxinas, quimicos,
microrganismos y macromoléculas, que de lo contrario pasarian a torrente sanguineo
(Fasano, 2011).

Se han descrito dos rutas basicas de transporte de moléculas: 1.- la via transcelular,
permite el paso de moléculas a través de la membrana de las células epiteliales en la
region luminal hacia la regién basolateral; esta via comprende los transportes pasivo y
pasivo facilitado que no dependen de gasto energético; asi como el transporte activo
dependiente de hidrolisis de ATP. 2.- la via paracelular incluye la difusion selectiva de
moléculas a través de los espacios intercelulares, cuya eficiencia depende del poro
formado por complejos de proteinas de uniones estrechas, también llamadas “tight
junctions” (Chiba et al., 2008).

La permeabilidad intestinal puede ser afectada por elementos externos e internos. Por
ejemplo, factores alimenticos como glutamina, polifenoles y probidticos (Suzuki et al.,
2013); asi como el alcohol y sus metabolitos, acetaldehido, pueden dafar la barrera
intestinal, y este dafio puede inducir patogénesis al incrementar la translocacion
paracelular de antigenos microbianos a través de la barrera intestinal (Punder y
Pruimboom, 2015). Cuando esos elementos alcanzan la circulacion portal son
transportados al higado y se distribuyen en los espacios sinusoidales, en donde estas
moléculas pueden activar una serie de cascadas de sefializacién, inducir respuestas

proinflamatorias y profibrogénicas. Dichos efectos suceden después de su interaccion
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con los receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLR) presentes en las células
mesenquimales del higado como las células de Kupffer. En respuesta, dichas células
sintetizan y liberan mediadores proinflamatorios como IL-18 y TNFa, asi como

profibrinogénicos (Tizard, 2018).
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Figura 9. Proteinas transmembrana de union estrecha (Fanning et al., 1999).

Las uniones estrechas representan la mayor barrera de via paracelular de tejidos
epiteliales dependientes del nimero y complejidad de cadenas proteicas transmembrana
dentro de las uniones estrechas (Fanning et al., 1999). Como se describié anteriormente,
entre las proteinas que conforman las uniones estrechas en epitelio intestinal se
encuentran las claudinas, las moléculas adhesivas de unién (JAM: junctional adhesion

molecules), ocludinas, cingulina y zonocludinas.

2.13 Sistema inmune
La principal funcién del sistema inmune es proteccién o tolerar al organismo contra

infecciones y neoplasias que pudieran sufrir algunas células. En este sistema participan

varios elementos entre los que se puede mencionar 6rganos linfoides, células de
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respuesta inmune, efectores inmunolégicos (anticuerpos), y mediadores quimicos como

citocinas e interleucinas (Tizard, 2018).

En general los mecanismos de respuesta inmune se dividen en dos tipos: la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa (Figura 10). La inmunidad innata constituye la primera
linea de defensa del organismo y describe aquellos elementos del sistema inmune que
estan ya presentes antes de que una infecciéon se produzca por primera vez (Dunlop et
al., 2007). Esta forma de respuesta involucra la producciéon de péptidos microbianos,
proteinas de fase aguda, citocinas proinflamatorias tales como IL1, IL-6, TNF-a, IFN-y
entre otras, por células en los sitios infectados y/o afectados (Suradhat, 2005), lo que
provoca la activacion de mecanismos de defensa y de células fagocitarias (células
dendriticas, macrofagos, neutrofilos) en tejido cercano al sitio donde ocurre la agresion
(Suradhat, 2005).
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Figura 10. Red de colaboracion entre la inmunidad innata y la adaptativa (tomado
de Abbas et al., 2008).

32



Los componentes de la inmunidad innata funcionan en todo momento, incluso antes de
la infeccion al impedir el ingreso de microorganismos a través de la flora normal
(Henderson y Wilon 1998), formando barreras en piel, mucosa de los tractos

gastrointestinal, genitourinario, respiratorio y ocular (Dunlop et al., 2007).

La inmunidad adaptativa se llama asi debido a que los elementos que permiten una
respuesta especifica actuan después de que comience o cuando se repite una infeccion
(Dunlop et al., 2007). Los principales componentes de este tipo de inmunidad son los
linfocitos T (CD4+, CD8+), linfocitos B y sus productos de secrecion, como las citocinas

y los anticuerpos (Abbas et al., 2008).

El sistema inmune genera una diversidad de anticuerpos y receptores de linfocitos T
dentro del huésped, asi como la activacion de linfocitos especificos en los tejidos linfoides
secundarios, por lo que esta respuesta dependiente de antigeno, se denomina inmunidad
adaptativa (Suradhat, 2005; Abbas et al.,2008).

Los antigenos unidos a células presentadoras de antigeno en el contexto de MHC | y
MHC Il son dirigidos a tejidos linfoides, en donde se seleccionan los linfocitos especificos
al antigeno, para expandir y diferenciar cualquier poblacién efectora de linfocitos que
proliferan e inician la inmunidad humoral, mediada por células en la fase de activacion.
En estos tejidos las poblaciones de memoria facilitan el reclutamiento de los mecanismos
de defensa inmunolégica en el caso de una exposicion subsecuente a un antigeno
especifico (Suradhat, 2005).

2.13.1 Estrés por calor y sistema inmune

El sistema inmune esta formado por una red de tejidos, células, y moléculas citocinas que
trabajan para proteger al organismo de las amenazas internas y externas. Con la finalidad
de aumentar su supervivencia, los animales han desarrollado una red que involucra al
sistema inmune, nervioso central y endécrino, colectivamente llamado supersistema. El
cerebro percibe estresores, emite alertas y capacita al organismo para las posibles
consecuencias. La activacion del sistema de estrés, mejora los reflejos de la funcién

cognitiva, incrementa la tolerancia al dolor, disminuye el apetito e inhibe la inflamacién
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mediada por el sistema inmune. Estos cambios se completan mediante la liberacién de

neurotransmisores y hormonas como respuesta al estrés (Dhabhar, 2003).

Los productos del sistema inmune afectan las vias que regulan el metabolismo, la
degradacion de nutrientes, el comportamiento, la termorregulacion y la actividad del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA). Las citocinas proinflamatorias producidas
durante la respuesta de la fase aguda modifican la actividad metabdlica en el higado,
resultando la produccién de varias proteinas de fase aguda, haptoglobina, proteina C

reactiva y proteinas complementarias (Colditz, 2002).

Las respuestas en el comportamiento inducidas por citocinas disminuyen la disponibilidad
de nutrientes, deprimiendo el apetito (Dantzer, 2008). Al presentarse estrés se desvian
los nutrientes del crecimiento hacia el anabolismo hepatico y a los mecanismos de
defensa (Colditz, 2002).
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3. HIPOTESIS

El estrés por calor agudo afecta negativamente los parametros productivos; modifica los
parametros medidos en el hemograma y quimica sanguinea; provoca dafo a la
morfologia del epitelio intestinal y cambios en la expresion de proteinas de union estrecha
en cerdos en crecimiento. Dichos parametros podran recuperarse parcialmente tras la

adaptacion de los cerdos después de una semana de exposicion al estrés por calor.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar los efectos negativos de estrés por calor agudo y cronico, asi como la posible
adaptacion alas condiciones ambientales de cerdos en crecimiento sobre sus parametros
productivos, hemograma, quimica sanguinea e integridad del epitelio intestinal de cerdos

en crecimiento.

4.2 Objetivos particulares:

Determinar los efectos de la exposicién a EC agudo y crénico en cerdos en crecimiento

sobre:

e Parametros productivos

e Componentes hematolédgicos y quimica sanguinea (hemograma)

e Parametros histolégicos del intestino delgado

e Deteccion de mucina

e Deteccion de células apoptéticas en epitelio intestinal

e Expresién de proteinas de unién estrecha Claudina 2, Zonocludina 1 y Ocludina-1

en duodeno, yeyuno e ileon.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Procedimiento experimental y manejo de los animales

El experimento se llevdé a cabo en el verano de 2016, en la Unidad de Fisiologia y
Metabolismo de cerdos, del Instituto de Ciencias Agricolas, en la Universidad Autonoma
de Baja California (UABC) en Mexicali, BC. Los cerdos empleados en este trabajo fueron
cuidados de acuerdo con las directrices establecidas en la Norma Oficial Mexicana de
Cuidado Animal (NOM-062-Z0O0-1999; Ochoa, 2001).

Se emplearon 18 cerdos de cruza terminal (Landrace x Yorkshire x Duroc) de 36 (+ 3.5)
kg de peso, ubicados en una sala equipada con aire acondicionado para mantener las
condiciones de termoneutralidad. Los cerdos fueron alojados en corrales individuales de
1.2 x 1.2 m, equipados con comedero de acero inoxidable y bebedero de chupén. La
alimentacion de los animales fue ad libitum y consistié en una dieta elaborada con trigo y
pasta de soya adicionada con lisina, treonina y metionina, formulada para cubrir los
requerimientos de energia y proteina de los cerdos de este peso de acuerdo con lo

indicado en el NRC (2012; Cuadro 1). El consumo de agua también fue ad libitum.

El experimento tuvo una duracién de 23 dias. Durante los primeros 16 dias el aire
acondicionado de la sala se mantuvo encendido y programado para mantener la
temperatura a 24 12 °C. En el dia 17 se apago6 el aire acondicionado y se mantuvo
apagado durante los siguientes siete dias. En esta condicién los cerdos estuvieron
sujetos a las fluctuaciones naturales de temperatura en el valle de Mexicali. Este disefio
permitié evaluar el comportamiento de los cerdos en condiciones de confort, estrés agudo
y estrés cronico. Para ello, seis cerdos fueron sacrificados previa insensibilizaciéon con
descarga eléctrica el dia16 (confort); otros seis cerdos fueron sacrificados en el dia18

(EC agudo); y los ultimos seis cerdos se sacrificaron el dia 23 (EC crénico).

Inmediatamente después del sacrificio se tomaron dos muestras sanguineas. Para el
analisis de hemograma se colectaron aprox. 6 ml de sangre en tubos vacutainer con
EDTA (BD Vacutainer, K2E/K2 EDTA; REF 368171; Franklin Lakes, NJ. USA). Y para el
andlisis de quimica sanguinea se colectaron otros 6 ml de sangre en tubos sin

anticoagulante (BD Vacutainer Suero; REF 368175). El suero fue recuperado después
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de su centrifugacion a 1300 x g por 10 min a 4°C (Eppendorf 5810, Hamburgo, Alemania).
Las muestras de sangre completa y surero fueron analizadas en un laboratorio de analisis
clinicos veterinarios (VetLab, responsable MVZ Myrna Romano Osuna, Mexicali, B.C;
registro SAGARPA #353).

Cuadro 1. Dieta experimental ofrecida a los cerdos en crecimiento alojados en

condiciones de confort y estrés por calor.

Ingrediente %
Trigo 82.83
Harina de Soya 13.80
L-Lisina HCI 0.5
L-Treonina 0.15
DL-Metionina 0.07
L-Valina 0.02
Carbonato de calcio 1.28
Ortofosfato 0.70
Sal yodada 0.35
Premezcla de Vitaminas y Minerales 0.30
Total 100.00

Inmediatamente después de sacrificio, los cerdos fueron sometidos a la inspeccion
rutinaria postmortem. Las visceras intestinales fueron diseccionadas y abiertas con la
ayuda de unas tijeras Mayo (marca Hospital, Colombia). Con la ayuda de un portaobjetos
de vidrio se colectaron muestras de aprox. 0.5 g de raspado de mucosa intestinal del
duodeno, yeyuno e ileon. Estas muestras fueron colocadas en microtubos Eppendorf de
2ml, previamente identificados, inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido vy
almacenadas a -80 °C hasta su utilizacion para extraccion de ARN y analisis de expresion

genética.

Ademas, se colectaron secciones de aproximadamente 5 cm de duodeno, yeyuno e ileon,

mismas que se conservaron en formol bufferado al 10% en PBS. Estas muestras se
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emplearon para analizar las caracteristicas microscoépicas del epitelio intestinal mediante
las técnicas histoldgicas rutinarias y tincion con hematoxilina-eosina (HE) y PAS-Azul de
Alcian (Wrzosek et al., 2013).

Se registré el consumo de alimento y peso de los cerdos en el periodo de confort durante
el primer dia del EC, agudo y al final de la semana, para estimar el consumo en EC
crénico. La temperatura ambiental y humedad relativa también fueron registradas
diariamente durante todo el periodo experimental a intervalos de 15 minutos empleando
un higrotermografo (Thermotracker Higro, iButtonLink, WI, USA). Estas mediciones se
emplearon para calcular el indice de calor de acuerdo con la ecuacion de Steadman
(1979) modificada por Rothfusz (1990).

Las variables analizadas fueron:

e Temperatura y humedad ambiental e indice de calor

e Comportamiento productivo: ganancia diaria de peso, consumo de alimento y
relaciobn consumo: ganancia

e Hemograma y quimica sanguinea

¢ Morfologia de intestino delgado: altura de vellosidades, profundidad de las criptas,
relacion altura de vellosidad: profundidad de las criptas

e Contenido de mucina en duodeno, yeyuno e ileon

e Conteo de células apoptoéticas en epitelio intestinal

e Expresiéon de Proteinas de Unién Estrecha, Claudina 2, Zonocludina 1 y Ocludina-

1 en duodeno, yeyuno e ileon

5.2 Histologia intestinal

La morfologia intestinal fue analizada empleando el método descrito por Moeser et al.,
(2012). Cortes macroscopicos de las muestras de duodeno, yeyuno e ileon conservadas
en formol bufferado al 10% en PBS, fueron incluidos en parafina, seccionados a 3 ym de
espesor y tefiidos con HE (Driscoll y Ryan, 1978). En cada portaobjetos se montaron dos
cortes transversales. A estos cortes se les determinar el promedio de la altura y ancho
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de las vellosidades intestinales, asi como la profundidad y ancho de las criptas

adyacentes.

La observacién del tejido se realizé empleando un microscopio 6ptico (Primo Star Zeiss,

HBO50, México). Mediante el uso de una camara fotografica adaptada marca Canon se

tomaron fotografias de varias secciones de los diferentes segmentos intestinales, de tal

manera que se garantizara la observacion completa de las vellosidades intestinales, y

poder realizar las mediciones correspondientes.

Las imagenes de cada seccidn fueron tomadas para realizar las mediciones. Se utiliz6 el

Software Image J2 (Curtis et al., 2017), el cual permite conocer la medida de un area

histolégica que se encuentra en pixeles a unidades de longitud (micrémetros, en este

caso).

1a.

1b.

o 0k w N

Tanica Mucosa:

Capa glandular: Lamina epitelial+
Lamina Propia

Capa  Subglandular:  Lamina
propia + Lamina muscular mucosa
Tanica Submucosa

Tanica muscular

Altura de vellosidad

Profundidad de criptas

Ancho de vellosidades

Figura 11. Sitios histolégicos y localizacién del intestino delgado empleado para analisis

morfométricos (De Conto et al., 2010)

39



Las variables morfométricas de las vellosidades intestinales que se midieron en cada

corte histologico fueron realizadas de acuerdo a lo descrito por (Marion et al., 2002):

1) Altura: una vez que se establecié la base de la vellosidad, desde su punto medio se

trazd una linea hasta el apice.

2) Ancho: con una linea se unieron los bordes apicales de las células epiteliales de lados

opuestos, ubicadas aproximadamente en la mitad de la vellosidad.
3) Profundidad y ancho de las criptas intestinales

En la Figura 11, se ilustran los sitios histolégicos en los que fueron realizadas las

mediciones.

5.3 Analisis de contenido de mucina en cortes histologicos de intestino

La histoquimica de carbohidratos con las tinciones de Acido Peryodico de Shiff (PAS)-
Azul del Alcian (AA) fue realizada como la describié previamente Brunsgaard (1997). Las
muestras fueron fijadas y conservadas en formol bufferado al 10% en PBS y se
procesaron mediante el método convencional de inclusién en parafina para obtener
muestras de 3 um de espesor, tiiéndose con PAS-Azul de Alcian para determinar la
cantidad de células caliciformes. Se consideraron diez vellosidades por laminilla de
manera aleatoria de cada seccion intestinal. Se fotografiaron empleando una camara
digital (Canon, Tokio) montada en un microscopio Axiostar (marca Zeiss, México) bajo el
objetivo 10X. Se analizaron aquellos cuadros en donde se apreciaban areas con tincién
positiva al acido peryédico de Shiff y azul de Alcian, los cuales reaccionaron con la mucina

de las células caliciformes.

Segun el aspecto tintorial de las células caliciformes, se observaron 3 poblaciones
celulares: a) unas, que muestran coloracién azul (por el azul de Alciano), b) otras tefidas
de color magenta propia del PAS y c) otras de coloracion morado oscuro debido a la
combinacién de las 2 tinciones, AA 'y PAS.

El area que se analiz6 incluia el material mucoso presente en la cripta luminal. Con esta

técnica se tifieron los granulos de todas las células mucosas (incluyendo las células
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caliciformes de las vellosidades y de las criptas intestinales) asi como la secrecién apical.
Se cuantificé por area la mezcla de mucinas neutras y acidas que presentaron tincion
morado, magenta-morado, o azul-morado en las células caliciformes, empleando el

sistema procesador de imagenes ImageJ2 (Curtis et al., 2017).

5.4 Deteccion de células intestinales en apoptosis

La deteccidn de células en necrosis y/o apoptosis, se realizé empleando el kit comercial
para deteccion de apoptosis Annexin V-FITC (Sigma Aldrich, St. Louis Missouri, US). Las
muestras embebidas en parafina fueron cortadas y adheridas a laminillas recubiertas de
poli-L-lisina (Corning®, EE.UU). Dichas muestras recibieron un

1. Pre-tratamiento, que consistié en desparafinado en:
- Xilol (2 veces)

- Alcohol 100% (2 veces)

- Alcohol 70%

- Buffer de unién 1X (1.4 M NaCly 25 mM CaCl>).

Cada fase con una duracién de 5 minutos, realizado en camara humeda para evitar

deshidratacion

2. Tincién con 50 pl de tincién de etiquetado doble

3. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente, en obscuridad
4. Lavar con 50 pl de buffer de union 1X (3 veces)

5. Colocar 35 ul de buffer de unién 1X, colocar cubreobjetos y ver al microscopio de

fluorescencia

Se tomaron fotografias de las vellosidades intestinales, empleando un microscopio de
epifluorescencia Axioscop HB50 (marca Zeiss, México) y se estandarizé6 un area de
medicion de 10,000 um?, en donde se cuantificaron las células en apoptosis, las cuales

se observaron fluorescentes. El analisis se realiz6 a través de la captura de imagenes
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con una camara digital (marca Canon, Japén) montada en el microscopio, para la
cuantificacion de células en apoptosis se empled el sistema procesador de imagenes
Image J2 (Curtis et al., 2017).

5.5 Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN de las secciones intestinales se realizé mediante la técnica
descrita por Méndez et al. (2011), Después, cada muestra fue macerada, empleando
nitrogeno liquido, para obtener aprox. 0.1 g de muestra; la cual fue inmediatamente
colocada en hielo a la cual se le anadié6 1 ml de Trizol Reagent (Invitrogen, USA). La
muestra fue homogenizada y posteriormente centrifugada a 10,000 rpm por 10 min a 4°C.

El sobrenadante fue transferido a un microtubo Eppendorf de plastico con capacidad de
1.5 ml nuevo (previamente atemperado), para reposarlo durante 5 minutos. Se
adicionaron 0.2 ml de cloroformo (Sigma Aldrich, EE.UU). La muestra se homogenizd y
se dejo reposar por 3 min mas. Después la muestra fue nuevamente centrifugada a
10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. La fase acuosa fue transferida a un tubo estéril,
al que se le anadieron 0.5 ml de isopropanol (Sigma Aldrich, EE.UU), se incub6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante fue removido y al sedimento (pastilla), se le afiadié 1 ml de etanol (Sigma
Aldrich, EE.UU) al 100%. Se centrifugé a 8,500 rpm a 4 °C, el sobrenadante fue
descartado y se dejo secar la pastilla, la cual fue resuspendida con 20 ul de agua DEPC
(agua libre de DNAsa/RNAsa). La integridad del RNA fue corroborado realizando una

electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de etidio.

5.6 Transcripcion reversa (RT)

Cada una de las muestras fue colocada en un tubo de 500 pl fueron colocados 5 ul de
ARN de cada muestra de las diferentes secciones intestinales. Se afiadieron 6 pl de buffer
5x, 0.75 pl de DNAsa de 0.1 U/l (Invitrogen) y 18.25 pl de agua tratada con DEPC (agua
libre de DNAsa/ARNsa). Este procedimiento fue realizado en frio. La reaccién fue

incubada a temperatura ambiente durante 15 min y luego a 5 min a 70 °C en un bafo
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seco. A la reaccidén se le afadié 1 ul de hexanucleétidos al azar a una concentracién de
0.15 pg/ml (Invitrogen, EE.UU). Se adiciond 1 plde DNTP’s 10 uM e incubé a temperatura
ambiente durante 5 min. La reaccion fue colocada nuevamente en hielo y se le adicioné
2 ul de buffer 5x, 3 ul de DTT 0.1 M y 1 pl de inhibidor de ARNsa 10 U/ul (Thermo
Scientific). La muestra fue homogeneizada y centrifugada durante 10 segundos.
Finalmente la reacciéon se incubd a 42 °C durante 2 min. Se le afiadidé transcriptasa
reversa 200 U/ul (RT-Superscript I, Invitrogen, EE.UU) y se incub6 a 42 °C por 50 min y
luego a 70°C durante 15 min. Al finalizar la reaccién, el ADN complementario (ADNc) fue

almacenado a -20°C para posteriormente realizar PCR y PCR cuantitativo (QPCR).

5.7 Expresion de proteinas de unién estrecha

Se analizé la expresién de los RNA mensajeros de Claudina 2, Zonocludina 1 y Ocludina-
1 en duodeno, yeyuno e ileon con oligonucleétidos especificos, de acuerdo a secuencias
obtenidas de la base de datos de GenBank (Cuadro 2). EI ARN ribosomal 18S se emple6
como gen constitutivo para normalizar la reaccién. Previo a los analisis de qgPCR se
realizaron pruebas de PCR punto final para estandarizar las condiciones de amplificacién

de cada ARN mensajero.

Cuadro 2.0ligonucleotidos empleados para el analisis de expresién de proteinas de
unién estrecha y ARN ribosomal 18S, de acuerdo con su secuencia reportada en el
GeneBank (NCBI, EUA).

ARNm Secuencia del oligonucleétido Fragmento (pb)

ARN Ribosomal 18S Fw 5'-ATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3 295
(AY265350.1) Rv 5'-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3

Claudina-2 Fw 5'-ATCTAGCGCCATCTCCTCGT-3 319
(NM_001161638.1) Rv 5'-GGAGCGATTTCCTTGCAGTC-3'

Ocludina Fw 5-ATTTATGACGAGCAGCCCCC-% 274
(NM_001163647.2) Rv 5-ACGCCTCCAAGTTACCACTG-3’

Zonocludina-1 Fw 5-TGGCGCTACAAGTGATGACC-3’ 289
(XM_013993251.1) Rv 5-CGCTTGTGGTGAGTAGGGAG-3’
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Las reacciones de amplificacién para los analisis de qPCR se realizaron con 1.5 pl de
ADNCc (50 ng/pl), 1.5 ul (0.5 uM) de cada oligonucleétido especifico, 12.5 uyl SYBR Green
Supermix (mezcla 2x de enzima DNA polimerasa, SYBR Green y ROX 2X; Fermentas,
Glen Burnie, MD, USA) y cbp 25 ul con agua libre de nucleasas. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Chromo 4 con el software MJ opticon monitor 3.1
(Bio-Rad, Herefordshire, UK). Las condiciones de amplificacion para qPCR fueron:
desnaturalizacion inicial de 95°C por 1 minuto, y 45 ciclos (95°C por 45 segundos, 56°C
por 15 segundos, 72°C por 1 minuto). Al término de cada ciclo se leyo la fluorescencia de
las muestras; y al final de los 45 ciclos se realiz6 una curva de desnaturalizacién de 60°C
a 90°C con lectura de fluorescencia cada 0.2 °C. De cada muestra se amplificaron por
duplicado los fragmentos especificos de cada mRNA a analizar, al mismo tiempo que se
cuantificé la presencia del gen de referencia ARN ribosomal 18S. Los resultados de
amplificacién fueron analizados de acuerdo con la metodologia de 2-22Ct descrita por
Livak y Schmittgen (2001); de acuerdo con estos autores, los valores de Ct de cada
muestra fueron corregidos con el Ct del gen de referencia para realizar el analisis

estadistico.

5.8 Analisis estadistico

El experimento se realiz6 segun un disefio de bloques completos al azar, considerando
su peso y edad. Los animales fueron aleatorizados a cada uno de los tratamientos y cada
tratamiento tuvo un total de 6 repeticiones. Para el analisis estadistico se construyeron
dos contrastes para evaluar el efecto del EC vs confort, y EC agudo vs EC crénico, sobre
cada una de las variables analizadas. El analisis de resultados se realizé con el paquete
estadistico SPPS versién 19.

44



6. RESULTADOS

6.1 Condiciones ambientales

La temperatura ambiental y humedad relativa fueron distintas entre las condiciones de
confort y EC (P<0.05), pero no entre estrés agudo o crénico (P>0.05). Durante el periodo
de confort el promedio de la temperatura ambiental fue 23.3 + 0.74 °C; con 71.1 6.7 %
de humedad relativa. Durante los periodos de EC (agudo y crénico) la temperatura
ambiental fue en promedio de 33.0 £ 4.8 °C, con humedad relativa de 59.4 +17.5 %
(Figura 12).

El horario mas calido fue entre las 12:00 y las 20:00 horas, cuando la temperatura
ambiental fue superior a 35 °C. El promedio del indice de calor durante el periodo de
confort fue de 75.9 +1.6; mismo que se incrementd significativamente (P>0.05) durante

el periodo de EC cuando se registré en promedio 102.2 £ 5.6 (Figura 12).

Cuadro 3. Ganancia diaria de peso, consumo diario de alimento y relacion consumo:

ganancia de cerdos en crecimiento alojados en condiciones de confort, EC (EC) agudo

y EC crénico.
Valores de P
Confort EC agudo
EC EC
Confort . vs vs
Agudo Crénico
EC EC croénico
Ganancia diaria de peso (g) 823 472 728 0.019 0.019
Consumo diario de alimento (g) 1369 800 888 0.000 0.309
Relacion Ganancia: Consumo 0.602 0.472 0.686 0.765 0.040

6.2. Comportamiento productivo de los cerdos

El peso de los cerdos al final de la etapa de confort fue de 44.2 kg, al final de la etapa de
EC agudo, 45.2 kg; y al final del experimento 48.4 kg. Los resultados de ganancia diaria
de peso (GDP), consumo diario de alimento (CDA) y relacién consumo: ganancia (C: G)

se muestran en el Cuadro 3. Los cerdos en condicion de EC tuvieron menor GDP
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(P=0.019) y menor CDA (P<0.001) en comparacién con los cerdos en confort. El EC

agudo redujo drasticamente la GDP (P=0.019) y elevo la relacion C:G (P=0.040) en

comparacién con el EC cronico.

Figura 12. Temperatura
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ambiente (A), humedad relativa (B) e indice de calor (C) de los

periodos de confort, EC agudo y EC crénico dentro de la sala en donde se alojaron los cerdos.
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6.3 Hemograma y quimica sanguinea

El Cuadro 4 presenta los resultados de los analisis sanguineos. No se observaron
cambios en la concentracién de leucocitos ni de neutréfilos; sin embargo, el numero de
linfocitos sanguineos se incrementé en los cerdos en EC (5.67 vs 5.24 x10 °/L; P=0.034)
en comparacién con cerdos en confort. La concentracion de otros leucocitos no fue
diferente (P>0.05). Se observé una reduccion en el volumen del paquete celular (VPC)
de 0.411/L a 0.35 I/L (P=0.040), conteo de eritrocitos de 6.72 a 5.65 x10'?/L (P=0.008) y
hemoglobina de 131.0 g/L a 112.6 g/L (P=0.054) y plaquetas de 36.70 a 23.60 x10'9/L
(P=0.000) en los cerdos en EC agudo en comparacién con cerdos en EC crénico.

El EC increment6 la concentracién de urea (P=0.058), BUN (P=0.058), acido urico
(P=0.015) vy triglicéridos (P=0.007); y redujo la concentracién de calcio (P=0.008). Los
cerdos en ECC agudo redujeron su concentracion de glucosa en sangre (127.6 mg/dL a
85.5 mg/dL; P=0.004), colesterol (108.3 mg/dL a 83.3 mg/dL; P=0.062), calcio (10.37 a
9.28 mg/dL; P=0.003) y fésforo (10.6 a 7.7 mg/dL; P<0.001) en comparacién con los

cerdos EC agudo.
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Cuadro 4. Resultados de analisis sanguineos, hemograma y quimica sanguinea,

realizados a cerdos en crecimiento en condiciones de confort, EC agudo y EC

crénico.
Valores de P
EC agudo
EC EC Confortvs vs EC
Unidades Confort agudo crénico EC cronico

Hemograma
Leucocitos x10%/L 10.20 11.10 10.50 0.181 0.207
Neutrofilos x10%/L 5.15 5.47 4.52 0.458 0.207
Linfocitos x10%/L 5.24 5.52 5.83 0.034 0.632
VPC I/L 0.39 0.41 0.35 0.822 0.040
Eritrocitos x10"%/L 6.35 6.72 5.65 0.593 0.008
Hemoglobina g/L 122.67 131.00 112.67 0.914 0.054
VCM F 60.95 60.88 62.50 0.561 0.279
CCMH g/L 316.93 319.53 318.42 0.643 0.826
Plaquetas x10"9/L 29.50 36.70 23.60 0.794 0.000
Quimica sanguinea
Prot. Plasmatica g/L 64.67 66.33 69.33 0.255 0.347
Glucosa mg/dL 111.50 127.67 85.50 0.655 0.004
BUN mg/dL 12.83 17.00 15.67 0.058 0.508
Urea mg/dL 27.47 36.38 33.52 0.058 0.506
Creatinina mg/dL 1.40 1.58 1.48 0.382 0.567
Acido Urico mg/dL 0.10 0.20 0.20 0.015 1.000
Colesterol mg/dL 90.00 108.33 83.33 0.594 0.062
Triglicéridos mg/dL 17.50 37.83 33.67 0.007 0.546
Prot. Totales g/dL 6.78 7.05 7.73 0.106 0.115
Albumina g/dL 3.40 3.52 3.73 0.139 0.212
Globulina g/dL 3.38 3.53 4.00 0.269 0.245
Calcio mg/dL 10.65 10.37 9.28 0.008 0.003
Fésforo mg/dL 9.67 10.63 7.70 0.284 0.000
AST U/L 65.17 77.50 76.00 0.429 0.929
ALT U/L 53.50 56.33 40.0 0.315 0.253
B.Total mg/dL 0.40 0.35 0.47 0.954 0.484
B. Directa mg/dL 0.28 0.23 0.30 0.841 0.491
B. Indirecta mg/dL 0.12 0.12 0.17 0.748 0.579
Fosfatasa Alcalina U/L 196.50 126.00 130.67 0.152 0.930
GGT U/L 21.17 22.00 24.83 0.497 0.460

Amilasa U/L 2531.83 2628.00 2678.83 0.445 0.780




6.4 Alteraciones morfoldgicas del intestino delgado

La altura de las vellosidades intestinales fue diferente entre las diferentes secciones
intestinales asi como entre los diferentes tratamientos. Las vellosidades mas altas se
presentaron en las muestras de yeyuno. Asi mismo las vellosidades correspondientes a
los tratamientos de EC agudo y cronico fueron mas cortas en comparacién con las
vellosidades de los cerdos que se mantuvieron en condiciones de confort. Se registré una
interaccién significativa por efecto del segmento intestinal y tratamiento (P<0.01; Cuadro
5).

La profundidad de las criptas tuvo una tendencia a disminuir en relacién al tiempo de
exposicion al EC. La relacién altura de vellosidades: profundidad de las criptas se
incrementd por exposicion al EC (Cuadro 5). Se observé descamacién en las puntas de

las vellosidades intestinales (Figura 14) de los tratamientos sometidos a EC.
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Altura de vellosidades (um)

400 * 1
300 *
200
00 HE
0
ECA ECC TN ECA ECC ECA ECC
Duodeno Yeyuno ileon
b)
150 Profundidad de criptas (um)
*
100 - *
50
0
TN ECA ECC TN ECA ECC TN ECA ECC
Duodeno Yeyuno ileon

*P<0.01 Confort vs EC; 1 P<0.01 ECA vs ECC

Figura 13. a) Comparacion de la altura de las vellosidades y b) profundidad de las
criptas por seccion intestinal (duodeno, yeyuno e ileon).
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(a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA: EC agudo y ¢c.-ECC: EC crénico), Tincion HE; Vista

al microscopio: objetivo 10X.

51



b)

Figura 15. Cambios morfol6égicos en yeyuno, debido a los tres tratamientos evaluados.
(a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA: EC agudo y ¢c.-ECC: EC croénico), Tincién HE; Vista
al microscopio: objetivo 10X.
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b)

Figura 16. Cambios morfolégicos en ileon, debido a los tres tratamientos evaluados
(a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA: EC agudo y ¢c.-ECC: EC crénico), Tincion HE; Vista

al microscopio: objetivo 10X.
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6.5 Mucina

Para evaluar los cambios en la integridad intestinal, se evalué la produccion de mucina,
en los cortes histolégicos de duodeno, yeyuno e ileon tefidos PAS-Azul de Alcian, el cual

tiene una alta afinidad por mucina.

Los cerdos expuestos a EC presentaron un incremento en el conteo de células positivas
a PAS-Azul de Alcian (P=0.015) en el duodeno en comparaciéon con el grupo control.
Cuando se compararon los tratamientos de EC se observé una mayor cantidad de células
productoras de mucina en el epitelio duodenal de cerdos con EC crénico (P=0.021). De
esta forma, el nimero de células positivas a PAS-Azul de Alcian incrementaron

(hiperplasia) a medida que se incrementé el tiempo de exposicion al calor.

En yeyuno e ileon el numero de células positivas a PAS-Azul de Alcian no fue
significativamente diferente entre tratamientos (P>0.05).

Cuadro 6. Células positivas a la tincion PAS-Azul de Alcian

EC Agudo
EC EC Confort
Confort vs EC
Agudo Croénico vs EC o
Croénico
Duodeno 3.2 3.5 57 0.015 0.021
Yeyuno 3.5 3.0 41 0.495 0.288
fleon 49 6.4 5.0 0.340 0.427
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b)

Figura 17. Cambios en el numero de células caliciformes en duodeno, segun la
proporcién de células tefiidas PAS-Azul de Alcian (a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA:
EC agudo y c.-ECC: EC crénico). Vista al microscopio: objetivo 10X.
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b)

Figura 18. Cambios en el nimero de células caliciformes en yeyuno, segun la
proporcion de células tefiidas PAS-Azul de Alcian (a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA:

EC agudo y c.-ECC: EC cronico). Vista al microscopio: objetivo 10X.
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b)

———

¢

e ool .

Figura 19. Cambios en el numero de células caliciformes en ileon, segun la proporcion

de células tefidas PAS-Azul de Alcian (a.-TN: Termoneutralidad, b.- ECA: EC agudo y
c.-ECC: EC cronico). Vista al microscopio: objetivo 10X.
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6.6 Apoptosis

La pérdida de simetria en la membrana celular es un fenbmeno que parece ser
caracteristico del proceso apoptético. Por lo cual, las células que estan sufriendo
apoptosis se pudieron detectar marcandolas con Anexina V-FITC; en donde la anexina V
marcada con fluorocromos puede usarse para identificar especificamente células

apoptéticas.

En las muestras de ileon de los cerdos expuestos a EC se increment6 el nimero de
células positivas a Anexina V (P=0.035) en comparacién con el grupo de condiciones de
confort. Sin embargo, en duodeno y yeyuno no se observaron diferencias significativas
en las células apoptéticas, de los distintos tratamientos. Tampoco fue diferente el nUmero

de células apoptéticas cuando se compar6 entre EC agudo y EC crénico (P>0.05).

Cuadro 7. Nucleos apoptéticas en las secciones intestinales por area de 10 000

um?
EC Agudo
EC EC Confort
Confort vs EC
Agudo Crénico vs EC o
Croénico

Duodeno 1.7 3.5 2.6 0.517 0.631
Yeyuno 9.7 11.0 13.8 0.423 0.384
fleon 2.8 12.9 20.6 0.035 0.299

6.7 Expresion de proteinas de union estrecha

En la Figura 20 se muestran los cambios en la expresion de claudina-2, ocludina y
zonocludina-1 en las tres secciones de intestino delgado de los cerdos expuestos a las
condiciones de EC agudo y EC crénico, comparado con el grupo confort. En general la
expresion de claudina-2 y ocludina en ileon de cerdos en EC se redujo al 30% en

comparacién con cerdos en termoneutralidad (P<0.05). Sin embargo, la expresién
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general de zonocludina-1 no fue diferente (P>0.05) entre EC y termoneutralidad. La

expresion de ocludina en EC crénico fue 2.7 y 5.0 veces la observada en EC agudo en

duodeno y yeyuno respectivamente (P<0.05). En el caso de la zonocludina-1 también se

Cuadro 8. Expresion relativa de proteinas de unién estrecha

EC Agudo
EC EC Confort
Confort vs EC
Agudo Crénico vs EC
Crénico

Claudina 2
Duodeno 1.00 0.41 0.63 0.129 0.3986
Yeyuno 1.00 0.96 0.59 0.628 0.4806
fleon 1.00 0.19 0.42 0.044 0.2380
Ocludina
Duodeno 1.00 0.59 1.58 0.916 0.010
Yeyuno 1.00 0.65 3.23 0.470 0.001
fleon 1.00 0.24 0.38 0.047 0.512
Z0-1
Duodeno 1.00 0.39 1.66 0.680 0.010
Yeyuno 1.00 0.80 7.57 0.199 0.019
fleon 1.00 0.16 0.97 0.258 0.006

observaron incrementos de 4.4, 9.5 y 6.2 veces en duodeno, yeyuno e ileon,

respectivamente, en los cerdos en EC crénico con respecto a su expresion en EC agudo

(P<0.05).
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Figura. 20 Incrementos/decrementos en la expresién de claudina-2, ocludina y

zonocludina-1 en las tres secciones de ID.
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7. DISCUSION

En gran parte del mundo, los cerdos alojados en granjas bajo condiciones practicas se
encuentran expuestos a grandes variaciones de temperatura ambiental durante la época
de verano (Cervantes et al., 2017). En consecuencia, si la temperatura ambiental excede
la temperatura de termoneutralidad para los cerdos (16-25°C para cerdos en

crecimiento), éstos padeceran de EC (Coffey et al., 1995).

En comparacioén con otros animales, los cerdos son mas sensibles al EC debido a su alta
generacion de calor metabdlico, rapida acumulacién de grasa y falta de glandulas
sudoriparas (Dallaire et al., 1996). Aunado a eso, reportes recientes (Morales et al.,
2016a, 2016b) muestran que en condiciones de temperatura elevada, los cerdos tienen
dificultad para mantener su temperatura corporal dentro del rango normal para su
especie, y que ésta se incrementa siguiendo un patron similar al de la temperatura

ambiente.

Durante la fase experimental de este trabajo, se registraron grandes variaciones de
temperatura ambiental y humedad relativa dentro de la sala donde los cerdos fueron
alojados. Tanto la temperatura ambiental como la humedad relativa durante el periodo de
confort se mantuvieron dentro del rango de confort o termoneutralidad para los cerdos;
sin embargo, en el periodo de EC la temperatura ambiental sobrepasd el nivel de
termoneutralidad. En la temperatura promedio durante este periodo fue de 33 °C, e
incluso el indice de calor fue superior a superior a 100 entre las 0800 y 2100 h
considerado esto como de cuidado extremo y peligroso (NOAA, 2017). Las diferencias
ambientales en los tratamientos del presente trabajo evidencian claramente que los
cerdos se encontraban en condiciones de EC, teniendo en cuenta que la temperatura de
confort para cerdos en crecimiento oscila alrededor de los 24°C (Quiniou et al., 2001).

Como resultado del incremento en la temperatura ambiental, la frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca y temperatura rectal de los cerdos se incrementan, afectando
negativamente el consumo de alimento, eficiencia productiva y reproductiva de los
animales (Das et al., 2016). En el presente estudio se observé que los animales
expuestos a EC tuvieron un consumo de alimento hasta 60% menor, en comparacién con

los animales alojados bajo condiciones de confort, lo cual concuerda con lo anterior.
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Fisiolégicamente se ha documentado que el hipotalamo tiene una funcién importante en
la termorregulacion autonomica (Morrison, 2016), por lo que el incremento de la
temperatura ambiente podria tener un efecto negativo sobre el hipotalamo afectando el
centro del apetito, con una drastica disminucién en el consumo de alimento (Baile y
Forbes, 1974).

La reduccion en el consumo de alimento que hacen los cerdos en estrés por calor, es un
mecanismo empleado para disminuir la produccién de calor debido a la digestion del
alimento (Morera et al., 2012, Hooda et al., 2010). Como consecuencia, los animales
experimentan un balance energético negativo, provocando principalmente una pérdida
de peso (Li et al., 2017). Al limitar la produccion de calor metabdlico durante el EC por la

supresién del consumo de alimento.

En general, la reduccion en la ganancia de peso y en el consumo de alimento en los
cerdos sometidos a EC, ha sido confirmada por otros autores (Huynh et al., 1998; Collin
et al., 2001; Morales et al., 2014; Yazdi et al., 2016). En casos mas severos se ha
reportado pérdida de peso en cerdos expuestos a EC conforme se aumenté el tiempo de
exposicidén a temperatura ambiental elevada (Morrow- Tesch et al., 1994). Este fendmeno
no se observo en el presente trabajo, ya que a pesar de la drastica reduccién en el
consumo en la etapa aguda de exposicién al calor, y aunque el nivel de consumo no se
recuperoé para la etapa de EC crénico, si se observo una recuperacion en la ganancia de
peso durante la etapa de estrés por calor crénico e incluso se llegd a tener una relacién

G: C similar a la de los cerdos en condicién de confort.

El sistema inmune protege al organismo y lo prepara para enfrentarse contra agentes
estresores internos y externos (Lim et al., 2008). Dentro de los principales indicadores del
estatus de la respuesta inmune se encuentran los leucocitos, eritrocitos, hemoglobina,
volumen del paquete celular, glucosa y concentraciones de proteina en sangre; las

cuales, de acuerdo con nuestra hipotesis podrian modificarse bajo un estrés térmico.

Los leucocitos incluyen a los linfocitos, monocitos y granulocitos, que son los
responsables del reconocimiento de los antigenos, produccion de citocinas y anticuerpos
asi como la eliminacion de patogenos. En el presente trabajo, las concentraciones de

leucocitos de los cerdos se mantuvieron dentro de los limites normales para esta especie,
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independientemente del tratamiento al que fueron asignados (Sutherland et al., 2006).
Estos parametros fueron normales y no se observaron diferencias en la concentracion de
leucocitos, excepto por un ligero incremento en el numero de linfocitos en cerdos del
grupo de EC. Este resultado coincide parcialmente con un reporte de Arce (2015), quien
unicamente observd un incremento en la concentracién de leucocitos sanguineos en

cerdos destetados en condicién de EC, pero desafiados con LPS de E. coli.

En el presente trabajo se observd un incremento en el numero de linfocitos sanguineos
bajo condiciones de EC (P=0.034), en comparacién con los cerdos en confort. Los
linfocitos en sangre son usados como parametro para reflejar la inmunidad especifica,
debido a su importancia en el establecimiento de una inmunidad duradera (Zhao et al.,
2002a; Cho et al., 2014), indicando la activacion de linfocitos en los animales expuestos
a EC, como un primer paso para controlar, impedir o eliminar posibles infecciones en las
superficies epiteliales (piel, revestimiento del tracto gastrointestinal y vias respiratorias,

Abbas et al., 2008) en los cerdos del presente experimento.

El hemograma realizado en los cerdos muestra valores comprendidos dentro de los
rangos normales para su especie en VPC, conteo de eritrocitos, concentracion de
hemoglobina, VCM, CCMH y conteo de plaquetas (Begum et al, 2015),
independientemente del tratamiento al que fueron sometidos. Lo anterior podria confirmar
gue los animales se mantenian en buen estado de salud y podrian descartarse afecciones
vasculares como anemia, hemorragias, trombosis, etc. (Wang et al., 2002; Cunningham.,
2014).

Sin embargo, se observo un incremento en el volumen del paquete celular, conteo de
eritrocitos, conteo de plaquetas y una tendencia a incrementar la concentraciéon de
hemoglobina en los cerdos sometidos a EC agudo en comparacién con cerdos EC
crénico. Este resultado contrasta con otros reportes en donde se demostré una
disminucién en el conteo de eritrocitos por lo tanto en el volumen del paquete celular; asi
como en los valores de hemoglobina durante EC (Kumar et al., 2011; Shivakumar et al.,
2010; Temizel et al., 2009).

La posterior reduccion en la concentracion de hemoglobina y en el volumen del paquete

celular en los cerdos sometidos a EC cronico puede sugerir una la lisis de eritrocitos,
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posiblemente como resultado de un incremento en el ataque de radicales libres
(Hargaden y Singer, 2012) a la membrana o por inadecuada disponibilidad de nutrientes
para la sintesis de hemoglobina, a consecuencia de la disminucibn en consumo de
alimento (Baumgard y Roads, 2013, Rhoads y Wu, 2009). Sin embargo, los indicadores
de esto, tales como bilirrubina y hematrécrito no muestran evidencia de lo anterior.

Futuros estudios permitiran elucidar el efecto del EC sobre la destruccién de eritrocitos.

Se ha comprobado que los parametros bioquimicos sanguineos se ven modificados
negativamente cuando los animales se exponen a condiciones de EC, Cunningham
(2014), propone que la medicion de estos parametros en suero de cerdos puede brindar
informacion importante sobre el estatus de salud y metabolismo, al ser una herramienta
de diagnoéstico practica para evaluar condiciones patologicas en los animales expuestos

a tratamientos experimentales diferentes (Verheyen et al., 2007).

La variabilidad en la concentraciéon de glucosa plasmatica en los animales expuestos a
condiciones de temperatura elevada se explica en funcion de los mecanismos
homeostaticos del organismo, entre los que se encuentran tanto el control endécrino a
través de la insulina y como el del glucagbn sobre el glucégeno, asi como de los
glucocorticoides en la gluconeogénesis (Harr, 2002). La glucosa en el musculo y el higado
mantiene un equilibrio dinamico con la glucosa sérica (He y Xiang, 2009).

Cuando los animales estan expuestos a estrés por calor, los musculos y las fuentes
hepaticas de glucosa se movilizan rapidamente y se reflejan en el aumento de la glucosa
sérica para mantener dicho equilibrio dinamico (Xu et al., 2010). En el presente estudio
la concentracion de glucosa se incremento en el grupo de EC agudo, pero disminuyo en
EC crénico. Esta variacion pudo ocurrir como consecuencia de una mayor movilizacién
de las reservas de grasa corporal en respuesta a una mayor demanda de energia
asociada con una mayor frecuencia respiratoria (Srikandakumar et al., 2003) y a la
disminucién del consumo de alimento, en comparacion con el grupo control. De acuerdo
con Belhadj-Slimen et al. (2015), la concentracion de glucosa sanguinea es afectada por

la severidad y duracion del EC.

Las concentraciones plasmaticas de nitrdgeno ureico, urea y acido urico fueron elevadas

en los animales expuestos a EC, en comparacion con los cerdos alojados en condiciones
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de confort. Estos resultados apoyan la idea de que el EC estimula la degradaciéon de
proteinas musculares (Tabiri et al., 2000; Belhadj-Slimen et al., 2016). Se ha observado
que el EC agudo (corto) aumenta el metabolismo de las proteinas (marcado por un
aumento en los niveles de acido urico en plasma), reduce la sintesis y retenciéon de
nitrogeno (Tabiri et al., 2000). Sin embargo, la exposicion a EC crénico interrumpe la
sintesis de proteina en varios musculos, disminuye la degradacion de proteinas, con
niveles mas bajos de aminoacidos en plasma (especialmente azufre y aminoacidos de
cadena ramificada) y niveles séricos mas altos de aspartato, acido glutamico vy

fenilalanina (Tenim et al., 2000).

Todos estos cambios resultado de efectos negativos de EC: disminucién en el consumo
de alimento, digestion deficiente y absorcién de nutrientes, incremento del catabolismo
de proteinas corporales, incremento en la oxidacién de aminoacidos (Le Floc'h et al.,
2018), son orquestados por citocinas inflamatorias y hormonas. La velocidad en la
sintesis de proteina disminuye en musculo esquelético, pero incrementa en el higado y
otros tejidos que se encuentran involucrados en la produccién de proteinas de fase

aguda, defensa e inmunitarias (Obled et al., 2002)

Se ha observado que en condicion de EC crénico se incrementa la remocion y
metabolismo de lipidos (Belhadj-Slimen et al., 2015). Lo anterior podria asociarse con el
incremento del 50% en la concentracion de triglicéridos en sangre de animales expuestos
a EC, en comparacion a los animales alojados en condiciones de confort. Esta
dislipidemia en los cerdos expuestos a EC pudiera relacionarse con los elevados niveles
de glucosa en plasma, ya que la hiperglucemia aumenta la movilizacién de las reservas
corporales al favorecer la lipdlisis (Baumgard y Rhoads, 2013). Aunque el tiempo
experimental para su desarrollo fue corto, los niveles altos de triglicéridos en coincidencia
con los niveles altos glucosa podrian sugerir una resistencia a insulina (Baumgard et al.,
2012; Baumgard y Rhoads, 2013).

En este trabajo la concentracién de colesterol disminuyé marcadamente en los cerdos
expuestos a EC crénico en comparacion al grupo en condiciones de EC agudo (108.33
vs 83.33). Marai et al., (2007) demostraron que esta disminucién podria deberse a la

dilucion resultante del incremento del agua corporal total o de la disminucién en la
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concentracion de acetato, un precursor primario de la sintesis de colesterol. Otros
reportes en la literatura indican que los animales expuestos a EC tienen una capacidad
limitada para movilizar el tejido adiposo, y por lo tanto, no pueden mantener los
mecanismos necesarios para apoyar la flexibilidad metabdlica de la seleccion de
combustible (Baumgard et al., 2012; Baumgardy Rhoads, 2013).

Se ha observado que en EC se modifican las concentraciones plasmaticas de ciertos
minerales, lo cual se asocia con alta excrecion de electrolitos en heces y orina, o debido
a la pérdida de agua por jadeo (Belay et al., 1992) resultando en un desequilibrio acido-
base. Ademas, las alteraciones en el balance de minerales de los animales en EC
también podria asociarse a la reduccidn en su ingesta de alimento (Marai et al., 2007).
En el presente trabajo la concentracion de calcio y fosforo en el suero de los cerdos se
mantuvo dentro de los parametros normales para esta especie, a excepciéon de la

concentracion de calcio en los animales en EC crdnico en el que se observé disminuido.

El calcio total en plasma es afectado por la concentracidén de proteina plasmatica; debido
a que aproximadamente el 45-50% del total de calcio en plasma se encuentra unido a
proteinas plasmaticas (Cheng et al., 2015). Por lo cual la concentracién de calcio puede
disminuir cuando se presenta una hipoproteinemia, la cual también podria resultar de la

reduccion en el consumo de alimento (Srikandakumar et al., 2003).

El fésforo es un mineral que junto con el calcio es importante para el mantenimiento del
equilibrio acido-base de los fluidos del cuerpo (McDowell, 1992) y es un componente de
de los fosfolipido de la membrana celular, de fosfoproteinas y acido nucleicos (Alberts et
al., 2013). En este trabajo, la concentracion sérica de fésforo se redujo en los cerdos en

EC cronico pero no en EC agudo.

Al igual que para otros minerales, es probable que la reduccién en la concentracion de
este mineral en el suero se asocie a una reduccion en su absorcion intestinal y renal. De
acuerdo con Lumei (1997), el incremento en la tasa de pasaje del alimento en animales
en EC crénico puede incrementar la excrecion de algunos metabolitos, entre ellos el

fosforo.
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Morfologia intestinal

Se ha documentado que cuando la temperatura ambiental se eleva el flujo de sangre se
redistribuye hacia 6rganos periféricos con el objetivo de disipar calor (Cronjé, 2007). En
esta condicion, se reduce el aporte de oxigeno y nutrientes a érganos internos como el
intestino, lo que ocasiona perdida de células epiteliales y por tanto acortamiento de
vellosidades (Liu et al., 2009). En este trabajo se observo un acortamiento importante en
la altura de las vellosidades y en la profundidad de las criptas de yeyuno de los cerdos
en EC agudo; asi también en los cerdos en EC crénico se continu6é observando el de
acortamiento de vellosidades y criptas en los tres segmentos de intestino delgado.

Igualmente, se ha demostrado que el EC agudo dafia y provoca una disminucion de la
altura de las vellosidades y profundidad de criptas del epitelio de intestino delgado (Yu et
al., 2010; Pearce et al., 2013b), tal como se estudié en este trabajo. Ademas, se observé
que después de ocho dias en EC el epitelio intestinal de los cerdos no alcanza a
recuperarse por completo, aun cuando se conoce que el epitelio de las vellosidades
intestinales tienen un ciclo celular regenerativo corto de aproximadamente 48 horas y que
las vellosidades del epitelio tienen buena capacidad de reparacion (Morini et al., 2000;
Wang et al., 2002). Lo anterior podria tener consecuencias nutricionales importantes
como una reduccion en la capacidad de absorcién de nutrientes; pero ademas podria
predisponer a los cerdos a problemas severos como infecciones y diarreas (Pearce et al.,
2013a).

Marion et al. (2002) mostraron que un 56 % en la variacion de la altura de las vellosidades
en el intestino delgado se explica por el bajo nivel del consumo de alimento. Lo que en
este trabajo pudiera asociarse con la marcada reduccién en el consumo de alimento y

acortamiento de vellosidades en los animales expuestos a EC.

En el presente estudio la profundidad de las criptas se redujo en EC croénico. Este
parametro indica una menor actividad para la generacién de nuevas células en las criptas
(Hedemann et al., 2006); lo cual también podria asociarse a la reduccidén en el consumo
de alimento y por tanto, menor disponibilidad de nutrientes para la proliferacion y division

celular.
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La relacién altura de la vellosidad: profundidad de la cripta es un criterio util para estimar
la capacidad digestiva e integridad del intestino delgado (Montagne et al., 2003). En este
estudio el mantenimiento de la relacién altura de las vellosidades: profundidad de cripta
sugiere que la reduccién en la altura de la vellosidad es menos perjudicial cuando no se

encuentra acompanada de un incremento en la profundidad de las criptas.

La atrofia de las vellosidades intestinales generalmente se asocia a una reducida
actividad enzimatica de la mucosa (Blikslager et al., 2007). Debido a que las células que
se pierden son enterocitos maduros, en donde precisamente se encuentran las enzimas
digestivas, se ha observado generalmente una disminucién de la actividad enzimatica de

la mucosa en asociacion con el EC (Blikslager et al., 2007; Kagnoff, 2014).

Como se ha mencionado antes, el dafio al epitelio intestinal puede asociarse con la
reduccion en el flujo sanguineo hacia intestino delgado, que ocurri6 en los cerdos
expuestos a EC (Liu et al., 2009; Yu et al., 2010; Pearce et al., 2013), lo que provoca
hipoxia e isquemia en el epitelio (Hinnebusch et al., 2002), y por tanto acortamiento de

vellosidades debido a la muerte y desprendimiento de células epiteliales.

Una vez que el factor estresante es retirado o los animales han logrado cierto grado de
adaptacién, pudo verse un incremento en la proliferacién y migracién de células
intestinales, logrando cierto grado de recuperacion en la altura de las vellosidades (Liu et
al., 2009).

Mucina

El moco es particularmente importante porque es la primer capa de contacto con el
contenido intestinal, el cual comprende a la digesta y a la microbiota intestinal (Corfield
et al., 2000). Una de las funciones de la capa de mucina en intestino es crear un habitat
microecolédgico que protege al organismo de la entrada de toxinas y microorganismos
nocivos a través del epitelio (Ganz, 2002; Lievin-Le Moal y Servin, 2006; Chen et al.,
2014).

En este trabajo, los cerdos sometidos a EC presentaron un mayor niumero de células

productoras de mucina en el duodeno, en comparacién con los animales en confort;
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inclusive el incremento en el numero de células productoras de moco fue mayor en el

duodeno de cerdos en EC cronico. Este efecto no se observé en yeyuno e ileon.

En coincidencia con los resultados del presente trabajo, otros autores han observado un
incremento en la expresién de mucina tanto en cerdos expuestos a EC (Pearce et al.,
2014), asi como también en el ileon de pollos (Ashraf et al., 2013). El incremento en la
produccién de mucina en las criptas y vellosidades intestinales como medida de
proteccion del epitelio para mantener su permeabilidad y proteccidn podria ser

determinante en animales en EC (Lambert, 2009).

En el presente estudio, el numero de células caliciformes, productoras de mucina, se
incrementd con el tiempo de exposicidén al calor, lo que podria indicar que los cerdos
expuestos a EC fueron mas susceptibles al ataque de bacterias patdgenas, ya que éstas
pueden consumir el moco intestinal como fuente de carbono y por lo tanto alcanzar a
romper la barrera intestinal hacia torrente sanguineo (Chen et al., 2014). Sin embargo,
aungue no se observaron signos de infeccién en los cerdos de este experimento, los

resultados obtenidos no pueden comprobar esta hipoétesis.

Otros factores que afectan la secrecién de moco son el destete y la edad de los animales
(Brown et al., 1988; Choi et al., 1991), la composicién de la microbiota (Collinder et al.,
2002) y la composicion de la dieta (Hedemann et al., 2006). Sin embargo, ninguno de

ellos fue analizado ni modificado en este trabajo.

Apoptosis

El EC induce apoptosis de enterocitos, la cual tiene un papel muy importante en la
fisiologia y patofisiologia del calor en relacion con enfermedad (Gu et al., 2014). Se ha
demostrado que la exposicion prolongada a temperatura elevada genera un dafio celular
(Mceleny et al., 2004), lo que impide la correcta funcién celular, desencadenando la

apoptosis de las células (Davies et al., 2001).

Observamos que el numero de células en apoptosis en el duodeno y yeyuno no fue
afectado por la exposicién al calor. Sin embargo, el numero de células en apoptosis en

epitelio intestinal de ileon de los cerdos expuestos a EC agudo y crénico se incrementaron
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al 200 y 800% respectivamente, en comparacién con los cerdos en confort (P<0.05). Se
ha demostrado que el EC provoca dafio y disfuncion mitocondrial lo cual pudo haber
desencadenado la sefalizacidn apoptotica en nuestra investigacion (Gu et al., 2014; Hsu
etal., 2011).

Los enterocitos diferenciados que regularmente se encuentran en la punta de las
vellosidades intestinales son muy sensibles a la reduccion en la irrigacidon sanguinea
(Hinnebusch et al., 2002). Ademas, la regeneracion del epitelio requiere una gran
cantidad de energia, por lo que en ausencia de ésta es probable observar necrosis y
descamacién celular, especialmente en la punta de las vellosidades intestinales
(Lambert, 2009). Por lo anterior, se puede suponer que en EC, un mayor niumero de
enterocitos entraron en apoptosis a una tasa mayor de la que requiere el epitelio para
recuperarse desde las criptas, y por tanto se mantuvo el dafo que ya se observaba con

la reduccién en la altura de vellosidades.

Expresion de proteinas de union estrecha

Como se ha discutido, el EC dafia la mucosa del intestino delgado, lo que puede
incrementar su permeabilidad y el paso de toxinas y bacterias patogenas. También se ha
hablado que en condiciones normales otro mecanismo de defensa del epitelio es
mantener la unién entre los enterocitos mediante uniones estrechas constituidas por

proteinas de unién transmembrana (Guttman et al., 2006).

En el presente estudio, la expresion de claudina-2 y ocludina en ileon de los cerdos en
EC se redujo al 30 % en comparacién con cerdos en confort (P<0.05). Sin embargo, la
expresion general de zonocludina-1 no fue diferente (P>0.05) entre EC (crénico y agudo)
y confort. Las claudinas son las proteinas mas importantes que definen la permeabilidad
de las uniones estrechas. De acuerdo con Escafitt et al. (2005) la abundancia de
claudinas puede variar considerablemente entre los segmentos intestinales. Es posible
que esta variaciéon también esté asociada con la marcada reduccién en su expresion
observada en el ileon de los cerdos en EC de este trabajo. Ren et al., 2017, reportaron

que la claudina 2 y ocludina son antagonistas uno del otro en relacion a la funcién de
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barrera intestinal. De tal manera que cuando uno es regulado positivamente, el otro

automaticamente es regulado negativamente (Ren et al., 2017).

La expresion de ocludina en EC croénico fue 2.7 y 5.0 veces mayor a la observada en EC
agudo en duodeno y yeyuno, respectivamente (P<0.05). La ocludina es blanco frecuente
de patégenos durante la infecciéon ya que al ser un elemento central regulador de las
uniones estrechas, esta sujeto a regulaciones estrictas, y la fosforilacion de esta proteina
es probablemente la modificaciéon postraduccional mas importante que contribuye a su
funcién (Lutgendorff et al., 2008).

En la literatura se reporta que el incremento en la permeabilidad intestinal de cerdos en
EC se asocia con reduccién de la integridad y expresion de proteinas de union estrecha
zonocludina y ocludina (Martinez et al., 2012), tal como se observé en los animales

expuestos a EC calor agudo de este trabajo.

Para el caso de zonocludina-1 también se observaron incrementos de 4.4, 9.5y 6.2 veces
en duodeno, yeyuno e ileon, respectivamente, en los cerdos en EC cronico con respecto
a su expresion en EC agudo. En general, la disminucién en la expresion de zonocludinas
se asocia con el rompimiento de la organizacion de actina y la pérdida de la distribucién
normal de contacto célula a célula (Fanning et al., 1998). El incremento en la expresién
de ocludina y zonocludina en los animales expuestos a EC cronico se atribuye a que
después de 8 dias de exposicion a temperatura elevada, los cerdos pudieran haber
iniciado la recuperacién de su epitelio intestinal. En este caso se esperaria que ocludina
comenzara a crear una barrera paracelular via polimerizacién lateral en la membrana de
los enterocitos para generar una linea continua de adhesion entre células, reorganizando
el funcionamiento de las uniones estrechas y la regeneracioén de la integridad del epitelio

intestinal (Furuse et al., 1994).
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8. CONCLUSIONES

Los efectos negativos del EC en el consumo de alimento y parametros productivos fueron

mayores durante el EC agudo.

La exposicibn a ECC disminuy6 la concentracién del volumen del paquete celular

sanguineo, eritrocitos y hemoglobina.

Las alteraciones en la concentracion de glucosa, triglicéridos y nitrégeno en sangre de
los animales expuestos a EC, son reflejo de modificaciones en la actividad metabdlica y
desvio de nutrientes hacia otros mecanismos necesarios para mantener la homeostasis

en los cerdos.

La integridad morfolégica intestinal se ve comprometida debido a la exposicién aguda a
EC. Las tres secciones intestinales duodeno, yeyuno e ileon presentaron reduccién en la

altura de las vellosidades en los expuestos a estrés por calor.
El ECC incrementé las células positivas a la tincion de PAS- AA.

En los enterocitos del ileon se registré incremento de células apoptéticas en los animales

expuestos a EC.

El EC agudo y croénico altera de forma diferente la expresion de las proteinas de unién
estrecha claudina-2, ocludina y zonocludina en epitelio intestinal de cerdos en

crecimiento.

El adecuado entendimiento de como los cerdos y otros mamiferos responden al EC
generara el desarrollo de mejores estrategias de mitigacion que ayuden a aliviar los

efectos negativos del EC tiene en la produccién y salud de los animales.
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