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Resumen

En cerdos expuestos al estrés por calor (EC) se incrementa la muerte de las
células intestinales, lo que resulta en un aumento en la pérdida endogena de
aminoacidos (AAs) y deterioro del epitelio intestinal. La Arginina (Arg) es un
aminoacido precursor de la sintesis de poliaminas para la proliferacion de las células
intestinales, que contribuye a restaurar el epitelio del intestino delgado. Se analizo
el efecto de la adicion de Arg a las dietas para cerdos en EC sobre la pérdida
enddogena de AAs (experimento 1); digestibilidad de una dieta convencional y
concentracion de AAs y metabolitos en suero sanguineo (experimento 2). Se
emplearon doce cerdos (23.1 + 1.1 kg de peso corporal) a los cuales les fue
implantada quirargicamente una céanula tipo T al final del ileon, al final de la cirugia
se alojaron en corrales individuales, y se les permitieron 15 dias de recuperacion en
condiciones termoneutrales (TN) (22 £ 2 °C). Para el primer experimento los cerdos
se asignaron aleatoriamente a uno de tres tratamientos: 1) cerdos TN alimentados
con una dieta basal semi purificada de almidén de maiz y caseina al 3% (TN-B); 2)
cerdos en EC con dieta basal (EC-B); 3) cerdos en EC alimentados con la dieta
basal suplementada con 0.20% de L-arginina (EC-Arg). El experimento consistio en
dos periodos de 9 dias; cada uno consisti6 en siete dias de adaptaciéon a su
respectiva dieta, seguido de un periodo de colecta de digesta ileal de dos dias. La
digesta se recolecté por 12 horas consecutivas cada dia. Los cerdos se alimentaron
dos veces al dia con la misma cantidad de alimento en cada horario. La temperatura
ambiente (TA) de las salas TN y EC oscil6 entre 18.6 y 27.6 °C, y entre 29.5y 40.7
°C, respectivamente. La temperatura intestinal semejé al patrén de la TA. La pérdida
endogena de AAs esenciales aumentd (P < 0.01) en los cerdos EC-B en
comparacion con los cerdos TN-B y EC-Arg; sin embargo, no hubo diferencia en la
pérdida enddégena de AAs entre los cerdos TN-B y EC-Arg (P > 0.05). Con la
excepcion de serina, las pérdidas endogenas diarias de AAs no esenciales en
cerdos EC-B fueron mayores (P < 0.01) en comparacién con las de los cerdos TN-
B y EC-Arg. En el segundo experimento los cerdos se asignaron de nuevo a uno de
tres tratamientos de forma aleatoria: 1) TN-B; cerdos en condiciones TN

alimentados con una dieta basal; 2) EC-B, cerdos en EC alimentados con la dieta
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basal; 3) EC-Arg, cerdos en EC alimentados con la dieta basal suplementada con
0.20% de L-arginina. La dieta basal se elabor6 con trigo, pasta de soya y AA libres.
El estudio se efectué en dos periodos de siete dias cada uno. Durante el primero,
todos los cerdos se mantuvieron en condiciones de EC; en el segundo, los cerdos
se alojaron en una sala con ambiente controlado (TN). Después de cinco dias de
adaptacién a su respectiva dieta, seguido de un periodo de colecta de digesta ileal
de dos dias. La digesta se recolectdé por 12 horas continuas. La temperatura
ambiente de las salas TN y EC oscilo entre 18.6 y 27.6 °C y entre 28.9 y 39.3 °C,
respectivamente. Los cerdos del tratamiento EC-Arg mostraron mayor digestibilidad
de Arg, Trp (P < 0.05) y una tendencia a mayor digestibilidad de Fen (P < 0.10)
comparados con cerdos EC-B. La concentracion sérica de AA esenciales Arg, His,
Lis, Met, y no esenciales como GIn, Gli, Sery Tir fue mayor (P < 0.05) en los cerdos
EC-Arg en comparacion de los cerdos EC-B. Se observé mayor concentracion de
ornitina y urea (P < 0.01) y tendencia a ser mayor la concentracion del acido a-
aminoadipico y etanolamina (P < 0.10) en el grupo de cerdos EC-Arg comparados
con cerdos EC-B. En resumen, la exposicién de cerdos a condiciones de EC en
comparacion con las condiciones de TN incrementa la pérdida de AAs enddgenos.
Sin embargo, la suplementacion de la dieta con Arg ayudd a contrarrestar los
efectos negativos del EC al reducir la pérdida endégena de AAs, mejorar la
absorcion de algunos AAs, y modificar el perfil de metabolitos séricos,
probablemente al recuperar la funcién del epitelio intestinal deteriorada por el estrés

por calor.
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Abstract

In pigs under heat stress (HS), intestinal cell death increases, resulting in an
increased endogenous loss of amino acids (AAs) and deterioration of intestinal
epithelium. Arginine (Arg) is an aminoacid precursor to the synthesis of polyamines
for the proliferation of intestinal cells, which contributes to restoring the small
intestine epithelium. Therefore, the effect of adding L-arginine to diets for HS pigs
on the endogenous AA loss (experiment 1), digestibility of a conventional diet, and
serum concentration of AA and metabolites (experiment 2) were analyzed. Twelve
pigs (23.1 £ 1.1 kg BW) in which a T-type cannula was surgically implanted at the
end of the ileum. At the end of the surgery, they were housed in individual pens, and
they were allowed 15 days of recovery under thermoneutral (TN) conditions (22 +
2°C). For the first experiment, pigs were randomly assigned to one of three
treatments: 1) TN pigs fed a semi-purified basal diet of corn starch and 3% casein
(TN-B); 2) pigs in HS fed with basal diet (HS-B); 3) HS pigs fed basal diet
supplemented with 0.20% L-arginine (HS-Arg). The experiment consisted of two 9-
day periods; each consisted of seven days of adaptation to their respective diet,
followed by a two-day ileal digesta collection period. The digesta was collected for
12 consecutive hours each day. The pigs were fed twice dayly with the same amount
each time. The ambient temperature (AT) of the TN and HS rooms ranged between
18.6 and 27.6 °C, and between 29.5 and 40.7 °C, respectively. Intestinal temperature
resembled the AT pattern. Endogenous loss of essential AAs was increased (P <
0.01) in HS-B pigs compared with TN-B and HS-Arg pigs; however, there was no
difference in the endogenous loss of AAs between TN-B and HS-Arg pigs (P > 0.05).
With the exception of serine, daily endogenous losses of non-essential AAs in HS-B
pigs were greater (P < 0.01) compared with those in TN-B and HS-Arg pigs. In the
second experiment the pigs were again randomly assigned to one of three
treatments: 1) TN-B; pigs in TN conditions fed a basal diet; 2) HS-B, pigs in HS fed
with the basal diet; 3) HS-Arg, HS pigs fed with a basal diet supplemented with
0.20% L-arginine. The basal diet consisted of wheat, soybean meal, and free AAs.
The study was carried out in two periods of seven days each. During the first, all pigs

were kept under HS conditions; In the second, the pigs were housed in a room with
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a controlled environment (TN). After five days of adaptation to their respective diet,
followed by a two-day ileal digesta collection period. The digesta was collected for
12 continuous hours. The ambient temperature of the TN and HS rooms ranged
between 18.6 and 27.6 °C, and 28.9 and 39.3 °C, respectively. Pigs in the HS-Arg
treatment showed greater digestibility of arginine and triptofan (P < 0.05) and a trend
greater digestibility of phenylalanine (P < 0.10) compared to HS-B pigs. The serum
concentration of essential AAs arginine, histidine, lysine, methionine, and non-
essential AAs such as glutamine, glycine, serine, and tyrosine was higher (P < 0.05)
in HS-Arg pigs compared to HS-B pigs. A higher concentration of ornithine and urea
(P <0.01) and a tendency towards a higher concentration of a-aminoadipic acid and
ethanolamine (P < 0.10) were observed in the group of HS-Arg pigs compared to
HS-B pigs. In summary, exposure of pigs to HS conditions compared to TN
conditions increases the loss of endogenous AAs. However, dietary
supplementation with Arg helped to counteract the negative effects of HS by
reducing endogenous loss of AA, improving the absorption of some of them, and
modifying the serum metabolites profile, probably by recovering intestinal epithelial

function impaired by heat stress.
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1. Introduccion

La porcicultura en México es una actividad pecuaria de gran importancia
econdmica. Con un consumo de carne de cerdo de 19 kg por persona al afo, le
confiere el segundo lugar como fuente de proteina més consumida en el pais,
después del pollo. La produccion porcina se ubica practicamente en todos los
estados del pais (Figura 1), con un registro de 2,553 unidades de produccién
porcina tecnificadas y semitecnificadas (SIAP, 2019). Jalisco, Sonora y Puebla son
los principales estados productores, aportando en conjunto cerca del 50% de la
produccion nacional (SENASICA, 2021).

Estados Unidos

.
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"eorw 10ToW wrow

Figura 1. Mapa de la distribucién nacional de las Unidades de Produccion Porcina
en México, 2018. (Adaptado de SENASICA, 2021)

Sin embargo, la produccion de cerdos en estos tres estados y en la mayor
parte del pais se ve mermada durante la época mas calida del afio, donde se puede
alcanzar una temperatura ambiente (TA) que supera los 35 °C (CONAGUA, 2021).
Elaumento en la TA provocado por el calentamiento global amenaza a la produccion
porcina para los préximos afos, lo que generard un gran desafio para la industria,
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especialmente en las regiones mas célidas (Rojas et al., 2017). Ademas, algunas
simulaciones climaticas pronostican un aumento en el numero, frecuencia e
intensidad de olas de calor, aumentando significativamente la temperatura global
(NASA, 2021).

Los cerdos son una de las especies de ganado mas sensibles a los cambios
de TA (Ortega et al., 2021). Su exposicion a temperaturas superiores a su zona
termoneutral (TN), que va de los 16 a 22 °C para la etapa de crecimiento y
finalizacion (Coffey et al., 1995), tiene como consecuencia el estrés por calor (EC)
gue compromete su bienestar y productividad (Yu et al., 2010; Baumgard et al.,
2013). Los cerdos bajo condiciones ambientales de EC manifiestan cambios en su
comportamiento y fisiologia, siendo el principal efecto negativo para la produccion
animal la disminucion del consumo voluntario de alimento (CVA), considerado por
algunos autores como un mecanismo natural y adaptativo que utilizan los animales
para contrarrestar el aumento de la generacion de calor metabdlico (Quiniou et al.,
2000; Collin et al., 2001; Renaudeau et al., 2013). De acuerdo con la intensidad y
duracion de la exposicion al calor (estrés por calor agudo o crénico), el consumo de
alimento puede decaer del 15% (Kerr et al., 2003) hasta un 40% (Morales et al.,
2018) en comparaciéon con cerdos en condiciones TN. En un intento por disipar el
calor corporal durante el EC, los cerdos desvian el flujo de sangre hacia la piel,
reduciendo el gasto de sangre, nutrientes y oxigeno que llega a las células del
intestino (Collin et al., 2001; Ogoh et al., 2013). Debido a la menor concentracion de
oxigeno que llega a las células intestinales se aumenta la liberacion de radicales
libres (Boveris et al., 1973), resultando en dafios en el epitelio intestinal, y por
consecuencia, la muerte celular y con ello la reducciéon en la altura de las
vellosidades (Liu et al., 2009; Pearce et al., 2013, 2014). Lo anterior implica menor
cantidad de células responsables de la absorcion (enterocitos) y menor superficie
de contacto con la digesta que, en conjunto, podria comprometer tanto el proceso
de digestion como la absorcion de los nutrientes de la dieta (Morales et al., 2014;
Gabler y Pearce, 2015).

19



Es posible aplicar estrategias nutricionales para reducir el impacto negativo
del EC como la adicion de amino&cidos (AAs) libres a la dieta, particularmente la
suplementacion con arginina (Arg), que ha mostrado una aparente recuperacion del
epitelio intestinal aumentando la relacion de altura de las vellosidades y profundidad
de las criptas en el intestino delgado (ID; Morales et al., 2021). Considerando que
el aumento en la altura de las vellosidades implica una mayor area de absorcion
(Caspary, 1992), se podria esperar una mejora en la digestibilidad de la proteina y
una mayor absorcion de los AAs de la dieta. Presumimos que la suplementacion de
las dietas con Arg extra puede ayudar a la recuperacion de células del epitelio

intestinal, mejorando la digestion y absorcién de AAs de la dieta de cerdos en EC.
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2. Revision de literatura

2.1. Funcién y estructura del intestino delgado

El intestino delgado es un 6rgano complejo y altamente organizado que
cumple muchas funciones importantes, incluidas la digestién, la absorcién de
nutrientes, la funcion enddcrina y la inmunidad (Hickey et al., 2023). Probablemente
la funcion mas importante es transformar los nutrientes de los alimentos para que
sean absorbibles y utilizables por el cuerpo. Al ID lo conforman tres segmentos:
duodeno, yeyuno e ileon. En cerdos maduros, la longitud del ID es entre 16 a 21 m,
alrededor del 5% es duodeno, del 88 al 91% constituye el yeyuno y 4 a 5% ileon
(Yen, 2001). Morfolégicamente, el ID esta construido por pliegues, vellosidades y
microvellosidades en la superficie que, en comparacién a un tubo cilindrico simple,
estas estructuras incrementan la superficie de absorcion del epitelio (Caspary,
1987). La absorcion consiste en el transporte de sustratos desde la luz intestinal
hacia la sangre o el sistema linfatico a través de la barrera de las células epiteliales
de la mucosa (Farré et al 2020). El epitelio intestinal es una capa unicelular que
constituye la barrera mas importante contra el ambiente externo. El epitelio no es
una capa recta de células, sino que consta de invaginaciones denominadas “criptas
de Lieberkihn” (Spence et al.,, 2011). ComUnmente se cree que las criptas
contienen aproximadamente seis células madre independientes, que dan lugar a
células proliferativas transitorias que se diferencian y maduran a medida que viajan
al apice de la vellosidad, donde eventualmente se desprenden hacia la luz intestinal
(Crosnier et al., 2006; van der Flier y Clevers, 2009). Las criptas se someten a ciclos
constantes para la reposicion celular, en condiciones normales u homeostaticas, se
estima que cada célula epitelial tiene una vida media de 4 a 5 dias, pasado este
lapso inevitablemente se conducen a la apoptosis (Clevers, 2013). En las
vellosidades se pueden distinguir varios tipos de células diferenciadas: 1)
Enterocitos; que representan la mayor poblacién en las vellosidades y son
responsables de la absorcidén de nutrientes. Su principal caracteristica es poseer un
abundante numero de microvellosidades orientadas hacia la luz intestinal. 2)
Células goblet o caliciformes; secretan mucinas que son necesarias para el

movimiento del contenido intestinal y brindan proteccién contra microorganismos
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patogenos (Karam, 1999). 3) Células enteroenddcrinas; coordinan el
funcionamiento intestinal y secretan hormonas peptidicas especificas; existen hasta
15 subtipos diferentes y se encuentran dispersas como células individuales por toda
la mucosa, representando aproximadamente el 1% de las células que recubren la
luz intestinal. Y 4) Células de Paneth, residen en la base de la cripta y tienen una
funcion de inmunidad innata y defensa antibacteriana. Para ello, secretan péptidos
como defensinas, bactericidas, lisozimas, entre otras (van der Flier y Clevers, 2009).
Se estima que las células de Paneth tienen una esperanza de vida de al menos tres
semanas (Bjerknes et al., 1981). En conjunto, los grupos diferenciados de células
del epitelio intestinal forman una sola capa que recubre la luz intestinal y tienen dos
funciones criticas. Primero, actian como una barrera para prevenir el paso de
material intraluminal dafiino, incluidos antigenos extrafios, microorganismos nocivos
y sus toxinas (Blikslager et al., 2007). Segundo, cumplen como un filtro selectivo,
permitiendo la translocacion de electrolitos, agua y nutrientes esenciales de la dieta,
desde la luz intestinal hacia el torrente sanguineo (Kunzelmann et al., 2002; Broer,
2008).

2.2. Digestién intestinal de la proteina

La mayoria de los nutrientes del alimento se ingieren en una forma compleja
para su absorcion. Es decir, en forma insoluble y, por tanto, indigerible. Dentro del
tracto gastrointestinal, muchas de estas sustancias se solubilizan (digestién) y se
degradan enziméticamente a moléculas simples de tamafio lo suficientemente
pequefio y en una forma que permite su absorcion a través del epitelio intestinal
(Hornbuckle et al., 2008). Las proteinas son polimeros de aminoacidos unidos
mediante enlaces peptidicos y aunque muchos compuestos en el cuerpo se pueden
definir quimicamente como aminoacidos, desde un punto de vista nutricional sélo
nos interesan los 20 AAs codificados en el ADN (Watford et al., 2018). La digestion
de proteinas en los mamiferos se produce a lo largo del tracto gastrointestinal, inicia
por la accion de la pepsina en el estbmago a un pH &cido (Heda et al., 2023),
seguida de varias proteasas en la luz intestinal en un ambiente alcalino (Ghassan
et al., 2011). Esto produce oligopéptidos y AAs que luego son absorbidos por los
enterocitos a través de transportadores especificos (Henning, 1985).
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En la Figura 2 se muestra un diagrama simplificado de la digestion de

proteinas en animales no rumiantes.

Digesti6n

b

Proteasas
gastricas

Proteasas
pancreaticas

Peptidasas
intestinales

Absorcion

Fermentacion

Figura 2. Descripcion esquematica de los sitios de digestion y absorcién de
proteinas en el tracto digestivo de los cerdos. E= Eséfago, Es= Estomago, P=
Pancreas, H= Higado, V= Vesicula biliar, D= Duodeno, Y= Yeyuno, |= ileon, C=
Ciego, IG= Intestino grueso. (Adaptado de Makkink, 1993)

La primera etapa de la digestion de la proteina dietética inicia en el estbmago,
el cual secreta una mezcla de compuestos conocidos colectivamente como "jugo
gastrico". El jugo géastrico comprende agua, moco, acido clorhidrico y pepsina. El
pepsindgeno es el precursor inactivo de la pepsina, enzima implicada en la digestién
de proteinas, descomponiéndolas en péptidos mas pequefios que pueden continuar
su digestion en el ID (Neurath y Walsh, 1976). Los péptidos parcialmente digeridos
pasan del estbmago al duodeno, la primera y mas corta seccion del ID, y se mezclan
con las secreciones pancreéticas que contienen enzimas digestivas (Kim y Duarte,
2021). Las enzimas del pancreas son responsables de la mayor parte de la hidrdlisis

de proteinas a lo largo del ID.
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El pancreas secreta dos tipos de peptidasas:1) Endopeptidasas como la
tripsina, la quimotripsina y la elastasa que atacan los enlaces peptidicos dentro de
la longitud de la cadena y libera péptidos mas pequefios y 2) Exopeptidasas que
atacan los enlaces peptidicos carboxi-terminales o amino-terminales, liberando AAs
individuales (Ruthenbirger et al., 2006). Ambos grupos de enzimas proteoliticas
actuan de forma complementaria, produciendo finalmente una mezcla de di, tri y
oligopéptidos, asi como AAs libres. Los pasos finales en la digestion de péptidos
estan asociados con las células epiteliales de la mucosa, como el enterocito. A
medida que los enterocitos migran desde la cripta hacia la punta de las vellosidades,
experimentan maduracion tanto estructural como funcional, aumentando la
expresion de enzimas digestivas y proteinas transportadoras especificas
(Buddington et al., 2003). Las enzimas responsables de las etapas terminales de la
digestion de proteinas generalmente estan ancladas en la membrana de las
microvellosidades mediante una pequefia terminal hidr6foba y tienen un sitio activo
expuesto a la luz intestinal (Hall et al., 2013). La enteroquinasa de la membrana
apical del enterocito es responsable de la activacién del tripsinGgeno pancreético,
gue al escindir un octapéptido terminal, da como resultado la activacion de la tripsina
(Kitamoto et al., 1994; Hall et al., 2013). Las proteinas transportadoras atraviesan
tanto la membrana apical como la basolateral y, mediante cambios

conformacionales, transportan AAs hacia y desde el enterocito (Bréer, 2008).

Existen sistemas de transporte separados para diferentes grupos de AAs. La
mayoria de estos sistemas son activos y median el transporte de sus sustratos. El
sistema de transporte B° moviliza AAs neutros a través de la membrana, el
superindice “0” indica AAs sin carga neta. Este sistema de transporte depende del
Na*y acepta como sustratos a aquellos AAs neutros que disponen del grupo amino
en la posicion a (Poncet y Taylor, 2013). Los AAs cationicos y anionicos no son
sustratos de este transportador. El sistema B° AT1 muestra una extensa capacidad
de transporte. Sin embargo, debido a la gran competencia por este sistema existe
la posibilidad que algunos aminoacidos sean absorbidos con mayor eficiencia que
otros (Broer, 2008; Broer y Palacin, 2011). El sistema B®* es similar al sistema B°
pero acepta AAs neutros, asi como AAs cationicos (Camargo et al., 2009). Una
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caracteristica Unica del transportador B%* es su capacidad para transportar varios
AAs en su forma D-isomérica (Hatanaka et al., 2002). El sistema b%* tiene alta
afinidad por AAs neutros y catiénicos, la caracteristica principal que distingue éste
sistema del B® * es la independencia de Na* para el transporte, también es capaz
de transportar el AA disulfuro cistina (cisteina-S-S-cisteina). Otra caracteristica
interesante de este sistema de transporte es que funciona como intercambiador de
AAs obligatorio, es decir, bajo condiciones fisiologicas normales interviene la
entrada de cistina y aminoacidos catidnicos al interior del enterocito intercambiando
AAs neutros. Por tanto, la absorcidon de cistina y AAs cationicos por medio de este
sistema de transporte se acopla a la liberacion de AAs neutros desde el enterocito
hacia la luz intestinal (Brder, 2008; Broer y Palacin, 2011).

Por ultimo, una vez que los AAs liberados se absorben, pasan al torrente
sanguineo y son distribuidos a todos los tejidos para la sintesis de nuevas proteinas,
actuar como precursores de biomoléculas, generar energia e incluso pueden ser
metabolizados directamente en el enterocito (Bréer, 2008; Liao et al., 2015; Wu et
al., 2009).

2.3. Pérdida ileal de aminoacidos enddgenos, métodos de estimacion y
factores que la afectan

Determinar la digestibilidad de los AAs en los ingredientes es de gran utilidad
para estimar la necesidad de AAs y formular dietas precisas para animales. En
animales no rumiantes como los cerdos, esta bien demostrado que el ID es el sitio
principal para la digestion y absorcion de AAs, por tanto, una evaluacion precisa de
la digestibilidad de los AAs requiere la recoleccion de una muestra de digesta al final
del ileon (Nyachoti et al., 1997; Ravindran et al., 1999). Conocer los valores de
digestibilidad de los AAs al final del ID (digestibilidad ileal) contribuye a evaluar la
calidad de la dieta y predecir el comportamiento productivo de los cerdos
(Jorgensen et al., 1984). Sin embargo, en pruebas de digestibilidad ileal los
resultados son muy variables y dependen de factores como la cantidad de
secreciones intestinales, la concentracion de AAs en el contenido ileal y la pérdida

de AAs enddgenos de los animales (Arentson y Zimmerman, 1995).
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Las fuentes principales de la pérdida de AAs enddgenos son propias del
animal, como enzimas, mucoproteinas, células epiteliales desprendidas, bacterias,
entre otros (Krawielitzki et al., 1990; Souffrant et al., 1993; Nyachoti et al., 1997). De
las cuales alrededor del 80 - 85% pueden ser reabsorbidos antes de llegar al
intestino grueso (Corring y Jung, 1972; Fuller y Reeds, 1998). Las pérdidas
enddgenas de AAs se pueden dividir en dos partes: pérdidas basales que se definen
como pérdidas inevitable de AAs del tracto digestivo de los animales, que esta
relacionada con la cantidad de materia seca (MS) consumida, pero no relacionada
con la composicion de la dieta (McDonald et al., 2011); y las pérdidas especificas,
que estan por encima de las pérdidas basales y son inducidas por el nivel de
proteina, concentracion y tipo de fibra, la inclusion de elementos antinutricionales y

la composicion especifica de la dieta (Cowieson y Ravindran, 2007).

Los AAs enddgenos que llegan al final del ID y escapan de la reabsorcion
pasan a intestino grueso, sitio en el cual incluso si se absorbieran, harian una
contribucion insignificante al suministro de AAs para el animal (Libao et al., 2009).
Por ultimo, los AAs enddgenos pueden ser metabolizados extensamente por la
microbiota del intestino grueso o ser excretados en las heces (Ravindran et al.,
1999). Es necesario conocer el perfil de AAs enddgenos con el objetivo de realizar
correcciones a los coeficientes de digestibilidad ileal aparente (DIA) de los AAs, y
con ello generar los coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada (DIE). Estos
altimos son lo que se reportan en las tablas de composicion de ingredientes (NRC,
2012; Pedersen et al., 2002) y son los que comunmente se emplean en la

formulacion de dietas para cerdos.

2.3.1. Métodos de estimacion de las pérdidas de aminoacidos endégenos en

cerdos

Varios autores concuerdan que en cerdos las estimaciones de digestibilidad
de AAs son mas precisas en ileon que mediciones de digestibilidad en heces. Esto
se debe a que la digestién y absorcion de los AAs de la proteina de la dieta es casi
completa en el ID. Por otra parte, la digestion y absorcion de AAs en el intestino
grueso es muy reducida y de muy poco valor para el animal (Just et al., 1981,
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Mosenthin et al., 2000). Por ello, se han utilizado tradicionalmente varios
procedimientos para el muestreo rutinario de la digesta ileal en cerdos, sin embargo,
cada una de estas metodologias tiene ciertas ventajas y desventajas.

Entre los procedimientos utilizados, se prefiere el uso de la canula “T” en el
ileon terminal por medio de cirugia, ya que se considera el procedimiento menos
invasivo. La canulacion ileal de cerdos es un procedimiento relativamente sencillo
gue permite determinar simultaneamente la digestibilidad ileal de AAs y la actividad
de las enzimas proteoliticas intestinales (Cervantes et al., 2000). Gracias a este
procedimiento es posible analizar los cambios en la funcion digestiva en diferentes
momentos después de la ingesta de alimentos (Cervantes et al., 2000). Ademas,
permite y facilita el registro de la temperatura corporal (TC) del cerdo sin necesidad
de manipularlo continuamente (Morales et al., 2016, 2017). También, con un buen
manejo, las canulas pueden permanecer en sus sitios de implantacion; permitiendo
realizar estudios de larga duracion, o bien, estudios cortos con animales
destetetados o en etapa de crecimiento-finalizacion (Cervantes et al., 2000). Sin
embargo, una desventaja de este procedimiento es que solo se recolecta una
porcion del flujo de la digesta ileal. Por lo tanto, es necesaria la inclusion de un
marcador indigerible en la dieta (Jagger et al., 1992; Yin y McCracken, 1996). Para
ser considerado marcador, este material debe cumplir ciertas caracteristicas: no ser
metabolizado, digerido o absorbido durante su trayecto por el tracto digestivo; debe
ser inerte; no debe alterar o interactuar con los microrganismos intestinales y debe
ser cuantificable (Stevens y Humen, 1995), siendo el 6xido crémico y el didxido de
titanio los dos marcadores mas utilizados en este tipo de estudios (Mroz et al., 1996).

Los métodos convencionales para cuantificar la pérdida de AAs endbgenos
incluyen el uso de dietas libres de proteina, dietas purificadas altamente digeribles,
entre otras (Jansman et al., 2002; Moughan, 2003).

2.3.2 Dietas libres de nitrégeno

La técnica consiste en proporcionar al animal alimento sin contenido de
nitrdgeno, es decir, sin la presencia de proteinas o AAs. Es necesaria la medicion

del flujo de AAs que llegan al ileon distal. Se asume que todos los AAs, o material
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nitrogenado, que son colectados en la digesta ileal son de origen endégeno, sin
embargo, la principal desventaja es que la ausencia de proteina en éstas dietas
puede disminuir los estimulos que dan lugar a la actividad intestinal, por lo que se
reduce la secrecion de materiales nitrogenados intestinales y pancreaticos,
subestimando la concentracion de AAs enddgenos que llegan al ileon, por lo que es

considerada antifisiologica (Darragh et al., 1990; Nyachoti et al., 1997).

2.3.3 Dietas con proteinas hidrolizadas enziméaticamente

A diferencia del uso de dietas libres de nitr6geno, proporcionar a los cerdos
una dieta que contenga proteinas altamente purificadas y digestibles es un enfoque
mas fisiologico (de Lange et al., 1989; Jansman et al., 2002). Esta técnica permite
el flujo tanto del nitrégeno endégeno como de AAs dietéticos a través del ID. Este
método consiste en proporcionar a los cerdos una dieta en la que la Unica fuente de
nitrégeno o AAs es la caseina hidrolizada por enzimas, cuyo contenido es de
alrededor de 56% de AAs libres y cerca de 41% de dipéptidos y tripéptidos, de los
cuales sus pesos moleculares son conocidos y menores de 5000 Daltons (Leterme
et al., 1994). Entonces, se asume que todo el nitrdgeno enddgeno esta en
fracciones con peso molecular superior a los 10000 Daltons (Da). Asi, al separar
pesos moleculares de compuestos nitrogenados ileales bajos (<5000 Da) y altos
(>10000 Da), se puede identificar el origen del nitrégeno exdégeno (no absorbido) y

nitrdgeno de origen endégeno (Moughan et al., 1990).

2.3.4 Dietas con proteinas purificadas altamente digestibles

Se ha sugerido la inclusion de bajos niveles de proteina altamente purificada
y digestible, como la caseina, a las dietas libres de nitrégeno con el fin de mejorar
la deficiencia de AAs y el estado fisiologico anormal de los cerdos en
experimentacion (Adedokun et al., 2007). Bajo este método, el flujo de AAs que
llega al ileon es considerado de origen enddégeno, porque se presume que la
digestibilidad de la proteina afadida (caseina) es cercana al 100% (Cervantes-
Pahm y Stein, 2010). Si se utiliza una dieta con proteinas purificadas, la pérdida de
AAs enddgenos basales generalmente se mide usando un marcador no digerible de

acuerdo con la siguiente ecuacion:
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AAend (%) = AA digesta X (M dieta / M digesta)

donde AAend es la pérdida de AAs enddgenos en gramos por kilogramo de materia
seca consumida, AA digesta €S la concentracion de AAs en la digesta ileal (g/kg MS),
Y M dieta Y M digesta SON las concentraciones del marcador en la dieta y la digesta (g/kg

MS), respectivamente (Stein et al., 2007).

2.3.5 Método de regresion lineal

Este método consiste en alimentar a los cerdos, incrementando los niveles
de nitrdgeno o AAs de la dieta, pero manteniendo constante el consumo de materia
seca. Se estiman las pérdidas de nitrdgeno enddgeno por extrapolacion del flujo
ileal de AAs con cero nitrégeno consumido. Esto permite que las pérdidas de AAs
se determinen en condiciones de alimentacion normales. La suposicion principal de
este método, es que el aumento de N en el contenido ileal es debido al incremento
proporcional de N en la dieta que no fue digerido y se supone, que no hay cambios

en la composicion del nitrdgeno o AAs secretados (Hodgkinson et al., 2000).

2.3.6 Factores que afectan la pérdida endégena de aminoéacidos en cerdos

Existen diversos factores pueden alterar las mediciones de las pérdidas
enddgenas de AAs. La secrecidon y reabsorcion de AAs en el ID puede estar
influenciada por factores como el consumo de alimento, el peso corporal de los
animales, la presencia de factores antinutricionales, contenido de fibra, fuente y

solubilidad de la proteina de la dieta, entre otros (Nyachoti et al., 1997).

El consumo de alimento y el peso corporal del animal estan aparentemente
relacionados con la pérdida de AAs enddgenos (Hess et al., 1999). Posiblemente
se deba al hecho de que animales mas pesados aumentan su consumo, y a mayor
consumo de alimento podria esperarse un aumento en la secrecion de enzimas
digestivas, las cuales podrian contribuir al aumento del flujo de AAs enddgenos
(Cervantes et al., 2000).

Por otra parte, se ha reportado que factores antinutricionales como

inhibidores de tripsina (Barth et al., 1993), lectinas (Grant et al., 1993) y taninos
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(Jansman et al., 1975) aumentan el flujo de AAs enddgenos ileales en cerdos. Los
inhibidores de tripsina impiden la correcta digestion de los AAs de la dieta al unirse
de manera irreversible a la tripsina y quimotripsina (Savage y Morrison, 2003). En
un intento del organismo para compensarlo, la tasa de secrecion de estas enzimas
pancreaticas es mayor y como resultado, se aumenta la pérdida de AAs enddgenos
(Huisman et al., 1991). Los taninos, por su parte, disminuyen la digestibilidad de los
AAs dietéticos ya que pueden unirse a las proteinas de la dieta formando puentes
de hidrégeno e interacciones hidrofobicas. De esta forma, las enzimas encargadas
de la digestion protéica como la pepsina secretada en el estbmago, las enzimas
pancredticas (tripsina y quimotripsina) y las peptidasas intestinales reducen su
actividad (Jansman, 1993).

El contenido de fibra en la dieta, como la celulosa y pectinas, también ha
mostrado incrementar las secreciones pancreaticas, bilis y mucinas (Mosenthin et
al., 1994). La fibra tiene un efecto abrasivo, favoreciendo el roce entre las particulas
del alimento y la pared del intestino, aumentando la descamacién de las células
epiteliales (Schulze et al., 1994). Las pectinas tienen la capacidad de aumentar la
viscosidad y gelificacion del contenido intestinal, lo que dificulta su mezcla con agua
y enzimas. Se interfiere la union del complejo enzima-sustrato y se crea una barrera
fisica, lo que dificulta los procesos de digestion y absorcion de los nutrientes
(Nyachoti et al., 1997). Ademas, estos componentes tienen la capacidad de
interactuar con los AAs liberados durante la digestion de la proteina y provocando
que algunos de ellos no sean absorbidos en el ID y fluyan hasta intestino grueso
(Low, 1980). Usualmente la celulosa se afiade entre el 3y el 5% a las dietas libres
de nitrdgeno y su inclusion debe ser similar para mantener la coherencia entre los
estudios (Adeola et al., 2016).

El origen de la proteina de la dieta puede provocar cambios en la
digestibilidad ileal de AAs. Es conocido que proteinas de origen animal se digieren
mejor que las de origen vegetal debido al contenido de factores antinutricionales en
alimentos de origen vegetal, por lo que se podria reducir la digestibilidad de los AAs
(Sohn et al., 1994). En medios acuosos, como lo son el estbmago y el ID, se propicia
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la union entre el complejo enzima - sustrato, por ello, la solubilidad de una proteina

es un factor determinante en la digestibilidad ileal de AAs (Just et al., 1981).

2.4. Determinacion de la digestibilidad de aminoacidos

La digestibilidad ileal de AAs de los ingredientes es la mas utilizada en la
evaluacion y formulacion de dietas para las diferentes etapas de los cerdos y sigue
siendo un importante tema de investigacion (Sauer y Ozimek, 1986; Stein et al.,
2007). La digestibilidad de los AAs refleja la hidrdlisis enzimatica, la fermentacion
microbiana de las proteinas y péptidos ingeridos, y la absorcion de péptidos y AAs
por el epitelio intestinal (Fuller, 2003). La digestibilidad ileal de AAs se puede
expresar como digestibilidad ileal aparente (DIA), verdadera (DIV) o estandarizada
(DIE), dependiendo de qué proporcion del flujo ileal de AAs es la que se incluye en
el calculo. Los valores de digestibilidad ileal se calculan restando de la cantidad total
del AA que ingirio el animal, la cantidad de un AA que fluye en la digesta ileal (Sauer
y Ozimek, 1986). La digesta ileal contiene tres fuentes de AAs: 1) AAs exdgenos no
absorbidos de origen dietético; 2) AAs de origen enddégeno que generalmente se
denominan pérdidas de AAs enddgenos y; 3) pérdidas provocadas por ingredientes
de la dieta (pérdidas especificas), es material que contiene AAs que se secretan en
la luz intestinal del cerdo y no se digieren ni reabsorben antes de llegar al ileon
(Stein et al., 2007).

2.4.1 Digestibilidad ileal aparente

Por definicion, la digestibilidad aparente de los AAs se calcula como el
porcentaje de los AAs ingeridos que no aparece en la digesta ni en las heces. El
uso del término "aparente” implica que no se han corregido las pérdidas endégenas
de AAs (Stein et al., 2007).

La DIA para un AA especifico se calcula restando de la cantidad ingerida, el

flujo ileal total de ese AA segun la siguiente ecuacion:

DIA (%) = [(AA dieta — Flujo ileal del AA) / AA dieta] X 100
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Si se usa algun marcador para calcular los valores de digestibilidad, entonces
la concentracion del marcador en el alimento y la digesta se usa para calcular la

DIA de acuerdo con la siguiente ecuacion:

DIA (%) = [1 - (AA digesta [ AA dieta) X (M dieta /| M digesta)] x 100

Donde AA digesta Y AA dieta representa la concentracion de AA (g/kg MS) en la
digesta y en la dieta, respectivamente, y M deta Y M digesta representan las
concentraciones (g/kg MS) del marcador en la dieta y la digesta, respectivamente
(Stein et al., 2007).

2.4.2 Digestibilidad ileal verdadera

La digestibilidad ileal verdadera de AAs refleja la proporcion de AAs de la
dieta que desaparecen al ileon distal. En este caso, so6lo los AAs no digeridos de la
dieta y no la pérdida endégena basal de AAs en el flujo ileal estan relacionados con
la ingesta de AAs. La DIV se calcula de la misma manera que la DIA con la
excepcion de que la pérdida total de AAs enddgenos se resta del flujo ileal de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

DIV (%) = {[AA dieta — (Flujo ileal de AA — AAend totales)] / AAdieta} X 100

Donde AA dieta representa la concentracion de AA (g/kg MS) en la dieta, el
flujo ileal de AA recuperados (g/kg MS consumida) y AAend totales representa la

concentracion de los AA (g/kg MS) enddgenos totales.

Una limitacion importante del uso de la DIV de AAs es que se requiere estimar
la pérdida de AAs enddgenos totales y debido a la dificultad de su medicion, los
valores de DIV para ingredientes alimenticios rara vez estan disponibles (Stein et
al., 2007).
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2.4.3 Digestibilidad ileal estandarizada

Como una alternativa al uso de la DIV, se puede calcular la DIE (Mosenthin et
al., 2000; Jansman et al., 2002). Los valores de DIE se calculan como los valores
de DIA, con la excepcion de que la pérdida de AAs enddgenos basales se resta del
flujo de salida ileal de acuerdo con la siguiente ecuacion:

DIE (%) = [(AA dieta — (FIUjO ileal de AA — AAend)) / AA dieta] X 100

Donde AA dieta representa la concentracion de AA (g/kg MS) en la dieta, el
flujo ileal de AA recuperados (g/kg MS consumida) y AAend representa la

concentracion de los AA (g/kg MS) enddgenos basales (Stein et al., 2007).

Si ya se calcularon previamente los valores de DIA, entonces se puede
estimar la DIE de acuerdo con la siguiente ecuacion:

DIE (%) = DIA + [(AAend / AA dieta) X 100]

Donde DIA es la digestibilidad ileal aparente de AA, AAend representa la
concentracion de los AA (g/kg MS) endbgenos basales, y AAdieta representa la
concentracion de AA (g/kg MS) en la dieta (Stein et al., 2007).

La principal ventaja de utilizar valores de DIE en comparacion con la DIA es
que es mas probable que los valores de DIE sean aditivos en dietas con varios
ingredientes (Stein et al., 2005). Por tanto, al utilizar DIE para la formulacién de
dietas para cerdos se superan algunas de las desventajas y limitaciones de la DIA
y DIV. Ademas, se han estimado valores de DIE para la mayor parte de los
ingredientes utilizados en dietas para cerdos (NRC, 1998; NRC, 2012; INRA-AFZ-
INAPG, 2004).
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2.5. Efecto del estrés por calor en la pérdida enddgena y la digestibilidad de

aminoacidos

Los cerdos presentan alteraciones metabolicas, fisiologicas y de
comportamiento al exponerse a una temperatura ambiente elevada (Horowitz et al.,
2004). Como primera respuesta para promover la pérdida de calor corporal, los
cerdos reducen el consumo de alimento y modifican el flujo sanguineo (Collin et al.,
2001; Huynh et al., 2005). Este redireccionamiento sanguineo disminuye el flujo de
nutrientes y oxigeno hacia érganos internos, en particular al ID (Hinnebusch et al.,
2002; Ogoh et al.,, 2013). Como consecuencia, aumenta la concentracion de
radicales libres con capacidad de afectar componentes celulares importantes, como
lipidos y proteinas, provocando la muerte de células de las vellosidades, las cuales
se incorporan al contenido intestinal (Slimen et al., 2014; Sido et al., 2017). Por
tanto, pueden verse comprometidas las funciones digestivas y absortivas (Morales
et al., 2014; Gabler y Pearce, 2015).

El EC aumenta la muerte de células en el intestino, este material rico en
proteinas se incorpora al contenido intestinal aumentando los AAs enddgenos.
Estudios previos han mostrado una reduccién de la altura de las vellosidades
intestinales (Flier y Clevers, 2009; Pearce et al., 2013) y mayor desprendimiento de
células epiteliales (Pearce et al., 2014). En informes anteriores de este laboratorio
(Morales et al., 2016; Vasquez et al., 2022) se ha reportado que en cerdos en EC
se incremento la pérdida enddgena de Arg e Histidina (His) el segundo dia después
de la exposicion al calor, e incrementaron las células caliciformes productoras de
mucina en duodeno, lo que sugiere un incremento en la produccién de mucina que
es considerada indigerible (Hansson, 2020). Por lo tanto, el aumento de mucina
podria incrementar la pérdida endégena de algunos AAs ademas de limitar la

absorcion de otros nutrientes en el ID.

2.6. Estrategias nutricionales para reducir los efectos del EC cerdos

Entre las estrategias nutricionales que permiten disminuir los efectos

desfavorables del EC que comprometen la produccion del animal, esta la adiciéon de
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AAs libres. Arg se considera un AA funcional y bajo ciertas condiciones, esencial
(Wyss et al., 2000). Arg es un AA funcional que actia como precursor en la sintesis
de oOxido nitrico (ON) para estimular la vasodilatacion (Wu y Morris, 1998); es
precursor de urea, la via de eliminacion de desechos nitrogenados (Bescos et al.,
2012); precursor de poliaminas, esenciales para la proliferacion y diferenciacion de
células intestinales (Pegg, 1986; Timmons et al., 2012); y creatina, que cumple una

funcién antioxidante (Lawler et al., 2002).

Recientemente, los resultados de Morales et al. (2021) indicaron que al
suplementar Arg libre en la dieta se promueve la restauracion de la histologia
intestinal al aumentar la altura de las vellosidades, y debido a la mayor abundancia
de transportadores de AAs, su absorcion también mejora. Por lo anterior,
suponemos que la suplementacion extra de Arg a dietas para cerdos en EC podria
contribuir a reducir la muerte de células intestinales recuperando la integridad y
funcion intestinal, lo cual podria resultar en mejor digestion de la proteina de la dieta,

incremento en la reabsorcion de AAs y menor pérdida de aminoacidos enddgenos.
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3. Hipotesis

La suplementacion extra de arginina libre a dietas para cerdos en estrés por calor
reduce la pérdida de aminoacidos enddgenos, mejora la digestibilidad ileal
aparente, digestibilidad ileal estandarizada e incrementa la concentracion sérica de

aminoacidos.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion extra de arginina libre a dietas para
cerdos en estrés por calor sobre la pérdida de aminoacidos endogenos, la
digestibilidad ileal aparente, digestibilidad ileal estandarizada, concentracidn sérica
de aminoacidos y metabolitos.

4.2 Objetivos especificos
Evaluar el efecto de la suplementacion extra de arginina en dietas para cerdos en
estrés por calor sobre:

e La pérdida de amino&cidos endégenos

e La digestibilidad ileal aparente de aminoacidos

e La digestibilidad ileal estandarizada de aminoacidos

e La concentracién de aminodcidos en el suero sanguineo

e La concentracion de metabolitos en el suero sanguineo
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5. Materiales y métodos

5.1 Generalidades

Se condujeron dos experimentos durante el verano de 2021 (julio — agosto)
en el Laboratorio de Fisiologia y Metabolismo Animal del Instituto de Ciencias
Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California. En el primer experimento
se evalué la pérdida endogena de AAs, y en el segundo la digestibilidad ileal de AAs
en una dieta convencional, la concentracion de AAs y metabolitos séricos. En
ambos experimentos los procedimientos, asi como el manejo de los animales,
fueron sujetos a aprobacion de la Comision de Etica del Instituto y se condujeron en
conformidad al reglamento emitido en la Norma Oficial Mexicana para el cuidado de
animales (NOM-062-Z00-1999; Ochoa, 2001).

Los cerdos fueron alojados individualmente en corraletas elevadas (1.2 m de
largo, 1.2 m de ancho y 1.0 m de alto) con piso de malla de hierro plastificado,
equipados con bebederos tipo chupon; localizados dentro de una sala con aire
acondicionado para controlar la temperatura ambiente o en una sala sin control de
TA, donde usualmente fluctta de los 25 hasta los 45 °C diariamente. Los cambios
en la temperatura ambiental y humedad relativa de ambas salas fueron registrados
a intervalos de 15 min por medio de un higrotermégrafo (Thermotracker HIGRO;
iButtonLink LLC, Whitewater, WI, USA). Con estos datos se calcul6 el indice de
temperatura y humedad de acuerdo con la ecuacién de Steadman (1979). En cada
experimento se utilizd una dieta base. En el primer experimento se proporciond una
dieta semi purificada a base de almidén de maiz, caseina, celulosa, entre otros
ingredientes (Cuadro 1). En el segundo experimento se brinddé una dieta base

formulada con pasta de soya y trigo.
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5.2. Implantacion de canulas en ileon terminal de los cerdos

5.2.1 Animales

Se utilizaron 12 cerdos en crecimiento (Large White x Duroc) con 23.5 = 2.6
kg peso vivo, de la Granja Experimental porcina del Instituto de Ciencias Agricolas,
Universidad Autonoma de Baja California. Todos los cerdos se adaptaron siete dias
a los corrales, tuvieron libre acceso al agua y se alimentaron con una dieta

convencional previo a la cirugia.

5.2.2 Preparacion de las canulas

Se prepararon canulas simples en “T” a partir de plastico flexible transparente
con espesor de pared de alrededor de 3 mm. Las canulas estaban hechas de 2
piezas; 1) Un cilindro vertical de 10 cm de longitud y diametro interno de 20 mm; y
2). Un cilindro horizontal de 10 cm cortado por la mitad al cual se le perforé un orificio
circular en la parte media. Mientras que el cilindro vertical se inserté a través del
orificio y ambas piezas fueron soldadas con ciclohexanona (Spectrum Chemical
Mfg. Co., Gardena, CA). Las canulas se dejaron secando toda la noche y después
se recortaron y redondearon las esquinas para evitar dafios al animal. Ademas, se
disefié un tapdn con un cilindro de 4 cm de longitud el cual se rellen6 con silicon,
este tapon fue insertado después en el cilindro vertical de la canula para impedir
fuga del contenido ileal.

5.2.3 Procedimiento quirurgico

Los cerdos se ayunaron 24 h previo a la cirugia, sin embargo, tenian acceso
al agua. Los procedimientos quirdrgicos se realizaron de acuerdo a la metodologia
descrita por Sauer et al. (1983). Se aplicé un sedante via intramuscular, 10 mg/kg
de peso vivo de clorhidrato de xilazina (Procin, Pisa Salud Animal). Entre 10 a 15
min después de la aplicacion, los cerdos se pasaron al quirdfano y se indujo la
anestesia general con isoflurano inhalado (Sofloran, PISA Guadalajara, Jal.,
México). La anestesia se mantuvo con una mezcla de isoflurano y oxigeno en un
sistema cerrado administrado mediante mascarilla nasal. Una vez anestesiados, los

cerdos se colocaron en decubito lateral derecho y se prepararon para una cirugia
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abdominal aséptica. Se prepar6 la zona quirdrgica; se lavé con agua y jabdn
quirurgico (Dermo Cleen-CB, Degasa), la zona se rasur0 y desinfectd con una
solucién de yodo al 10 %. En la zona de la incision, se administrd via subcutdnea
lidocaina al 2% (Pisacaina 2%, Pisa Salud Animal), al paso de 2 a 3 minutos se
realizé una incision de aproximadamente 10 cm en el hijar izquierdo paralela a la
dltima costilla. Cada plano muscular (musculo oblicuo externo, oblicuo interno y
transverso abdominal) se separdé con un ligero corte de tijeras de punta y
posteriormente mediante diseccién roma con las yemas de los dedos, para evitar lo
mas posible el dafio al tejido. Al llegar al peritoneo éste se asegurdé mediante pinzas
hemostéticas y se realiz6 cuidadosamente un corte pequefio con bisturi, evitando
rasgarlo. Una vez expuesta la cavidad abdominal, se exteriorizé parte del intestino
y se localiz6 el ligamento ileo — cecal que sirvié de referencia para desplazarse de
10 a 15 cm hacia la regién craneal para posteriormente colocar la canula en esa
region. Se suturd la capa serosa del intestino con sutura absorbible (Vicryl, Ethicon,
Johnson & Johnson, Brasil) calibre 2-0, en forma circular (sutura de jareta o bolsa
de tabaco) del tamafio del diametro externo del cilindro vertical de la canula. Luego
se realizd una incision en la pared intestinal entre las dos suturas paralelas de
alrededor de 1 cm de longitud. Cuidadosamente se introdujo a través de la incision
una de las alas de la canula. Enseguida, con la ayuda de las pinzas hemostaticas
de punta alargada se introdujo la otra ala, para posteriormente apretar la sutura de
jareta. El extremo craneal del tubo vertical de la canula fue cortado sutilmente para
verificar que la canula no se girara durante la manipulacion al exteriorizarla, y se
coloc6 de manera provisional un tapén hecho con gasa estéril para evitar derrames
de digesta en la cavidad abdominal. Para exteriorizar la canula, se realizé una
pequefia incision entre las dos ultimas costillas, que permitiera apenas el paso del
tubo vertical de la canula y que, la piel y las costillas mantuvieran presion sobre el
tubo, evitando el uso de suturas en peritoneo, capas musculares y piel. Después de
pasar el cuerpo de la canula a través de la incisién, se colocé el tapon relleno con
silicon para impedir la salida de contenido intestinal. El tapon se fijo al tubo vertical
de la canula con una aguja hipodérmica calibre 16, atravesando la pared del tubo

vertical y el tapon de silicon. Finalmente, se procedio a suturar la incision primaria,;
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se cerraron con sutura absorbible calibre 1 y de forma continua el peritoneo, las
capas musculares y la grasa subcutanea, mientras que la piel se cerr6 de forma
discontinua con sutura de nylon. Al finalizar la cirugia y durante 72 horas, se
administré 1ml/10 kg peso vivo de antibidtico (Emicina / LA Zoetis) y se aplicé a lo
largo de las incisiones un cicatrizante topico (Topazone, Laboratorios Columbia,
México, D. F.).

Cada cirugia tuvo una duracién aproximada de 60 min, durante todo ese
tiempo fueron monitoreados los signos vitales como frecuencia cardiaca y TC.
Después de la cirugia, los cerdos se trasladaron a corrales de recuperacion fuera
del quiréfano y se observaron de 2 a 3 horas posteriores a la cirugia o hasta que
estuvieran completamente despiertos. La TC de los cerdos se registré los dias
posteriores a la cirugia para descartar la presencia de fiebre por una posible

infeccion.

5.2.4 Cuidados postoperatorios

Todos los cuidados postoperatorios se realizaron de acuerdo con Sauer et
al. (1983). El periodo de recuperaciéon fue de 14 dias bajo condiciones de
termoneutralidad, donde la temperatura de la sala se mantuvo a ~22 °C. Los cerdos
tuvieron disponibilidad de agua todo el tiempo, mientras que el alimento se ofreci

24 h posteriores a la cirugia.

Los corrales individuales en los que se encontraban los cerdos se limpiaron
diariamente con agua a presion y jabén, para disminuir el riesgo de infeccion en las
heridas. La piel alrededor de la canula, asi como los puntos de sutura de la incision
primaria se limpiaron al menos dos veces al dia con agua tibia y jabén quirargico y
se secaron las zonas con una toalla de papel. En la piel alrededor de la canula y
hasta el vientre de los cerdos, se aplicé con los dedos una pasta protectora a base
de grasa mineral (Vaselina) y 6xido de zinc (1:1) como una capa fina, formando una

pelicula impermeable para evitar irritacion por filtracion de la digesta. Ademas,
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diariamente se trataron las heridas con un unguento de nitrofurazona (Furacine,

Pisa Agropecuaria, México).

Durante el periodo de recuperacion, diariamente se retiré el tapon de las
canulas para confirmar que la digesta fluia correctamente. Siete dias posteriores a
la cirugia se retiraron los puntos de sutura de la piel. Se les proporciond alimento
hamedo y gradualmente los cerdos incrementaron el consumo hasta llegar a 800
g/d dividido en dos horarios, 0700 y 1900 h. Todos los cerdos se recuperaron por
completo a los 14 dias posteriores a la cirugia, lo cual se reflejo6 en el
restablecimiento del nivel de consumo normal de alimento y la ausencia del tejido
inflamado en la circunferencia de la incisién primaria y alrededor del sitio por el que
se exteriorizd la canula. Durante la recuperacion los cerdos fueron examinados
cuidadosamente dos veces o0 mas al dia, con la finalidad de prevenir algan dafio
provocado por las canulas y/o corregir posibles fugas de contenido intestinal entre

la zona de la canula y la epidermis de los cerdos.

5.3 Experimento 1: Efecto de arginina en la pérdida enddégena de aminoacidos

en cerdos en estrés por calor

5.3.1 Tratamientos y procedimiento experimental

Para el primer experimento se establecieron tres tratamientos: TN-B cerdos
alojados en condiciones termoneutrales alimentados con una dieta basal
semipurificada, elaborada con almidén de maiz y caseina; EC-B, cerdos alojados
en la sala de estrés por calor alimentados con la dieta basal; y EC-Arg, cerdos en
EC alimentados con dieta basal adicionada con un extra de 0.20% de Arg libre. El
contenido de AAs analizado (g/kg) de la dieta base semipurificada se muestra en el
cuadro 2. El experimento se realizé en dos periodos de nueve dias. En el periodo
uno, inmediatamente después del periodo de recuperacion los cerdos continuaron
bajo condiciones TN, donde fueron adaptados a la dieta basal y entrenados para
consumir en su totalidad el alimento ofrecido en menos de 10 minutos, dos veces al
dia (0700 y 1900 h) durante siete dias. Para prevenir la coprofagia y el reciclado del

marcador los corrales se lavaron diariamente por la mafiana. Por medio de la canula
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se insertd un termoégrafo (Thermotracker BT; iButtonLink LLC, Whitewater, WI, USA)

configurado para registrar la temperatura corporal o intestinal (Tl) a intervalos de 5

min, mediciones que se realizaron durante todo el experimento.

Cuadro 1. Combinacién de ingredientes incorporados a las dietas experimentales

semi purificadas (g/kg, tal como se ofrece).

Ingrediente Basal +Arg
Almidon de maiz 834.5 834.5
Celulosa 30.0 30.0
Aceite de canola 20.0 20.0
Caseina 30.0 30.0
Azlcar de cafia 50.0 50.0
L-arginina - 2.0
Piedra caliza 8.8 8.8
Fosfato dicélcico 17.2 17.2
Sal yodada 3.5 3.5
Premezcla de vit. y min.! 4.0 4.0
Contenido calculado
Energia neta, KJ/kg 10,100 10,100
Proteina cruda, g/kg 25.0 25.0

L Suministrado por kg de dieta: 4,800 Ul de vitamina A; 800 Ul de vitamina Ds; 4.8

Ul de vitamina E; 1.6 mg de vitamina Ks; 4 mg de riboflavina; 7.2 mg de acido D-

pantoténico; 16 mg de niacina; 12.8 mg de vitamina B12; 64 mg de Zn; 64 mg de
Fe; 4 mg de Cu; 4 mg de Mn;0.36 mg de |1y 0.13 mg de Se.
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Cuadro 2. Contenido analizado de aminoacidos (g/kg) de la dieta experimental base

semipurificada (tal como se ofrece).

Esenciales % No esenciales %
Arginina 1.10 Alanina 0.80
Histidina 0.80 Aspartato 1.90
Isoleucina 1.70 Cisteina 0.10
Leucina 2.50 Glutamato 6.10
Lisina 2.20 Glicina 0.70
Metionina 0.80 Prolina 3.10
Fenilalanina 1.40 Serina 1.70
Triptofano 0.30 Tirosina 1.70
Treonina 1.30

Valina 2.00

5.3.2 Muestreo de digesta, frecuencia respiratoria y temperatura intestinal

Se realiz6 colecta de digesta ileal durante los dias ocho y nueve del periodo
TN. Al finalizar el periodo 1, todos los cerdos se trasladaron a corrales dentro de la
sala sin control de TA y fueron expuestos a condiciones de EC durante el segundo
periodo de nueve dias. Durante este periodo, los 12 cerdos fueron aleatoriamente
asignados a los tratamientos EC-B y EC-Arg (6 cerdos / tratamiento). En este
periodo los cerdos se adaptaron a las condiciones ambientales de EC por siete dias,
seguidos de dos dias de colecta de digesta ileal (d-8 y d-9). En ambos periodos, la
digesta ileal se recolecté continuamente durante 12 horas a partir de las 0700 h. Se
colocaron individualmente bolsas plasticas transparentes en el cilindro de las
canulas y se fijaron con ligas elasticas. Para asegurar la integridad de la digesta y
evitar la degradacion microbiana de los AAs, la bolsa se cambi6 cada 15 min., o una
vez llena de contenido intestinal. El contenido de cada bolsa se reunié para cada
cerdo y se congeld a -20 °C inmediatamente después de la recoleccion para su

posterior analisis.
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Los dias ocho y nueve del periodo 2, la frecuencia respiratoria (respiraciones
por minuto) de los animales expuestos a EC (EC-B y EC-Arg) se determin6é como el
namero de expansiones abdominales contadas por minuto en cada cerdo a las 0700
y 1700 h, estos horarios se consideraron porque es cuando usualmente se registra

la menor y la mayor TA.

5.3.3 Procesamiento de muestras y analisis de laboratorio

Anterior a los analisis quimicos, las muestras de digesta ileal fueron
homogenizadas para cada cerdo en los dos dias de colecta, se submuestrearon y
liofilizaron (Labconco Co., Kansas city, MO, USA) para obtener 5 g de muestra por
cerdo. Para calcular el flujo de contenido intestinal, se utilizé 2% de 6xido cromico
en la dieta como marcador externo (Adeola et al., 2016). Las submuestras de
digesta liofilizadas se molieron a un tamafno de particula de 1-mm en un molino
Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA). Tanto las dietas como las
muestras de digesta fueron analizadas para contenido de MS y AAs (método
982.30E) como lo describe la AOAC (2006). La concentracién de 6xido créomico en
las dietas y digesta se determind de acuerdo con la descripcién de Fenton y Fenton
(1979). La separacion y cuantificacion de AA se realiz6 por cromatografia liquida
(HPLC; método 982.30E; AOAC, 2006) con derivatizaciébn postcolumna con

ninhidrina y con el uso de un detector de fluorescencia a 570 nm.

La pérdida endbogena de AA fue calculada con la siguiente ecuacion:

AAend (g/kg MS) = AAdigesta (Mdieta/ Mdigesta)

Donde MS es la materia seca consumida; AAdigesta €S la concentracion del
AA en la digesta ileal (g/kg MS), y Mudieta Y Mdigesta SON las concentraciones del

marcador en la dieta y digesta, respectivamente (g/kg MS).

5.3.4 Analisis estadistico

El andlisis de varianza de los datos de la pérdida de AAs enddgenos (n = 6)

se realiz6 de acuerdo con un disefio experimental completamente aleatorizado.
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Fueron elaborados tres contrastes no ortogonales para comparar el efecto de la TA
(TN-B vs. EC-B), Arg suplementaria para cerdos en EC (EC-B vs. EC-Arg) o en
condiciones TN (EC-Arg vs. TN-B). Los datos de frecuencia respiratoria de cerdos
en EC se analizaron usando un disefio de mediciones repetidas donde la dieta y la
hora de medicibn se consideraron entre sujetos y dentro de los sujetos,
respectivamente. Los datos de temperatura intestinal se analizaron de acuerdo con
un disefio de mediciones repetidas en el tiempo. Los niveles de probabilidad de P <
0.05y 0.05 < P = 0.10 se definieron como diferencias significativas y tendencias,

respectivamente.

5.4 Experimento 2: Efecto de arginina en la digestibilidad ileal, concentracién

de aminoacidos y metabolitos séricos

5.4.1 Animales, alojamiento y dietas experimentales

Se utilizaron 12 cerdos en crecimiento (27 + 3.11 kg) implantados
quirargicamente con canulas tipo T en ileon distal (10 - 15 cm previos al pliegue
Isoleucinaoceal) Los procedimientos quirdrgicos y los cuidados postoperatorios se

realizaron en base a Sauer et al. (1983) y fueron descritos previamente.

Se establecieron tres tratamientos: 1) TN-B cerdos alojados en termo-
neutralidad alimentados con una dieta basal, 2) EC-B, cerdos alojados en
condiciones de estrés por calor (EC) alimentados con una dieta basal; y 3) EC-Arg,
cerdos en EC alimentados con dieta basal adicionada con 0.20% de Arg extra. La
dieta basal se elaboré con trigo, pasta de soya y AAs libres (NRC, 2012; cuadro 3).
El contenido analizado de AAs y PC se presenta en el cuadro 4. El estudio se
efectud en dos periodos de siete siete dias cada uno. Durante el primer periodo,
todos los cerdos se mantuvieron en condiciones de EC (34.1 + 3.6 °C). Los mientras
gue, en el segundo, seis cerdos se alojaron en una sala con ambiente controlado
(TN; 22.8 + 2.9 °C). Previo al estudio, a todos los cerdos se les entrend para que
consumieran su porcion de alimento correspondiente en menos de 10 minutos. La

racion diaria de alimento se dividié a la mitad y se proporcion6 a las 0700 y 1900 h.
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Las dietas se mezclaron con agua en una proporcion 1:1 (peso/peso) previo a la

alimentacion y el agua se ofrecio ad libitum.
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Cuadro 3. Combinacién de ingredientes incorporados a las dietas experimentales

(%, tal como se ofrece).

Ingrediente Basal +Arg
Trigo 88.62 88.42
Pasta de soya 6.00 6.00
Caseina 2.00 2.00
L-lisina.HCI 0.45 0.45
L-treonina 0.16 0.16
DL-metionina 0.05 0.05
L-arginina 0.20
Piedra caliza 1.32 1.32
Fosfato dicalcico 0.65 0.66
Sal yodada 0.35 0.35
Premezcla de vit. y min.! 0.40 0.40
Oxido cromico 0.20 0.20

Contenido calculado, %

Proteina cruda 12.8 12.8
DIE Arginina 0.81 1.01
DIE Histidina 0.37 0.34
DIE Isoleucina 0.62 0.62
DIE Leucina 1.14 1.14
DIE Lisina 0.99 0.99
DIE Metionina 0.31 0.31
DIE Fenilalanina 0.75 0.75
DIE Treonina 0.63 0.63
DIE Triptofano 0.20 0.20
DIE Valina 0.75 0.74
Energia neta, KJ/kg 10,100 10,100

1 Suministrado por kg de dieta: 4,800 Ul de vitamina A; 800 Ul de vitamina Ds; 4.8 Ul de vitamina E;
1.6 mg de vitamina Ks; 4 mg de riboflavina; 7.2 mg de acido D-pantoténico; 16 mg de niacina; 12.8
mg de vitamina Biz; 64 mg de Zn; 64 mg de Fe; 4 mg de Cu; 4 mg de Mn;0.36 mg de 1 y 0.13 mg de
Se.
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Cuadro 4. Contenido analizado de aminoacidos y proteina cruda (g/kg) de la dieta

experimental basal (tal como se ofrece).

Esenciales % No esenciales %
Arginina 0.75 Alanina 0.57
Histidina 0.39 Aspartato 1.02
Isoleucina 0.61 Cisteina 0.28
Leucina 1.10 Glutamato 3.99
Lisina 1.00 Glicina 0.58
Metionina 0.30 Prolina 1.39
Fenilalanina 0.73 Serina 0.62
Triptofano 0.65 Tirosina 0.45
Treonina 0.19 Proteina cruda 16.82
Valina 0.77

5.4.2 Muestreo sanguineo, colecta de digesta ileal y temperatura intestinal

Los cerdos se adaptaron a las dietas experimentales durante cinco dias; el
dia siete de cada periodo a las 2100 h (2 h postprandial) se colectaron dos muestras
de sangre (aproximadamente 10 ml cada una) de cada cerdo mediante puncion
venosa de la yugular en tubos desechables (BD Vacutainer; Franklin Lakes, Nueva
Jersey, EE. UU.) Ambos tubos de sangre fueron centrifugados a 1500 x g, a 4°C
durante 10 min. Se utilizaron pipetas de transferencia desechables de 2 ml para
separar el suero sanguineo. Se llenaron dos criotubos, el primero con 1ml para el
analisis de AA en suero y el segundo con 2 ml para el andlisis de metabolitos

séricos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta ser liofilizados.

Al finalizar el periodo 1 de EC (EC-B y EC-Arg), los cerdos se trasladaron a
los corrales dentro de la sala con TA controlada para el segundo periodo de siete
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dias (TN-B). En este periodo, seis cerdos fueron asignados aleatoriamente al
tratamiento TN-B. En ambos periodos (EC y TN), la digesta ileal se colect6é por 12
horas consecutivas a partir de las 0700 h. Se colocaron individualmente bolsas
plasticas unidas al cilindro de la canula T hasta que se llenaron con digesta ileal.
Las bolsas se cambiaron cada 15 min. El contenido de cada bolsa se reunio para
cada cerdo y se congel6 a -20 °C inmediatamente después del muestreo. Previo al
analisis, las muestras fueron homogenizadas para cada cerdo los dos dias de
colecta, se submuestrearon vy liofilizaron. Se adicion6 2% de 6xido de cromo en la

dieta para calcular el flujo de contenido intestinal (Jagger et al., 1992).

A través de la canula fue insertado y colocado en el ileon un termografo
(Thermotracker BT; iButtonLink LLC, Whitewater, WI, USA) para registrar la

temperatura intestinal cada cinco minutos durante todo el experimento.

5.4.3 Procesamiento de muestras y analisis de laboratorio

Las submuestras se liofilizaron (~ 5 g / cerdo) y se trituraron en un molino
Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) hasta llegar a un tamafo de
particula de 1-mm. Dietas y digesta se analizaron para su contenido de materia seca
y AAs (método 982.30E) como lo describe la AOAC (2006); el contenido de éxido
cromico en dietas y digesta se determind por digestion con acidos de acuerdo con
Fenton y Fenton (1979). El analisis de AAs se realizé por HPLC (método 982.30E;
AOAC, 2006) con derivatizacion postcolumna con ninhidrina y con el uso de un

detector de fluorescencia.

5.4.4 Andlisis estadistico

El andlisis de varianza de los datos de AAs en la digesta y la concentracion
sérica de AAs y metabolitos, se realizaron de acuerdo con un disefio experimental
completamente aleatorizado. Se elaboraron tres contrastes no ortogonales para
comparar el efecto de la TA (TN-B vs. EC-B), Arg suplementaria para cerdos en EC
(EC-B vs. EC-Arg) o en condiciones TN (EC-Arg vs. TN-B). Los datos de

temperatura intestinal se analizaron de acuerdo con un disefio de mediciones
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repetidas en el tiempo. Los niveles de probabilidad de P <0.05y 0.05 <P <0.10 se

definieron como diferencias significativas y tendencias, respectivamente.
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6 Resultados y discusion

6.1 Efecto de arginina en la pérdida endégena de aminoacidos en cerdos en

estrés por calor (Experimento 1)
6.1.1 Resultados

6.1.1.1 Temperatura ambiente

Los datos de TA registrados cada 15 minutos en las salas, oscilaron entre
18.7y 27.6 °C en la sala TN y entre 29.5 y 40.7 °C en la de EC (Fig. 3). La TA
promedio mas baja dentro de la sala de EC se registré entre las 0500 y las 0800 h,

mientras que la mas alta se registré entre las 1330 y las 1800.
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Figura 3. Temperatura ambiente promedio registrada a intervalos de 15 minutos
dentro de las salas termoneutral (TN) y estrés por calor (EC) durante los 9-d del

estudio. n = 864; cada punto de datos representa el promedio de 9 registros.
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6.1.1.2 Temperatura intestinal

La temperatura intestinal (T1) de los cerdos en EC alimentados con la dieta
EC-B (testigo) o EC-Arg mostro un patron similar al de la TA dentro de la sala de
EC (Fig. 4). La Tl diaria, en promedio, no difirié entre los tratamientos, sin embargo,
de 1400 a 1900 h, fue de 0.5 a 0.6 °C menor en los cerdos que se alimentaron con
la dieta EC-Arg (P < 0.05). El grupo de cerdos (EC-B) aumentaron su Tl hasta 1.7
°C entre las 1400 y las 1700 h todos los dias, en comparacion con las horas del dia
en el que se registré la TA mas baja (0500 - 0800 h). Ademés, se observo un
incremento en la Tl de 0.7 a0.9 °C en los cerdos inmediatamente después de ingerir

sus alimentos.
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Figura 4. Temperatura intestinal promedio de los cerdos en estrés por calor
alimentados con la dieta base (EC-B) o adicionada con arginina (EC-Arg), registrada
a intervalos de 5 minutos durante los 9-d del estudio. n = 2,592; cada punto de datos

representa el promedio de 36 mediciones.
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6.1.1.3 Frecuencia respiratoria

La frecuencia respiratoria registrada en los cerdos bajo EC no difirid6 entre
tratamientos, sin embargo, fue mayor a las 1700 h que a las 0700 h (P < 0.05; figura
5). Se registraron en promedio 57.5y 77 expansiones abdominales por minuto a las

0700 y 1700 h, respectivamente.
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Figura 5. Frecuencia respiratoria expresada como el numero promedio de
expansiones abdominales por minuto en cerdos en estrés por calor alimentados con
la dieta base (EC-B) o la dieta base adicionada con arginina (EC-Arg), contadas a
las 0700 (mafana) y tarde (1700) horas.

6.1.1.4 Composicion de aminoéacidos de la digesta ileal

La composicién de AAs esenciales de la digesta intestinal se presenta en el
cuadro 5. Cuando se expresa como porcentaje del flujo de materia seca hacia el
ileon distal, el contenido de Arg, His, isoleucina (lle), metionina (Met), treonina (Tre)
y valina (Val) disminuyo en los cerdos EC-B (P < 0.05), pero no difirid en el grupo
de cerdos EC-Arg en comparacion con los cerdos TN-B para todos los AAs
esenciales (P > 0.10). De hecho, el contenido de Arg, His, lle, leucina (Leu), lisina
(Lis), Met y Val en la digesta de los cerdos EC-Arg fue mayor (P < 0.05) y el de
fenilalanina (Fen) y Tre tendié (P < 0.10) a ser mayor que en los cerdos EC-B.

Expresado como porcentaje del flujo de proteina cruda al ileon distal, el contenido
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de Arg aumento tanto en los cerdos EC-B como en EC-Arg, y el de triptéfano (Trp)

aumento6 en cerdos EC-B, en comparacion con los cerdos TN-B (P < 0.05).
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Cuadro 5. Composicion (%) de aminoacidos esenciales en la digesta intestinal

enddgena de cerdos en termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-B) o

cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base

adicionada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
% de la materia seca

Arginina 0.433 0.300 0.447 0.03 0.023 0.014 0.764
Histidina 0.245 0.173 0.240 0.02 0.020 0.027 0.849
Isoleucina 0.532 0.393 0.533 0.04 0.023 0.023 1.000
Leucina 0.760 0.560 0.798 0.07 0.083 0.046 0.723
Lisina 0.590 0.457 0.635 0.05 0.104 0.039 0.554
Metionina 0.122 0.090 0.130 0.007 0.014 0.005 0.503
Fenilalanina 0.437 0.323 0.455 0.04 0.090 0.056 0.779
Treonina 0.750 0.540 0.732 0.06 0.041 0.057 0.847
Triptofano 0.118 0.100 0.125 0.001 0.301 0.151 0.649
Valina 0.658 0.460 0.673 0.06 0.036 0.026 0.856
% de proteina cruda

Arginina 3.45 3.53 3.82 0.09 0.433 0.046 0.012
Histidina 1.95 2.04 2.05 0.07 0.466 0.872 0.378
Isoleucina 4.24 4.62 4.56 0.17 0.197 0.787 0.294
Leucina 6.06 6.59 6.82 0.32 0.260 0.805 0.180
Lisina 4.70 5.38 5.43 0.28 0.107 0.937 0.094
Metionina 0.97 1.06 1.11 0.07 0.461 0.570 0.207
Fenilalanina 3.48 3.80 3.89 0.21 0.327 0.936 0.292
Treonina 5.98 6.35 6.26 0.35 0.567 0.744 0.803
Triptofano 0.94 1.18 1.07 0.05 0.007 0.125 0.118
Valina 5.24 5.41 5.75 0.24 0.655 0.461 0.249

! Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.

56



La composicion de aminoacidos no esenciales de la digesta ileal se muestra
en el cuadro 6. Cuando se expresa como porcentaje del flujo de materia seca al
ileon distal, el contenido de alanina (Ala), aspartato (Asp), cisteina (Cis), glutamato
(Glu), prolina (Pro), serina (Ser) y tirosina (Tir) disminuyé en los cerdos EC-B en
comparaciéon con los alimentados con la dieta TN-B (P < 0.05), pero no hubo
diferencias entre los cerdos alimentados con la dieta TN-B o EC-Arg. En
comparacion con los cerdos EC-B, el contenido de Ala, Asp, Glu y Ser aumento (P
< 0.05), y el de Cis y Tir tendi6é a aumentar (P < 0.10) en los cerdos EC-Arg. Sin
embargo, cuando se expresa como porcentaje del flujo de proteina cruda al ileon
distal, Pro fue el tnico AA cuyo contenido disminuyd en los cerdos EC-B comparado
con los cerdos TN-B (P < 0.05).
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Cuadro 6. Composicion (%) de aminoacidos no esenciales en la digesta intestinal

enddgena de cerdos en termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-B) o

cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base (EC-B) o dieta base

adicionada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
% de la material seca

Alanina 0.625 0.430 0.625 0.04 0.013 0.013 1.000
Aspartato 0.982 0.685 0.970 0.07 0.015 0.018 0.903
Cisteina 0.250 0.177 0.245 0.02 0.044 0.057 0.875
Glutamato 1.693 1.228 1.658 0.13 0.027 0.038 0.848
Glicina 1.150 0.920 1.150 0.11 0.186 0.186 1.000
Prolina 1.895 0.680 1.073 0.33 0.030 0.462 0.115
Serina 0.685 0.480 0.603 0.04 0.004 0.049 0.159
Tirosina 0.350 0.253 0.343 0.03  0.045 0.060 0.862
PC 12.55 8.50 11.70 0.90 0.011 0.033 0.520
% de proteina cruda

Alanina 4.98 5.06 5.34 0.22 0.766 0.427 0.284
Aspartato 7.82 8.06 8.29 0.27 0.610 0.614 0.321
Cisteina 1.99 2.08 2.09 0.12 0.580 0.849 0.714
Glutamato 13.49 14.45 14.17 0.48 0.252 0.770 0.380
Glicina 9.16 10.82 9.83 0.79 0.195 0.454 0.552
Prolina 15.10 8.00 9.17 1.19 0.050 0.406 0.214
Serina 5.46 5.65 5.15 0.23 0.745 0.196 0.317
Tirosina 2.79 2.98 2.93 0.13 0.394 0.680 0.651

! Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.

Pérdida enddgena de aminoéacidos

La pérdida de AAs enddgenos esenciales, mostrado como la recuperacion

diaria (g/d) de AAs de la digesta ileal, se muestra en el cuadro 7. Se observé el
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efecto tanto del EC como de la suplementacion con Arg. La pérdida de todos los

AAs esenciales fue mayor en los cerdos EC-B que en los cerdos TN-B y EC-Arg (P

< 0.01), pero no difirié entre los cerdos TN-B y EC-Arg (P > 0.01).

Cuadro 7. Recuperacion diaria (g/d) de amino&cidos esenciales de la digesta ileal

enddgena de cerdos en termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-B) o

cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base

adicionada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Arginina 0.533 0.892 0.492 0.05 0.001 0.001 0.604
Histidina 0.301 0.514 0.261 0.03 0.001 0.001 0.341
Isoleucina 0.655 1.166 0.580 0.05 0.001 0.001 0.343
Leucina 0.934 1.667 0.869 0.10 0.001 0.001 0.643
Lisina 0.725 1.357 0.693 0.07 0.001 0.001 0.746
Metionina 0.150 0.266 0.142 0.01 0.001 0.001 0.581
Fenilalanina 0.538 0.958 0.496 0.06 0.001 0.001 0.616
Treonina 0.919 1.608 0.799 0.08 0.001 0.001 0.340
Triptofano 0.144 0.300 0.137 0.02 0.001 0.001 0.808
Valina 0.808 1.370 0.733 0.08 0.001 0.001 0.500
Total AAE 5.71 10.10 5.20 0.51 0.001 0.001 0.499
EEM

Valor de P <0.01 <0.01 <0.01

! Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.

La recuperacion diaria (g/d) de AAs endogenos no esenciales de la digesta

ileal se muestra en el cuadro 8. La pérdida de todos los AA (excepto Ser) fue mayor

en los cerdos EC-B comparados con los cerdos TN-B y EC-Arg (P < 0.01), pero no

se observaron diferencias de AA entre los cerdos TN-B y EC-Arg (P > 0.01).
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Cuadro 8. Recuperacion diaria (g/d) de aminoacidos no esenciales de la digesta

ileal enddgena de cerdos en termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-

B) o cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base

adicionada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Alanina 0.808 1.370 0.733 0.08 0.001 0.001 0.500
Aspartato 0.770 1.284 0.684 0.07 0.001 0.001 0.425
Cisteina 1.209 2.034 1.060 0.10 0.001 0.001 0.311
Glutamato 0.307 0.532 0.266 0.03 0.001 0.001 0.385
Glicina 2.083 3.645 1.798 0.20 0.001 0.001 0.335
Prolina 1.411 2.751 1.264 0.26 0.005 0.003 0.696
Serina 2.348 2.008 1.218 0.48 0.631 0.277 0.133
Tirosina 0.842 1.49 0.654 0.07 0.001 0.001 0.102
Total 9.78 15.05 7.67 1.07 0.007 0.001 0.197
EEM

Valor de P <0.01 <0.01 <0.01

1 Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.

La recuperacion (g/kg de MS consumida) de AAs esenciales enddgenos de

la digesta ileal se muestra en el cuadro 9. La pérdida endégena de todos los AAs

esenciales fue mayor en los cerdos EC-B en comparacion con los cerdos TN-B y

EC-Arg (P < 0.01), pero no difirié entre los cerdos TN-B y EC-Arg (P > 0.01)
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Cuadro 9. Recuperacion (g/kg MS consumida) de aminoacidos enddgenos

esenciales de la digesta ileal de cerdos en termoneutralidad alimentados con la

dieta base (TN-B) o de cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base

(EC-B) o la dieta base suplementada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Arginina 0.666 1.115 0.614 0.07 0.001 0.001 0.603
Histidina 0.326 0.643 0.326 0.04 0.001 0.001 0.342
Isoleucina 0.819 1.458 0.725 0.07 0.001 0.001 0.341
Leucina 1.168 2.084 1.086 0.12 0.001 0.001 0.642
Lisina 0.906 1.697 0.866 0.09 0.001 0.001 0.744
Metionina 0.188 0.332 0.177 0.01 0.001 0.001 0.578
Fenilalanina 0.672 1.198 0.620 0.07 0.001 0.001 0.613
Treonina 1.149 2.010 1.000 0.11 0.001 0.001 0.339
Triptofano 0.181 0.376 0.171 0.03 0.001 0.001 0.804
Valina 1.010 1.712 0.916 0.10 0.001 0.001 0.503
Total AAE 7.14 12.63 6.50 0.64  0.001 0.001 0.499
EEM

Valor de P <0.01 <0.01 <0.01

1 Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.

La recuperacion (g/kg de MS consumida) de AAs enddégenos no esenciales

de la digesta ileal se muestra en el cuadro 10. La pérdida enddgena de todos los

AAs no esenciales (excepto serina) fue mayor en los cerdos EC-B comparado con

los cerdos TN-B y EC-Arg (P < 0.01), pero no difirié entre los cerdos TN-B y EC-Arg

(P>0.01)
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Cuadro 10. Recuperacion (g/kg MS consumida) de aminoacidos endégenos no

esenciales de la digesta ileal de cerdos en termoneutralidad alimentados con la

dieta base (TN-B) o de cerdos en estrés por calor alimentados con la dieta base

(EC-B) o la dieta base suplementada con Arg (EC-Arg).

Tratamiento

Contrastes?, Valor de P

Aminoacido TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Alanina 1.010 1.712 0.916 0.10 0.001 0.001 0.503
Aspartato 0.962 1.605 0.855 0.09 0.001 0.001 0.427
Cisteina 1.511 2.542 1.324 0.12 0.001 0.001 0.311
Glutamato 0.383 0.664 0.331 0.04 0.001 0.001 0.382
Glicina 2.603 4.557 2.248 0.25 0.001 0.001 0.336
Prolina 1.763 3.439 1.580 0.32 0.005 0.003 0.696
Serina 2.936 2.511 1.522 0.60 0.631 0.277 0.133
Tirosina 1.053 1.790 0.818 0.09 0.001 0.001 0.102
Total 12.22 18.82 9.59 1.33 0.007 0.001 0.197
EEM <0.01 <0.01 <0.01

Valor de P 1.01 1.71 0.92

1 Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.
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6.1.2 Discusion

En el presente experimento, se observo un aumento en la TC de los cerdos
alojados en condiciones de estrés por calor alimentados con la dieta testigo (EC-B),
de hasta 1.7 °C desde aproximadamente las 1400 a las 1700 h todos los dias,
comparado con el horario en que estos cerdos fueron expuestos a la TA mas baja
(0500 a 0800 h). Un hallazgo interesante, fue que el incremento en la Tl en los
cerdos EC-Arg durante las horas mas calidas del dia fue alrededor de 0.6 °C menor
que el de los cerdos EC-B. Estos datos concuerdan con el estudio de Wanner et al.
(2015), quienes observaron una respuesta similar en ratas con hipertermia inducida
por el ejercicio, y se reporté una reduccién de ~ 0.7 °C en la TC del grupo tratado
con L-arg. Esta respuesta probablemente se debe a la funcibn de Arg como
precursor en la sintesis del ON, un efector activo de la vasodilatacion (Luiking et al.,
2010). Resultados similares se han observado en pollos de engorda en EC,
mostrando una reduccion en la TC central en el grupo suplementado con L-citrulina,
gue sirve como sustrato para reciclar la Arg (Uyanga et al., 2022), que a su vez es
catalizada por la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa, liberando L-citrulina y
ON (Uyanga et al., 2020, 2021). Ademas, la suplementacion con Arg ha mostrado
aumentar la concentracion de Arg en plasma, lo que apoya la idea de incrementar
la sintesis de ON enddégeno (Bahadoran et al.,, 2021). La respuesta de Arg
relacionada con la TC sugiere que este AA podria desempefiar un papel
fundamental en el proceso de termoregulacion en animales alojados bajo

condiciones de EC.

Los cerdos con hipertermia incrementan el flujo de sangre al tejido periférico
con la finalidad de dispar el calor corporal (Ogoh et al., 2013), pero a la vez se
reduce el gasto sanguineo hacia drganos internos (como ID), en consecuencia, el
suministro de nutrientes y oxigeno que llega a las células intestinales es menor. La
exposicion de cerdos al calor ocasiona que el CVA se reduzca desde el 15% (Kerr
et al., 2003) hasta un 40% (Morales et al., 2018). Esta reduccion en el CVA se
considera como un mecanismo adaptativo que es usado por los cerdos para

minimizar la generacion de calor metabolico debido al efecto térmico del alimento
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(Levine, 2004; Renaudeau et al., 2013). Ademas, se ha reportado que la Tl de
cerdos en EC incrementa de 1.5 hasta 2.8 °C (Morales et al., 2016b; Pearce et al.,
2013; Yu et al., 2010). Por lo anterior, se podria esperar mayor muerte de células
intestinales en cerdos bajo EC debido al menor suministro de oxigeno y nutrientes.
De hecho, se ha informado una drastica disminucion de la altura de las vellosidades
intestinales de cerdos en EC como evidencia de la muerte de células del ID (Yu et
al., 2010; Pearce et al., 2013, 2014). Por lo tanto, el incremento en la Tl de 1.7 °C
registrado en los cerdos EC-B del presente experimento puede indicar una mayor
muerte de células intestinales, que eventualmente se podrian incorporar a la digesta

ileal, en comparacion con los cerdos TN-B.

El incremento en la Tl postprandial de 0.7 a 0.9 °C de este experimento
coincide con datos reportados previamente en este laboratorio, donde se
observaron aumentos en la Tl de ~ 0.66 °C de cerdos en TN (Morales et al., 2017)
y de 0.18 a 0.61 °C en cerdos en condiciones de EC (Cervantes et al., 2018). Las
variaciones en el aumento de la TI postprandial posiblemente se deben a la cantidad
de alimento, tipo de dieta y al peso corporal de los cerdos utilizados. El rapido
aumento de la temperatura intestinal observada minutos después de la
alimentacion, se puede atribuir a la generacion de calor provocada por el
movimiento o la actividad fisica (Levine, 2004) debido a la excitacion de los animales
(saltos, chillidos y movimientos) provocados por la presencia del personal
encargado de la alimentacion y debido al proceso de ingesta como la masticacion y

deglucion (Morales et al., 2018).

Para adaptarse a las condiciones de EC, los cerdos dependen en gran
medida de las pérdidas de calor por evaporacion a través de la respiracion (Fuquay,
1981). Los datos obtenidos en el presente estudio mostraron una tasa promedio de
77 expansiones abdominales / minuto a las 1700 h., resultados que concuerdan con
los de Manno et al. (2006) y Morales et al. (2021), en los cuales observaron en
cerdos en EC, una FR de 97 y 83, respectivamente. Aunque no se observaron

diferencias significativas entre los grupos EC-B y EC-Arg, la diferencia encontrada
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entre los horarios puede explicarse a que el registro de la FR de la mafiana (0700),
se realiz6 durante las horas més frescas del dia (0500 - 0800 h), donde la TA de la
sala es mas cercana a la zona TN de los cerdos (~29 °C). Varios estudios muestran
esta similitud al encontrar la menor FR de cerdos en EC durante el registro de la
mafiana en comparacion con la toma vespertina (Patience et al., 2005; Maskal et
al., 2018; Morales et al., 2021).

El material endégeno recuperado al final del ID, que no proviene del alimento
consumido no digerido, incluye mucoproteinas (mucinas), células epiteliales
descamadas, enzimas digestivas y bacterias (Krawielitzki et al., 1990; Souffrant et
al., 1993; Nyachoti et al., 1997). Se estima que el contenido de proteina de las
células muertas desprendidas, mucinas y enzimas digestivas, representan cerca del
67% del total de proteinas enddgenas que ingresan al tracto gastrointestinal en
cerdos bajo condiciones ambientales de termoneutralidad (Low, 1985). La secrecién
de enzimas pancreaticas (tripsindbgeno, quimotripsinégeno, amilasa, lipasa, entre
otros) puede representar, en conjunto, del 13 al 27 % del nitrdgeno enddgeno total
(Corring et al., 1984). Buraczewska (1979) informé que el nitrégeno (o proteina
endogena) secretado al lumen intestinal proviene principalmente de mucoproteinas
y de las propias células intestinales descamadas. La variacion en la composicion de
AAs de las proteinas enddgenas colectadas en ileon es dependiente de factores
como la fuente, digestibilidad de la proteina y la reabsorcion de los AAs que son
liberados durante la digestion de las proteinas (Nyachoti et al., 1997). Las proteinas
de las células intestinales descamadas son ricas en Leu, Lis, Glu y glicina (Gli;
Mahan y Shields, 1998). Se estima que alrededor del 80 - 85% de las las proteinas
de las células descamadas pueden digerirse y los AAs liberados pueden ser
reabsorbidos previo a su paso por el intestino grueso (Souffrant et al., 1993; Fuller
y Reeds, 1998). Sin embargo, las mucoproteinas (mucina) son glucoproteinas
pobremente digestibles antes de llegar al intestino grueso (Montagne et al., 2000) y
su composicion es entre 10 a 20 % de proteinas, muy abundante en residuos de
Tre, Pro y Ser (Perez-Vilar y Hill, 1999). En el presente experimento, los AAs mas

abundantes de las proteinas enddgenas recuperadas en el ileon distal de los cerdos
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fueron Leu, Tre, y Lis, independientemente de la dieta ingerida o las condiciones de
temperatura ambiente a la que se expusieron los animales. Los resultados de la
composicién de AAs de las proteinas enddgenas reportadas en el experimento
actual son muy similares a estudios anteriores (de Lange et al., 1989; Schulze et
al., 1995; Morales et al., 20162; Brestensky et al., 2017). EI mayor contenido de Arg
en las proteinas enddgenas recuperadas en el ileon distal de los cerdos alimentados
con la dieta EC-Arg, en comparacion con la de los cerdos TN-B y EC-B, se atribuye

a la suplementacion de Arg a la dieta basal.

En los cerdos expuestos a EC (EC-B y EC-Arg), la tendencia a mayor
contenido de Lis en las proteinas endégenas en comparacién con los cerdos TN-B
sugiere que se incrementa la muerte de células intestinales las cuales se incorporan
al contenido intestinal y podrian contribuir a incrementar la pérdida de proteinas
enddgenas en conjunto con las mucoproteinas en los cerdos expuestos a EC. Esta
suposicion esta respaldada en el hecho que los valores de Tre, que es considerado
el AA mas abundante en las mucoproteinas, fueron similares en las dietas
experimentales (1.3 g/kg de alimento). Sin embargo, el grupo EC-B incremento la
pérdida de éste AA en comparacion con los cerdos TN-B. Estos resultados podrian
explicarse por las evidencias publicadas recientemente por Vasquez et al. (2022),
quienes reportaron un incremento de células productoras de mucina en duodeno
los dias 2 y 5 posteriores a la exposiciéon de cerdos a EC, lo cual sugiere un
incremento en la producciébn de mucina como mecanismo para prevenir la
translocaciéon de toxinas o microorganismos a través de la barrera intestinal
(Johansson et al., 2011). Por otro lado, aunque no hay una explicacion clara para el
mayor contenido de Trp (~25%) en las proteinas enddgenas de los cerdos EC-B
comparado con los cerdos TN-B, puede deberse a la actividad microbiana intestinal
(Davila et al., 2013) ya que la exposicién de los cerdos a condiciones de EC ha
mostrado alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal.
Especificamente una menor abundancia de Lactobacillus (Le Sciellour et al., 2019;
Xiong et al., 2022), reconocidos como bacterias que metabolizan el Trp (Liang et

al., 2019). Recientemente en nuestro laboratorio Gonzalez et al. (2024) encontraron
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una abundancia reducida de Lactobacillus sp. en cerdos en EC en comparacion con
cerdos en condiciones de termoneutralidad, lo que concuerda estrechamente con

las observaciones anteriores.

La pérdida enddégena de AAs se considera como la cantidad de AAs en
proteinas enddgenas que no provienen de la dieta y son recuperados en el ileon
terminal (Souffrant et al., 1991; Tamminga et al., 1995). En el presente experimento
se observo un incremento del 77% (12.63 vs 7.14 g/kg MS consumida) en la
recuperacion de AAs esenciales enddgenos en cerdos EC-B, en comparacion con
los cerdos TN-B, y puede explicarse por el supuesto incremento en la cantidad de
células muertas intestinales y la sintesis de mucinas que se incorporan a la digesta
intestinal en los cerdos en EC. Lo anterior lo respalda el hecho que Lis es muy
abundante en las células intestinales (Mahan y Shields, 1998) y se observé un
incremento de ~2 veces la recuperacion ileal de Lis en los cerdos EC-B. Ademas,
en los cerdos EC-B la mayor recuperacion ileal de Tre (74%), Cis (68%) y Pro (95%)
indica un incremento en la incorporacion de mucinas a la digesta intestinal, ya que
éstos son los AAs mas abundantes en las mucinas intestinales. Varios autores han
demostrado que la exposicion de los cerdos a estrés por calor tiene como
consecuencia una disminucion en la altura de las vellosidades intestinales (Yu et
al., 2010; Pearce et al., 2014; Morales et al., 2021, 2023), esto podria sugerir una
reduccion en la abundancia de células intestinales absortivas (enterocitos), lo cual
puede traducirse en menor capacidad de reabsorcion de AAs enddgenos antes de
llegar a ileon distal. Morales et al. (2014) observaron una reduccién en la expresion
de RNAm que codifica para transportadores AAs (b%* ) en cerdos en EC en
comparacién con cerdos en TN. En este sentido, parece que el EC reduce la
capacidad de los cerdos de reabsorber los AAs liberados durante la digestion de

proteinas enddgenas.

Por otra parte, el contenido de AAs en la digesta recuperada en el ileon distal
de los cerdos EC-B fue, en promedio, de alrededor de 32% menor que el de los

cerdos TN-B. Sin embargo, el flujo ileal diario de MS en los cerdos EC-B fue 220%
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mayor en comparacion con los cerdos TN-B. El nucleo peptidico de la mucina esta
compuesto del 10 al 20% de proteina, el resto de la masa de la mucina (80 — 90%)
se conforma de oligosacaridos (Faure et al., 2002). Este alto contenido de
polisacéaridos podria describir el mayor flujo ileal de MS en los cerdos EC-B y a su
vez, explica la mayor recuperacion de todos los AAs esenciales de los cerdos EC-
B a pesar del menor contenido de AAs en la digesta ileal recuperada, en

comparacion con los cerdos TN-B.

Las células caliciformes (secretoras de mucina) y los enterocitos (células
absortivas), son las células mas abundantes en las vellosidades intestinales, se
estima que el recambio de células epiteliales ocurre cada 3 a 5 dias en condiciones
fisiologicas normales (Clevers, 2013). Este corto periodo impone un requisito para
la autorrenovacion celular, impulsada por poblaciones de células madre adultas
localizadas en la cripta de las vellosidades intestinales (Barker, 2014). Y a su vez,
para prevenir la erosion de células hacia la base de las vellosidades, el dafio del
epitelio, y conservar las funciones de digestién y absorcién normal de nutrientes. La
Arg es un AA considerado funcional (Wu et al., 2009) debido a que participa en la
proliferacion celular (Timmons et al., 2012), actia como un activador de la ruta de
sefalizacion de mTOR para promover el inicio de la traduccién del ARNm en las
células (Tan et al., 2010), cumple una funcién antioxidante (Lawler et al., 2002) y es
el sustrato fisioldgico nitrogenado utilizado para la produccién de ON durante la
dilatacion de los vasos sanguineos (Anggard, 1994; Wu, 2009). Por tanto, Arg
parece ayudar a mantener la integridad del epitelio del ID y a mantener sus
funciones de digestiéon y de absorcién normales en condiciones de TN. Ademas, la
suplementacion con Arg ayudé a atenuar el dafio intestinal inducido por el calor en
cerdos en engorda (Yi et al., 2020) y a recuperar de manera parcial la altura de las
vellosidades de los segmentos de ID en cerdos en condiciones de EC reportado

previamente por este laboratorio en Morales et al. (2021).

Durante periodos de EC se espera que debido al acortamiento de las

vellosidades del ID se reduzca el niumero de enterocitos, en comparacion con las
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vellosidades normales, lo que puede traducirse en una menor abundancia de
transportadores de AAs y, en consecuencia, una reduccion en la reabsorcion de
AAs enddgenos. Sin embargo, los resultados reportados por Morales et al. (2021)
donde se presume una restauracion del epitelio intestinal de cerdos en EC
alimentados con una dieta suplementada con Arg, sugiere una mejora en la
capacidad de absorcion de AAs en estos cerdos. Asi, en comparacion con los
cerdos EC-B, la menor pérdida de AAs enddgenos en los cerdos EC-Arg puede
explicarse por varios factores como a) una reduccion en la muerte de células
intestinales lo cual disminuye su contribucion a la pérdida total de AA enddgenos,
b) un incremento en el nimero de enterocitos debido a la supuesta mayor altura de
las vellosidades intestinales, ¢) una mejor capacidad digestiva y absortiva a medida
gque aumenta la abundancia de enterocitos y con ello las aminopeptidasas

intestinales y transportadores de AAs.

La absorcion de AAs liberados posterior a la digestion de la proteina
enddgena y de la dieta es facilitada por proteinas transportadoras especificas
ubicadas en la membrana apical y basolateral de los enterocitos (Broer, 2008),
siendo especifico para Arg y Lis el sistema de transporte b%*. Sin embargo, su
abundancia depende de varios factores, entre ellos la temperatura ambiente, la
forma en la que son suministrados los AAs (libres o unidos a proteina) y su
concentracion en la dieta. Informes en estudios previos realizados en este
laboratorio (Morales et al., 2014) mostraron una menor abundancia del sistema de
transporte b%* en cerdos expuestos a EC, en comparacion con cerdos en TN,
probablemente como consecuencia de acortamiento de vellosidades intestinales, y
con ello un nimero reducido de enterocitos (Pearce et al., 2013, 2014). Por otro
lado, la abundancia de ARNm que codifica para el transportador de AAs catidnicos
bP%* en el yeyuno de los cerdos aumentd a medida que incrementd el contenido de
Lis en forma libre en la dieta (Morales et al., 2015), lo que indica que su abundancia
depende de la presencia de AAs libres. También observamos una mayor
abundancia de ARNm que codifica b%* en el duodeno de cerdos EC alimentados

con una dieta suplementada con 0.16% de Arg y 0.56% de Lis libres (Morales et al.,
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2021). En el presente experimento, el aumento en el nimero de enterocitos debido
a un supuesto incremento en la altura de las vellosidades intestinales restauradas
de los cerdos EC-Arg, en combinacion con la presencia de 0.20% de Arg libre en
su dieta podria sugerir una mayor abundancia del transportador b®* en comparacion
con los cerdos EC-B. Esto podria explicar adicionalmente la menor pérdida de todos

los AAs enddgenos en los cerdos EC-Arg, en comparacion con los cerdos EC-B.

6.1.3 Conclusién

En conclusion, nuestros resultados confirman que el EC tiene un efecto
negativo muy importante sobre la pérdida de AAs enddgenos en los cerdos, ademas
gue se incrementa la temperatura corporal. Estos resultados indican que
suplementar la dieta con Arg libre ayuda a contrarrestar el efecto negativo del EC
al reducir la pérdida de AAs enddgenos, lo que parece estar relacionado también
con la reduccion en la TC de los cerdos durante las horas més calientes del dia. Sin
embargo, los resultados del presente experimento deben tomarse con precaucion
porque la ingesta de un 0.20% de Arg libre podria provocar una respuesta diferente
en cerdos alimentados con una dieta convencional que contiene niveles mas altos
de AAs.
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6.2 Efecto de arginina en la digestibilidad ileal, concentracién de

aminodacidos y metabolitos séricos (Experimento 2)
6.2.1 Resultados

6.2.1.1 Temperatura ambiente

Los datos de TA registrados en intervalos de 15 minutos dentro de las salas
TN y EC durante el estudio oscilaron entre 18.6 y 27.6 °C y entre 28.9 y 39.3,
respectivamente (Fig 6). La TA mas baja en la sala de EC se registré entre 0500 y
0600 h, y la mas alta se registr6 entre las 1330 y 1530. Todos los cerdos se
mostraron sanos sin sintomas de desérdenes gastrointestinales como diarrea

durante todo el periodo experimental.

50
@)
o
)
= 40
Q
o)
E 30
@
@
S
2 20 |—
@
S
S
e 10
@ oo oOoOuLOL O OO O O o W
= S MY odMOYoOoOdMNMYToOodmNIT O A0
O d N ML OM~N 0O AN ML O~NOOO AN M
O 0O 0O 00000 dd A dddA d AN NN N
Hora del dia
——FEC TN

Figura 6. Temperatura ambiente promedio registrada a intervalos de 15 min en la

sala termoneutral (TN) y sala de estrés por calor (EC) durante los 7d del estudio.

6.2.1.2 Temperatura intestinal

La temperatura intestinal de cerdos dentro de la sala EC alimentados con la
dieta EC-B 0 EC-Arg registrada cada 5 min mostré un patron similar a los cambios

en la TA en la sala de EC (Fig 7). La Tl diaria no difirié entre los tratamientos EC-B
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y EC-Arg en promedio, sin embargo, el grupo de cerdos EC-Arg aumento su Tl hasta
1.3 °C entre las 1500 y 1900 h todos los dias, en comparacién con los cerdos TN-B
durante las horas del dia con el registro de la TA més baja (0500-0800 h). Por otro
lado, se observé un incremento de entre 0.40 a 0.60 °C en la Tl de ambos grupos

de cerdos los primeros minutos después de ingerir su alimento.
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Figura 7 Temperatura intestinal promedio de los cerdos en estrés por calor
alimentados con la dieta basal (EC-B) o adicionada con arginina (EC-Arg) y cerdos
en termoneutralidad alimentados con la dieta basal (TN-B), registrada a intervalos
de 5 minutos durante los 7 dias del estudio.

6.2.1.3 Flujo ileal de aminoéacidos de la digesta

El flujo ileal total (g/d) de AAs esenciales y no esenciales de la digesta se
presenta en el cuadro 11. El flujo ileal diario de Arg fue menor en cerdos en EC
adicionados con Arg (P < 0.05) y en cerdos EC-Arg comparados con TN-B (P <
0.05), Met tendi6é a incrementar (P < 0.10) en cerdos EC-B comparados con cerdos
TN-B, Trp se rejudo (P < 0.05) y Fen tendié a reducir (P < 0.10) en cerdos EC-Arg.
Los AAs esenciales restantes His, lle, Leu, Lis, Tre y Val no difirieron entre
tratamientos (P > 0.10). En cuanto a AAs no esenciales, Asp y Glu tendieron a
incrementar (P < 0.10) en cerdos en EC-B comparados con TN-B.
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Cuadro 11. Flujo ileal total (g/d) de aminoacidos en cerdos en termoneutralidad
alimentados con una dieta basal (TN-B) o cerdos en estrés por calor alimentados
con una dieta basal (EC-B) o una dieta basal suplementada con arginina (EC-Arg).

Tratamiento Contrastes?, Valor de P

Aminoacidos TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Esenciales

Arginina 0.916 0.956 0.820 0.025 0.280 0.002 0.019
Histidina 0.488 0.494 0.453 0.019 0.822 0.150 0.218
Isoleucina 0.967 1.031 0.978 0.032 0.190 0.269 0.821
Leucina 1.574 1.675 1.542 0.061 0.266 0.150 0.720
Lisina 1.388 1.438 1.295 0.065 0.587 0.140 0.331
Metionina 0.317 0.352 0.323 0.012 0.064 0.118 0.725
Fenilalanina 0.997 1.036 0.941 0.035 0.454 0.082 0.283
Treonina 1.218 1.258 1.158 0.048 0.570 0.165 0.388
Triptofano 0.246 0.276 0.228 0.013 0.121 0.021 0.373
Valina 1.249 1.326 1.237 0.057 0.359 0.288 0.877
No

esenciales

Alanina 1.447 1.483 1.346 0.127 0.842 0.459 0.585
Aspartato 1.710 2.212 2.102 0.205 0.100 0.711 0.200
Cisteina 1.024 0.525 0.459 0.318 0.289 0.886 0.232
Glutamato 2.757 3.392 3.056 0.234 0.079 0.329 0.384
Glicina 1.445 1.516 1.485 0.085 0.562 0.798 0.744
Prolina 1.241 1.490 1.520 0.163 0.302 0.898 0.250
Serina 0.868 1.004 0.898 0.058 0.123 0.220 0.721
Tirosina 0.485 0.644 0.580 0.024 0.251 0.986 0.245
PC 16.4 22.8 20.9 2.6  0.100 0.610 0.249

! Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.
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6.2.1.4 Digestibilidad ileal aparente de aminoacidos

La digestibilidad ileal aparente (%) de aminoacidos esenciales y no
esenciales se muestra en el cuadro 12. La digestibilidad de los AAs esenciales no
difirié entre cerdos de los tratamientos TN-B y EC-B (P > 0.10). Cerdos alimentados
con la dieta EC-Arg comparados con EC-B mostraron mayor digestibilidad de Arg,
Leu, Trey Trp (P < 0.05) y tendencia a aumentar lle, Lis, Met y Fen (P < 0.10).
Ademas, en comparacion con los cerdos TN-B se observé incremento en la
digestibilidad de Arg, His y Lis (P < 0.05) asi como una tendencia a incrementar lle,
Trey Trp (P <0.10). En los AAs no esenciales, en comparacion con los cerdos TN-
B se observé menor digestibilidad de Pro (P < 0.05) y Glu tendi6 a ser menor (P <
0.10) en el grupo EC-B, pero no hubo diferencia para ningin AA no esencial entre

los cerdos EC-Arg comparados con cerdos EC-B y TN-B (P > 0.10).
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Cuadro 12. Digestibilidad ileal aparente (%) de aminoacidods en cerdos en
termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-B) o cerdos en estrés por calor
alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base adicionada con arginina (EC-
Arg).

Tratamiento Contrastes?, Valor de P

Aminoacidos TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Esenciales

Arginina 88.20 87.44 91.13 0.46 0.269 0.001 0.001
Histidina 86.74 87.04 88.25 0.53 0.473 0.176 0.050
Isoleucina 82.93 82.71 85.10 0.69 0.971 0.052 0.051
Leucina 84.76 83.07 86.32 0.77 0.323 0.023 0.142
Lisina 84.84 85.29 87.38 0.70  0.556 0.097 0.033
Metionina 88.54 87.93 89.48 0.53 0.605 0.099 0.232
Fenilalanina 85.67 85.54 87.14 0.66 0.846 0.088 0.123
Treonina 80.47 80.09 83.37 0.89 0.820 0.039 0.056
Triptofano 86.61 85.42 88.23 0.78 0.369 0.012 0.100
Valina 82.63 82.28 84.38 0.88 0.956 0.180 0.165
No

esenciales

Alanina 77.52 73.29 77.03 1.41 0.162 0.133 0.903
Aspartato 80.39 77.82 80.13 1.13 0.125 0.372 0.541
Cisteina 83.03 80.76 83.51 1.04 0.255 0.135 0.691
Glutamato 92.31 91.39 92.26 0.59 0.079 0.330 0.385
Glicina 75.51 73.88 75.64 1.29 0.513 0.424 0.880
Prolina 90.70 89.58 90.47 0.60 0.050 0.174 0.512
Serina 85.09 83.53 85.35 0.94 0.123 0.220 0.721
Tirosina 87.20 85.25 86.90 0.93 0.286 0.298 0.978

! Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.
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6.2.1.5 Digestibilidad ileal estandarizada de aminoacidos

La digestibilidad ileal estandarizada (%) de aminoacidos esenciales y no
esenciales se presenta en el cuadro 13. La digestibilidad de Met tendi6é a ser mayor
(P < 0.10) en cerdos TN-B comparado con cerdos EC-B. Cerdos alimentados con
la dieta EC-Arg comparados con cerdos EC-B mostraron mayor digestibilidad de
Arg, Trp (P < 0.05) y una tendencia a mayor digestibilidad de Fen (P < 0.10). Por su
parte, la digestibilidad de Arg tendié a ser mayor en el grupo EC-Arg en comparacion
con los cerdos TN-B. Para los AAs no esenciales, la digestibilidad de Ala, Asp y Glu
tendio a ser menor (P <0.10) en el grupo de cerdos EC-B comparado con los cerdos
TN-B, pero no se observaron diferencias entre los cerdos alimentados con la dieta
EC-Arg, en comparacion con los cerdos EC-B y TN-B (P > 0.10).
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Cuadro 13. Digestibilidad ileal estandarizada (%) de aminoacidos en cerdos en
termoneutralidad alimentados con la dieta base (TN-B) o cerdos en estrés por calor
alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base adicionada con arginina (EC-
Arg).

Tratamiento Contrastes?, Valor de P
Aminoacidos TN-B EC-B EC-Arg EEM TA Arg TA/Arg
Esenciales
Arginina 96.73 95.98 97.87 0.46 0.274 0.014 0.100
Histidina 96.50 96.33 97.39 0.49 0.813 0.149 0.217
Isoleucina 96.79 95.75 96.62 0.53 0.191 0.270 0.821
Leucina 95.93 95.02 96.22 056 0.268 0.152 0.717
Lisina 94.98 94.48 95.91 0.65 0587 0.142 0.331

Metionina 95.53 94.36 95.32 041 0.063 0.117 0.723
Fenilalanina  95.19 94.66 95.96 0.48 0455 0.083 0.285

Treonina 97.77 97.17 98.70 0.74 0573 0.166 0.389
Triptofano 96.31 94.71 97.27 0.68 0.120 0.020 0.337
Valina 96.29 95.29 96.45 0.73 0.360 0.289 0.877
No

esenciales

Alanina 91.52 90.87 93.29 223 0.842 0.458 0.584
Aspartato 92.15 87.22 88.30 2.00 0.100 0.712 0.200
Glutamato 93.99 92.40 93.24 0.59 0.078 0.328 0.384
Glicina 116.91 115.67 116.22 146 0.562 0.798 0.744
Prolina 103.10 101.31 101.09 1.18 0.302 0.899 0.250
Serina 121.95 119.75 121.47 0.94 0.123 0.221 0.721
Tirosina 107.98 106.46 107.89 0.93 0.273 0.298 0.951

1 Contrastes: TA, TN-B vs. EC-B; Arg, EC-B vs. EC-Arg; TA/Arg, TN-B vs. EC-Arg.
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6.2.1.6 Concentracién sérica de aminoacidos y metabolitos

La concentracion de aminoacidos en el suero sanguineo de cerdos en estrés
por calor se muestra en el cuadro 14. La concentracion de los AAs esenciales Arg,
His, Lis, Met, asi como los AAs no esenciales glutamina (GIn), Gli, Ser y Tir fue
mayor (P < 0.05) mientras que Fen y Pro tendieron a ser mayores (P < 0.10) en los

cerdos EC-Arg en comparacion de los cerdos EC-B.
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Cuadro 14. Concentracién de aminoacidos en suero sanguineo (pug/ml) de cerdos
en estrés por calor alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base
adicionada con arginina (EC-Arg)

Tratamiento

Aminoacidos EC-B EC-Arg EEM Valor de P
Esenciales

Arginina 42.18 58.37 4.13 0.024
Histidina 14.55 18.01 1.03 0.045
Isoleucina 19.20 21.80 2.33 0.454
Leucina 27.96 34.48 2.82 0.141
Lisina 28.05 45.53 3.55 0.008
Metionina 10.22 14.01 0.92 0.020
Fenilalanina 19.31 24.52 161 0.052
Treonina 42.41 59.17 5.71 0.715
Triptofano 8.16 7.88 0.79 0.812
Valina 42.27 48.89 3.53 0.221

No esenciales

Alanina 87.04 101.85 7.44 0.197
Asparagina 13.81 17.18 1.34 0.114
Aspartato 3.76 3.476 0.41 0.637
Cisteina 1.46 1.80 0.433 0.594
Glutamina 98.68 123.88 7.52 0.045
Glutamato 2.17 29.33 431 0.979
Glicina 74.21 94.55 5.96 0.042
Prolina 72.63 93.45 7.17 0.074
Serina 23.54 29.41 1.80 0.050
Tirosina 19.18 26.22 2.11 0.047

Se consideraron niveles de probabilidad de P < 0.05 y 0.05 < P < 0.10 como

significativas y tendencias, respectivamente.
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La concentracion de metabolitos en suero sanguineo de cerdos en estrés por
calor se muestra en el cuadro 15. Se observé mayor concentracion de ornitina y
urea (P < 0.01) y tendencia a ser mayor la concentracion del acido a-aminoadipico
y etanolamina (P < 0.10) en el grupo de cerdos EC-Arg comparados con cerdos EC-
B.
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Cuadro 15. Concentracion sérica de metabolitos (mg/dL) de cerdos en estrés por

calor alimentados con la dieta base (EC-B) o la dieta base adicionada con arginina

(EC-Arg)

Tratamiento
Metabolitos EC-B EC-Arg EEM Valor de P
1mHistidina 1.53 1.61 0.08 0.48
3mHistidina 1.20 1.32 0.08 0.34
Acido 3.86 5.16 0.47 0.09
aminoadipico
AABA 2.97 3.46 0.39 0.40
Ans 0.59 0.61 0.06 0.84
BetaAlanina 2.38 2.02 0.23 0.31
B-AlA 0.76 0.25 0.20 0.13
Car 3.19 3.02 0.51 0.82
Cit 21.59 23.88 1.68 0.36
Cista 1.12 0.93 0.13 0.33
OHAmina 2.63 1.35 0.49 0.10
GABA 0.05 0.03 0.03 0.69
OHProlina 11.36 11.98 1.22 0.73
OHlLisina 0.52 0.78 0.16 0.30
Orn 11.26 19.23 1.31 <0.01
PSerina 1.98 2.09 0.35 0.82
Sar 3.15 3.65 0.20 0.12
Tau 18.10 19.22 1.39 0.58
Urea 155.18 226.35 12.56 0.01

Se consideraron niveles de probabilidad de P < 0.05 y 0.05 < P < 0.10 como significativas y

tendencias, respectivamente.
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6.2.2 Discusion

En cerdos en crecimiento el aumento en la TC y la reduccion del CVA son
indicadores claros de EC (Yu et al., 2010; Pearce et al., 2014). En este estudio, los
cerdos alojados en EC fueron expuestos a TA superior a 33 °C por mas de 12 horas
continuas, alcanzando una temperatura maxima de 39.3 °C entre las 1300 y 1500
h, comparado con cerdos en TN que fueron expuestos a TA en un rango entre 18.6
y 27.6 °C, confirmando asi que los cerdos en la sala de EC fueron expuestos a
condiciones de hipertermia durante todo el estudio (Morales et al., 2015, 2016a). En
el presente experimento, se observé un aumento en la Tl de 0.77 a 0.92 °C, para
los cerdos EC-B y EC-Arg, respectivamente, desde aproximadamente las 1400 a
las 1700 h todos los dias, comparado con el horario en que estos cerdos fueron
expuestos a la TA mas baja (0500 a 0800 h). Algo interesante y contrario a lo
observado en el experimento 1 del presente trabajo, es que la Tl del grupo de cerdos
EC-Arg no mostro diferencias significativas en comparacion con la Tl de los cerdos
EC-B, probablemente se debe a que en este estudio se proporcioné alimento a base
de trigo y pasta de soya, que se compone de ingredientes complejos de multiples
fuentes (fibra, isoflavonas, polifenoles, etc). Por otro lado, las dietas semi-
purificadas estan formuladas con ingredientes refinados y altamente digestibles
(Takahashi y Ono, 2021), por lo que la digestion de los diferentes ingredientes en

ambas dietas pudiera alterar en diferente magnitud la Tl de los cerdos.

La mayoria de los sistemas comerciales de crecimiento y finalizacion utilizan
el método de alimentacion ad libitum, en donde los cerdos ajustan su consumo de
alimento para compensar los cambios en la TA (Le Dividich et al., 1998). Ademas,
durante eventos de hipertermia, la irrigacion sanguinea hacia los érganos internos
es canalizada hacia la periferia para tratar de maximizar la disipacion del calor
(Kpodo et al., 2020), lo que puede provocar una reduccion del suministro de
nutrientes y oxigeno que llega a células del ID (Hall et al., 1999), y por ende, la
hipoxia. En dltima instancia, se incrementa la produccion de radicales libres, que
pueden causar la alteracion de macromoléculas como las proteinas y el ADN,

provocando dafios o incluso la muerte celular y tisular (Yoshikawa y Naito, 2002).
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El dafio intestinal asociado el EC se puede observar principalmente en la reduccion
de la altura de las vellosidades, lo cual se ha reportado ampliamente (Pearce et al.,
2013; Gabler y Pearce, 2015). El tracto gastrointestinal es particularmente
vulnerable a las alteraciones inducidas por el EC (Varasteh et al., 2015), por lo que
el aumento en la Tl de hasta 1.3 °C en los cerdos EC-Arg, podria ser indicador de
un aumento en la muerte de células intestinales, en comparacién con los cerdos
TN-B. El incremento en la Tl registrado es similar a otros estudios, por ejemplo,
Morales et al. (2015) y Kpodo et al. (2020) observaron un aumentoenlaTide 1.6y
1.75 °C, respectivamente, en comparacion con cerdos en condiciones TN. Ademas,
el aumento observado en la pérdida enddgena de AAs en cerdos expuestos a EC
en comparacion con cerdos en TN, en el experimento 1, asi como en trabajos
previos de este laboratorio (Morales et al., 2016a), podria modificar los valores de

digestibilidad ileal aparente y estandarizada de AAs.

El incremento en la Tl postprandial de 0.4 a 0.6 °C de los cerdos en EC del
presente experimento es similar a datos reportados previamente en estudios hechos
por este laboratorio. Morales et al. (2016, 2017) observaron aumentos en la Tl de ~
0.66 °C de cerdos en TN y Cervantes et al. (2018) variaciones en la Tl postprandial
de 0.18 a 0.61 °C en cerdos en condiciones de EC. El incremento rapido en la Tl
después de la alimentacion es atribuible a la actividad fisica, que promueve la
termogénesis (Levine, 2004), asi como al proceso de masticacion y deglucion del
alimento (Morales et al., 2018).

La digestion de la proteina de la dieta es un proceso que comienza con la
actividad de proteasas pancreaticas que liberan péptidos y AAs (Ruthenbirger et
al., 2006). Los pasos finales en la digestion de péptidos estan asociados con las
células epiteliales de la mucosa, especificamente a los enterocitos, que
comprenden la mayoria de las células diferenciadas de la vellosidad intestinal
(Hooton et al., 2015). El ultimo paso consiste en digerir los péptidos para liberar AAs
mediante peptidasas intestinales ubicadas en el borde del cepillo de los enterocitos

(Le Huérou-Luron, 2002). Estos procesos de digestion y absorcién estan
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directamente relacionados con la superficie del epitelio, la cual esta en funcién de
la altura de la vellosidad, la profundidad de la cripta, y la relacion entre ambas.
Caracteristicas que pueden considerarse como indicadores de la capacidad de
absorcion de los nutrientes de la dieta (Zhao et al., 2016). Sin embargo, frente a la
reduccion del flujo sanguineo intestinal durante el EC, la punta de las vellosidades
se vuelve progresivamente hipoxica, lo que produce lesiones y muerte celular. Por
lo tanto, se produce un desprendimiento de células del epitelio desde la punta de
las vellosidades hacia las criptas (Shepherd y Granger, 2001) lo que en
consecuencia disminuye la altura de las vellosidades intestinales (Kpodo et al.,
2020). En este sentido, la combinacién de una menor altura de las vellosidades y el
aumento en la descamacion de células intestinales en cerdos en EC, podria
disminuir la absorcién de nutrientes como resultado de la reduccion en la capacidad
digestiva provocada por una menor abundancia de peptidasas intestinales (Curry et
al., 2017).

Los AAs son importantes sustratos energéticos en la mucosa intestinal, son
constituyentes limitantes de proteinas y pueden regular respuestas inmunitarias y
el estrés oxidativo (Wu et al., 2013). Algunos AAs parecen tener un papel importante
en el mantenimiento de la salud intestinal ya que su demanda puede aumentar
durante periodos de exposicion a diferentes tipos de estrés y pueden restaurar o
ayudar a que las funciones se recuperen y vuelvan a la homeostasis después de un
desafio (Chalvon et al., 2021).

El material protéico que se recupera al final del ID proviene de mucoproteinas
(mucinas), del alimento consumido que no fue digerido, células epiteliales
descamadas, enzimas digestivas y bacterias (Souffrant et al., 1993; Nyachoti et al.,
1997). La composicion de AAs de este material es variable y depende de factores
como la digestibilidad de los componentes y la reabsorcion de los AAs liberados
durante la digestion de la proteina (Mahan y Shields, 1998). Algunos autores
(Souffrant et al., 1993; Fuller y Reeds, 1998) estiman que entre el 80 a 85% de las

las proteinas de origen enddgeno pueden ser digeridas y los AAs que las componen
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pueden ser reabsorbidos previo a su paso hacia el intestino grueso. Algunas
excepciones, sin embago, se deben tener en cuenta, ya que proteinas como las
mucinas son pobremente digestibles y los principales AAs que la componen como
residuos de Tre, Pro y Ser no son reabsorbidos totalmente antes de llegar al
intestino grueso (Perez-Vilar y Hill, 1999; Montagne et al., 2000). Los residuos de
AAs méas abundantes en las mucoproteinas del cerdo son Tre (aproximadamente
34%), seguida de Pro (14%) y Ser (13%; Souffrant, 1991). Sin embargo, no se
observaron diferencias en el flujo ileal ni en la DIA de ninguno de estos AA, lo que
puede indicar que la mucina no es la principal fuente de AAs que llegan al ileon. Por
otro lado, el mayor flujo ileal de Arg en los cerdos EC-Arg en comparacién con los
cerdos TN-B y EC-B, se atribuye a la suplementacién de Arg a la dieta basal.
Aungque no esta del todo claro el menor flujo ileal de Trp de los cerdos EC-Arg
comparado con los cerdos EC-B, esta diferencia se pudiera atribuir a la utilizaciéon

de éste AA por la microbiota intestinal (Davila et al., 2013).

La digestibilidad ileal aparente de los AAs se define como la desaparicion
neta de los AAs provenientes de la dieta que no aparecen en la digesta al final del
ID. Los valores de DIA no toman en cuenta la presencia de AAs enddgenos en el
flujo intestinal (Stein et al., 2007). En el presente experimento, la DIA de Arg, lle,
Leu, Tre y Trp fue mayor (P < 0.05) y tendié a ser mayor para Lis, Mety Fen (P <
0.10) en los cerdos en EC-Arg en comparacion con los cerdos EC-B. Sin embargo,
no se observaron diferencias entre los cerdos TN-B y EC-B, contrario a lo reportado
previamente en este laboratorio por Morales et al. (2016a) donde se reportdé una
reduccion en la DIA de dos AA catiénicos (Arg e His) y un AA neutro (Leu), en cerdos
en EC comparados con animales en TN. Por otro lado, los valores superiores de
DIA de Arg, His, lle, Lis y tendencia a ser mayores Tre y Trp en los cerdos EC-Arg
en comparacion a los cerdos TN-B, se pueden atribuir a las propiedades que cumple
Arg. La Arg es un AA considerado funcional (Wyss et al., 2000), puede actuar como
activador de la via de sefializacion mTOR (Tan et al., 2015). También funciona como
antioxidante al ser precursor de la creatina, que incrementa la actividad de enzimas

antioxidantes como la superéxido dismutasa y catalasa (Lawler et al., 2002).
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Ademas, es un precursor en la sintesis de poliaminas (Wu et al., 2009) que pueden
ayudar a restaurar el epitelio intestinal estimulando la proliferacién celular (Timmons
et al.,, 2012). En estudios previos de este laboratorio (Morales et al., 2021) se
reportaron incrementos en la altura de las vellosidades del duodeno, yeyuno e ileon
de cerdos en EC alimentados con una dieta suplementada con Arg libre. Estos
resultados indican que el aumento en la DIA de AAs en cerdos EC-Arg pudiera estar
relacionado con una mejora o restauracién de las células del ID, principalmente

debido al aumento de la altura de las vellosidades.

La digestibilidad ileal estandarizada es una medida méas confiable de la
digestibilidad de los AAs, ya que corrige los valores de la DIA restando el flujo ileal
endogeno de AAs (Stein et al., 2007). La correccion de la pérdida de AAs enddégenos
de la DIA para el célculo de la DIE, considero la salida ileal de AAs enddgenos de
cerdos del grupo testigo o TN-B, reportados previamente en el experimento 1, el
cual no toma en cuenta alteraciones en los valores de la DIE por efectos de una
probable muerte de células intestinales en cerdos en EC o por la adicion de extra
de Arg. Se estima que alrededor del 25% del Trp de la dieta es catabolizado en el
ID de lechones destetados, en el metabolismo de primer paso (Wu et al., 2010). Sin
embargo, estudios con enterocitos aislados de lechones muestran que las células
epiteliales no degradan el Trp (Wang et al., 2015), lo que podria indicar que el
aumento de Trp observado en la DIE en los cerdos EC-Arg comparados con EC-B
se debe principalmente al uso del Trp de la dieta por parte de las bacterias
intestinales. Por otro lado, Arg ha mostrado ser crucial para el crecimiento, control
y supervivencia de diferentes especies de bacterias en los diferentes segmentos del
ID (Dai et al., 2011), por lo que se puede considerar que la Arg actia directamente
como regulador de la microbiota intestinal (Nuse et al., 2023). El aumento en los
valores de la DIE de Arg y tendencia de Fen en los cerdos EC-Arg comparados con
los cerdos EC-B, asi como la tendencia a aumentar la DIE de Arg en cerdos EC-Arg
en comparacion con cerdos TN-B también puede atribuirse a las propiedades
funcionales de Arg que presumiblemente pudo mejorar la integridad intestinal y, por

tanto, la funcion de absorcion de éstos AAs. Por su parte se ha informado que la
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mayor parte del Glu y la GIn dietéticos (> 90 %) después de su conversién en a-
cetoglutarato, pasa a formar parte del ciclo de Krebs y ambos AAs son utilizados
por los enterocitos como fuente de energia (Watford, 2015). Por lo tanto, la
tendencia a una menor DIA y DIE de Glu en cerdos EC-B en comparacion con
cerdos TN-B podria indicar que éste AA es utilizado en mayor medida por el

enterocito durante periodos de hipertermia.

Tanto la DIA como la DIE de AAs dependen de la abundancia y actividad de
los transportadores que facilitan la absorcién de AAs libres a través de la membrana
apical en el borde del cepillo de los enterocitos (Brder, 2008). La Arg se absorbe a
través del sistema de transporte b®* en el ID, que comparte especificamente con
Lis e His (Broer, 2008). Sin embargo, se ha reportado que en cerdos expuestos a
EC, se reduce la abundancia de algunos transportadores de AAs en células
intestinales, entre ellos el sistema b%* (Morales et al., 2014). Choi et al. (2012)
mencionan que el aumento de la tasa de absorcion intestinal implica una
sobreexpresion de transportadores de nutrientes. Por su parte, Hatzoglou et al.
(2004) demostraron que los sistemas de transporte de AAs dependen de la
presencia de sus sustratos. Este dato fue observado también previamente por
Morales et al. (2015), que al incrementar los niveles de Lis en la dieta también
aumentd el RNAm que codifica para su proteina transportadora (b%*). En este
sentido y debido a que la concentracion sérica de AAs es reflejo del previo proceso
de digestion y absorcion (Yen et al., 2004), la mayor concentracion sérica de Arg,
His, Lis, Met y Fen, asi como la mayor concentracion sérica de GIn, Gli, Sery Tir de
los cerdos EC-Arg comparados con cerdos EC-B, se podria explicar por una
recuperacion parcial de la altura de las vellosidades intestinales, en conjunto con un
incremento en la abundancia de proteinas transportadoras de AA. Esta suposicion
estd fundamentada por los resultados obtenidos por Morales et al. (2021) donde
reportaron una restauracion del epitelio intestinal de cerdos en EC alimentados con
una dieta suplementada con Arg libre. Ademas, la suplementacion con Arg en la
dieta incremento la expresion de ARNm que codifica para la sintesis de proteinas

transportadores de AA cationicos (b°* y y+L) y neutros (B0O), elevando la absorcion
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de Lis, Arg y Met. Datos que concuerdan estrechamente con los resultados
obtenidos en este experimento. Sin embargo, a pesar de la similitud en la
composicion de la dieta y la concentracion de Arg suplementada en Morales et al.
(2021) de 0.16% y 0.20% en el presente estudio, se observaron algunas
discrepancias en la concentracion sérica de algunos AAs como Lis, Tre, Trp, Val,
Ala, Glu y GIn. Lo anterior se puede atribuir a los diferentes métodos de alimentacién
utilizados en ambos estudios (alimentaciéon ad libitum vs restringida), en los cuales
los niveles séricos de AAs se veran influenciados por la cantidad del alimento

consumido y el intervalo entre comidas.

El perfil de metabolitos del suero sanguineo es un reflejo de la dindmica del
metabolismo de los nutrientes presentes en la dieta. De acuerdo con Regmi et al.
(2018), el estudiar la alteracion de las concentraciones plasmaticas de un metabolito
puede ayudar a comprender los roles fisioldgicos de un nutriente en particular y sus
interacciones con otros. Los metabolitos pueden producirse durante el catabolismo
o0 anabolismo de moléculas como péptidos, azucares, AAs, lipidos, entre otros
(Johnson et al., 2016). Se han reportado cambios en los metabolitos sanguineos en
animales en condiciones de EC, lo cual tiene como objetivo mantener la
homeostasis del organismo (Baumgard et al., 2013). Resultados previos de este
laboratorio han demostrado que el EC modifica la disponibilidad de algunos AAs,
como Arg, Lis, Met y Tre (Morales et al., 2016c). Asimismo, la diferencia en la
concentracion sérica (CS) de AAs entre los cerdos EC-B y EC-Arg indica que los
animales se ven obligados a modificar el metabolismo de varios AAs en funcion de
la adicibn de Arg extra en el alimento. La Orn es considerada metabolito
intermediario durante el catabolismo de Arg dentro del ciclo de la urea (Durante et
al.,, 2007) y a la vez, actua como sustrato para la formacion de poliaminas. La CS
de Orn en los cerdos EC-Arg del experimento actual fue un 70% mayor que en los
cerdos EC-B, lo que se puede asociar a una CS mas alta de Arg, Pro, y urea. Lo
anterior puede ser indicador de un mayor uso de Orn durante la sintesis de
poliaminas. Esta idea estd basada también en la mayor CS (~ 37%) de Met en

cerdos EC-Arg, ya que este AA forma parte de la molécula S-adenosil-L-Metionina
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(SAM) cuya funcion es la donacion del grupo metilo a las poliaminas, ADN, AAs,

entre otras moléculas (Kumar et al., 2017).

La sintesis de proteinas requiere un conjunto completo de AAs presentados
simultdneamente en el sitio de sintesis, y cuando el primer AA limitante se agota, la
sintesis de proteinas se detiene y los AAs libres o no unidos restantes se catabolizan
mediante desaminacion (Liao et al., 2015; NRC, 2012). Este desequilibrio de AAs
temporales causado por deficiencia o exceso de uno o mas AAs esenciales en la
dieta da como resultado un aumento de N ureico en sangre, que es un indicador de
la utilizacién de proteinas (Wu y Morris, 1998). Por tanto, puesto que el ciclo de la
urea también forma parte del metabolismo de los enterocitos (Rhoads y Wu, 2008)
y la propia Arg es el liberador de nitrégeno en el ciclo de la urea (Bescés et al.,
2012). Estas vias metabdlicas podrian explicar el aumento en la CS de urea en
cerdos EC-Arg en comparacion con cerdos EC-B. Ademas, Mariotti et al. (2013)
mencionan que el 90% de la produccién de urea en el cuerpo a partir de la Arg de
la dieta ocurre casi en su totalidad durante su metabolismo de primer paso, es decir,
dentro de las primeras 2 h posteriores a la ingestion, que justo fue el momento en

gue se colectaron las muestras sanguineas.
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6.2.3 Conclusién

En conclusion, los datos obtenidos en el segundo experimento confirman que
el EC en cerdos tiene un efecto negativo sobre la digestibilidad ileal aparente y
estandarizada de AA. Ademas, la exposicion de cerdos a hipertermia les incrementa
la temperatura corporal. Los resultados indican que la suplementacion a la dieta con
0.20% de Arg ayuda a contrarrestar el efecto negativo de la exposicion de los cerdos
a EC al reducir el flujo ileal de AAs, e incrementar la digestibilidad ileal aparente y
estandarizada de algunos AAs, presumiblemente debido a una mejora de la funcion
digestiva y absortiva del epitelio del intestino delgado. Por tanto, se debe prestar
especial atencién a los requerimientos de Arg al formular dietas para cerdos en

crecimiento bajo condiciones de EC.
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7 Conclusion general

En conclusion, la exposicion de cerdos en crecimiento a condiciones de
estrés por calor incrementa la pérdida de aminoacidos enddgenos y disminuye los
coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada de algunos aminoacidos. La
suplementacién con 0.20% de Arg libre en el alimento para cerdos en estrés por
calor reduce la pérdida de algunos AAs enddgenos, incluso comparados con cerdos
en TN vy, la digestibilidad y concentracidon sérica de AAs se incrementa. Asimismo,
hay un efecto aparente de Arg en la reduccion de la temperatura intestinal durante
las horas mas calidas del dia. Estos resultados pueden estar asociados a una
posible restauracién del epitelio intestinal, principalmente a la recuperaciéon de la

altura de las vellosidades intestinales.
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