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RESUMEN

El Acido Alfa Lipoico (AAL) es una molécula organosulfurada, derivada del
acido graso caprilico. Actia como un regulador del equilibrio redox, también
es una coenzima de diversos complejos multi enzimaticos que intervienen en
el metabolismo energético mitocondrial, debido a que presenta la cualidad de
disolverse tanto el medio acuoso, asi como en un lipido. Posee dos
isbmeros, R-enantiomero (R-LA) y S-enantiomero (S-LA) que con el tiempo
se han empleado nutricional y clinicamente para el tratamiento de
enfermedades y diversas condiciones patologicas. Solo el isbmero R es
sintetizado de manera enddgena, se encuentra como un grupo prostético de
origen natural en el complejo de la enzima piruvato deshidrogenasa, entre
otras. La exposicion de las aves al estrés es un hecho inevitable en la
produccién avicola. Por lo tanto, la capacidad del AAL para modificar el
estado redox de las células e interactuar con otros antioxidantes resulta en
un potencial terapéutico, atractivo en condiciones en las que esta implicado
el estrés oxidativo. Esta investigacion demostré que las dietas para pollo de
engorda, suplementadas con 40 partes/10° de AAL durante 7 semanas
mejord significativamente la conversion alimenticia, redujo la mortalidad en
general y la mortalidad atribuible a SA, asi mismo disminuyé las sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico y radicales hidroxilo en el higado, y aumenté
las reservas de glutation. Para ello se emplearon un total de 387,620 aves
alojadas en naves con caracteristicas propias de produccion industrial, las
cuales fueron divididas en dos grupos; un grupo control de 188,400 animales
alojados en ocho casetas y otro grupo de 199,220 animales también alojados
en ocho casetas, los cuales recibieron AAL en el alimento durante toda la
engorda a una de dosis de 40 ppm. Las aves que consumieron AAL
muestran una ganancia de peso mayor de 101 gramos para los machos y 30
gramos en las hembras al momento del sacrificio (P< 0.01). Por lo tanto, el
presente estudio fue disefiado para medir las diferencias en los parametros
productivos mediante el uso de AAL y para cuantificar los niveles de

expresion en el higado, que podrian explicar los cambios en los parametros



productivos en de los pollos de engorda. Teniendo en cuenta el papel
regulador clave del AAL en el metabolismo, que ya ha sido reportado en
otras especies y en los hallazgos de este trabajo, un analisis mas detallado

de los efectos del AAL en el musculo sera justificado en el futuro.

PALABRAS CLAVE: Acido alfa lipoico, pollo engorda, ganancia de peso,

expresion diferencial génica, higado, musculo.
SUMMARY

Alpha lipoic acid (ALA) is an organosulfur compound, derived from caprylic
fatty acid. Acts as a regulator of the redox balance, and acts as a regulator of
the redox balance. It is also a coenzyme in various multi enzyme complexes
involved in mitochondrial energy metabolism, since it has the attribute of
being dissolved in both the aqueous medium and in a lipid. Having an
asymmetric carbon atom, ALA has two isomers, R-enantiomer (R-LA) and S-
enantiomer (S-LA). Only the R-isomer is endogenously synthesized and
bound to protein. R-LA, being an essential cofactor for the biogenesis of
mitochondrial enzymes, is found as a naturally occurring prosthetic group in
the alpha-keto acid and pyruvate dehydrogenase complexes. Exposure of
birds to stress is unavoidable in poultry husbandry, when the threshold level
of stress is reached results in distress to birds. Hence, the ability of ALA to
alter the redox status of cells and interact with other antioxidants provides an
attractive therapeutic potential in conditions where oxidative stress is
involved, This research has demonstrated diets supplemented with 40
parts/10° of AAL during 7 weeks significantly improved feed conversion,
decreased general mortality and mortality attributable to AS, and lowered
thiobarbituric acid reactive substances and hydroxyl radicals in liver, and
increased total glutathione pool. For this purpose, a total of 387,620 were
used birds under industrial characteristics, they were divided into two groups:
a control 188,400 animals housed in eight booths and another group of
199,220 animals also housed in other eight booths, the AAL group received
40 ppm in the food. The ALA consuming birds provide a weight gain of 101



grams for males and 30 grams for females at time of slaughter (P< 0.01).
Therefore, the present study was conducted to measure the differences in
productive parameters by the use of lipoic acid and to quantify the expression
levels in liver that could explain the changes in productive parameters in the
broilers, Considering the key regulatory role of ALA in metabolism reported in
other species and in the light of the present findings, further analysis of effect

of LA in muscle is warranted in the future.

KEYWORDS: alpha lipoic acid, broilers, weight gain, differential gene

expression, liver, muscle.

1. INTRODUCCION

1.1 Contexto Nacional Agropecuario

La actividad ganadera en México durante el afio 2009 se ha estimado con un
valor de 140,219 millones de pesos (mdp) representando el 1.2% del PIB
(INEGI, 2010). Dentro del sector agropecuario la produccion pecuaria aporta
el 45% de su valor neto (63,098 mdp). Las unidades de Produccién Pecuaria
se ubican a lo largo y ancho del territorio nacional, ocupando mas de 110
millones de hectareas, muchas de las cuales no tienen otra funcién operativa
agricola o pecuaria. Por lo que la actividad més relevante dentro del sector
ganadero la representa la produccién avicola con un crecimiento marcado
del 4.6%, seguida de la produccion bovina con un 2.1% (SIAP - SAGARPA,
2012).

En los dltimos afos, la produccion de carne en México ha enfrentado
cambios econdmicos significativos, tal y como sucede en otras actividades
del sector pecuario, estos cambios se deben en parte a la tasa de
crecimiento poblacional, misma que demanda cada vez mas productos
carnicos de excelente calidad, alta disponibilidad en el mercado, e
implicitamente un bajo costo de adquisicion, y por otro lado, el precio de los
insumos para la fabricacion de alimentos necesarios en la industria carnica

son cada vez mas elevados, debido a su alta demanda y competencia directa



para la alimentacion humana (principalmente granos de cereales), lo que

impacta directamente en la tasa poblacional ganadera.

Actualmente, los procesos productivos ganaderos son mas intensivos y por
tanto se sustentan en dietas basadas en granos y pastas de oleaginosas. La
industria de fabricacién de alimentos balanceados en México se posiciona
como la segunda en importancia en Latinoamérica y la sexta a nivel mundial.
La produccién nacional de alimentos balanceados para la ganaderia en 2006
alcanzd un volumen de 25.2 millones de toneladas (SIAP-SAGARPA, 2012).

En cuanto al consumo de carnes, se sabe que los paises emergentes
consumen cada vez mas proteina de origen animal dentro de la dieta; México
tiene en promedio una ingesta diaria de 97 gramos diarios de proteina, de los
cuales 43 gramos son de origen animal (SAGARPA, 2012).

La calidad de la carne se define generalmente en funcién de su calidad
composicional (coeficiente magro-graso) y de factores de palatabilidad tales
como su aspecto, olor, firmeza, jugosidad, ternura y sabor. La calidad
nutritiva de la carne es objetiva, mientras que la calidad “como producto
comestible”, tal y como es percibida por el consumidor, es altamente

subjetiva (FAO, Division de Infraestructura Rural y Agroindustrias, 2005).

El cuadro 1 nos muestra las principales fuentes de proteina procedentes de

productos carnicos basados en el consumo preferencial de los mexicanos.

Cuadro 1. Consumo pér capita 2007

Producto Consumo kg
Carne pollo 27.3
Huevo 19.1
Carne bovino 155
Carne porcino 15.3
Carne de pavo 1.8
Carne ovino 0.8
Carne caprino 0.4

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera / SAGARPA 2007



1.2 Contexto Nacional Avicola

En el ambito alimentario dentro del sector pecuario, la avicultura ha mostrado
ser el subsector mas importante en la Ultima década (4.6%), ya que 6 de
cada 10 kilos de proteina animal que existen en el mercado nacional

corresponden al sector avicola.

Los ultimos datos gubernamentales nos dicen que la avicultura representa el
24 % del valor de la produccion pecuaria, aportando el 47 % de la produccién
total de carnes, con alrededor de 238 millones de pollos de engorda por ciclo
y 5.5 ciclos por afio, sumando 1,309 millones de pollos de engorda anuales
(SAGARPA, 2012).

Son seis entidades federativas las que producen mas de la mitad de carne
de pollo en el pais, destacando por orden de importancia Veracruz, Jalisco,

Durango, Aguascalientes, Querétaro y Puebla (Figura 1).

Aguascalientes =+
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Figura 1. Principales Estados productores de pollo. UNA 2013



Para la Union Nacional de Avicultores (UNA), la avicultura en México mostro
un crecimiento del 25 % para el periodo de 1996 — 2012, con una tasa media
de crecimiento anual de 2.8% en el caso del huevo y de 3.4% en la

produccion de carne de pollo (UNA, 2013).

Durante el afio 2012, la avicultura generd 1,167 mil empleos directos y en
ese afo, México logré producir 2.958 mil toneladas de carne de pollo, siendo
el 6° productor mundial y alcanzando la cifra de produccion de 108.5 millones
de cajas de huevo, posicionandose también el 6° productor mundial, pero
siendo el primer consumidor de huevo. Para lograr estas cifras se
consumieron 15.3 millones de toneladas de alimento balanceado, siendo del
costo de produccion por kilo de carne de pollo y huevo mas del 60 % solo de

gastos de alimentacién (UNA, 2013).

Existen diversos factores que favorecen el consumo de carne de pollo en

nuestro pais:
» Es un producto de alto valor bioldgico a precios accesibles

» Es la carne mas barata de producir (Conversién Alimenticia de 1.8 a
2.0 kg)

Es una carne apta para todas las edades

Mas puntos de venta, cada vez mas cercanos al consumidor
Confianza en la calidad de los productos (frescura)
Incremento de restaurantes de comida rapida

Tendencia de consumo de carnes magras (pechuga)

vV Vv YV ¥V V VY

Carne que permite diferentes variedades de preparacion

Pese a las grandes virtudes que han posicionado al pollo de engorda como el
principal aportador de carne en la produccion industrial aviar y el mas
importante producto carnico de consumo nacional, el pollo ha enfrentado

algunos factores publicitarios que han frenado su consumo como lo son:



» El costo por kilogramo de carne es mas econdémica que el de bovino o
cerdo, por lo que es comun consumirlo varios dias a la semana ello ha

generado monotonia.

» Anuncios publicitarios totalmente infundados que citan a los llamados
pollos “hormonales” donde mencionan que crecen de manera
indiscriminada dentro de las granjas de engorda y que dafian la salud

de quien los consume (Hans Mann et al., 2002).

» Las aves para abasto carnico son sacrificadas a temprana edad entre
las cinco y ocho semanas de vida, aunque podrian vivir alrededor de

seis anos.

La figura 2 muestra la tendencia a la alza de la produccion de carne de pollo

en México.
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Figura 2. Produccion de carne de pollo en México
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, SAGARPA (2009)
1.3 Evolucién de la avicultura

Al hablar de un pollo de engorda nos referimos a un ave de sexo indefinido
(macho o hembra), hacinado, que rara vez vive mas alla de las ocho
semanas de vida y que, principalmente, se distingue de cualquier otra ave de
Su misma especie por ser altamente precoz en su manera de ganar peso y



una acelerada velocidad de crecimiento, mayoritariamente de masas

musculares: pechuga, piernas y muslos (Hans Mann et al., 2002).

Como resultado del mejoramiento genético de las aves domésticas, gallos y
gallinas (Gallus gallus), surgen nuevas estirpes de animales con mayor
tamafo y precocidad, mejor conversion alimenticia y, lo mas importante, un
mayor desarrollo de masas musculares, lograndose en conjunto obtener la

méaxima eficiencia animal en la produccién de carne.

Las aves confinadas en alojamientos de tipo industrial (casetas o naves)
estan sometidas a un ritmo acelerado de crecimiento y a un marcado
desarrollo y sintesis de tejidos corporales (principalmente muscular), por
tanto necesitan un estricto control en sus necesidades medio ambientales,

como inmunoldgicas y, por supuesto nutrimentales.
El cuadro 2 muestra la evolucion de la poblacién total y la evolucién en la
produccion de carne.

Cuadro 2. Tasa de crecimiento demografico y produccion de carne

ESTIMADOR 1970 1980 1990 2000 2010

Poblacién mundial
(millones)

Produccioén total carnes

3,600 4,400 5,266 6,055 6,854

(Millones Toneladas Métricas) e — = ALY A
Produccion de carne de ave

(Millones Toneladas Métricas) L= A A = (e
Consumo anual de carne per capita

(Kilogramos) 11 14 30 39 42
Carne pollo pér capita 4.4 58 78 11 13

(Kilogramos)

FAOSTAT, 2010
1.3.1 Mejoramiento genético del pollo de engorda

Evidentemente la manera mas precisa de evaluar una produccion avicola es
el adecuado manejo en los registros de produccién y la deteccién de factores

gue nos impacten positiva y/o negativamente sobre estos.



Han transcurrido unos 50 afios de logros basados en seleccion vy
mejoramiento genético, para que el pollo se convirtiera en lo que actualmente
es. Los esquemas y estrategias para el caso de la gallina de postura incluyen
mejoramiento genético en la persistencia de la produccion, calidad del
cascaron, peso corporal y peso del huevo; mientras que para el pollo de
engorda se contemplan aspectos claves como ganancia de peso, mejor
conversion alimenticia, alto rendimiento en canal, una buena relacion
musculo-esqueleto, resistencia a enfermedades infecciosas y menor
incidencia en trastornos de tipo metabdlico. Estos efectos deseables se

hacen mas evidentes a medida que la seleccion se torna mas intensa.

No obstante las buenas practicas de manejo nutricional y sanitario aplicables
a las parvadas de engorda permiten mejores resultados productivos, ya que
responden a estimulos fisicos y quimicos como sucede en cualquier ave, por
lo tanto Unicamente presentan diferencias cuantitativas si nos enfocamos a
produccion carnica, es decir, el mejoramiento gradual y continuo en el ave se

han fijado gracias a las actuales tendencias génicas.

Las estirpes especializadas en la produccion de carne son las lineas Ross
308 y 508, Cobb 500, Hubbard M99 y M77, Arbor Acres, Shaver, entre otras,
las cuales se obtuvieron a partir de cruzamientos de machos de la raza
Cornish con hembras de la raza Plymouth Rock. Entre las estirpes ponedoras
de huevo, las mas ampliamente difundidas son Rhode Island Red, New
Hampshire y Plymouth Rock, las cuales producen un huevo de céscara
oscura, mientras que la principal ponedora de huevos de cascara blanca es

la Leghorn Blanca (Emmerson, 1997)

A medida que se define y se va mejorando el potencial genético de las aves
de estirpes modernas, también se va especializando una mejor y balanceada
racion nutricional, mediante técnicas analiticas de nutrimentos y compuestos
antinutricionales en las materias primas, asi como el empleo de modernos

aditivos necesarios para la maximizacion del rendimiento productivo, ademas



de los procesos fisicos y quimicos de las presentaciones en los alimentos

balanceados.

Por lo anterior, el desarrollo de la industria avicola ha crecido a pasos
agigantados basicamente durante el siglo pasado, permitiendo el cambio
desde las practicas avicolas de traspatio hasta una avicultura altamente
industrializada, que hoy en dia se torna de dimensiones multimillonarias y en

empresas transnacionales.

La marcada tendencia a la alza en la produccion de carne de pollo, asi como

el acortamiento en los ciclos de engorda se describe en el cuadro 3.

Cuadro 3. Mejoramiento genético del pollo de engorda

~ Conversion Peso Promedio - —_
ANO Alimenticia (Kg.) (Kg.) Dias al sacrificio
1925 4.7 0.99 112
1935 4.4 1.18 98
1945 4.0 1.40 84
1955 3.0 1.50 70
1965 2.4 1.59 63
1975 2.1 1.68 56
1985 1.9 1.91 49
1995 1.8 2.09 46
2005* 1.8 2.31 45
2025* 1.8 2.95 44

Avances en el Mejoramiento de la Produccion Avicola (Hans Mann et al.,
2002,) * Proyeccion.

La conversion alimenticia es un factor muy complejo, que representa una
medida cruda de la eficiencia bioldgica, la relacion entre la tasa de
crecimiento y la conversion del alimento en términos generales pueden
englobarse en el potencial de crecimiento. Visto desde otra perspectiva, el
crecimiento es un proceso que implica tanto un aumento de la masa,
diferenciacion sincronica y maduracién de tejidos corpéreos (Emmerson,
1997).
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Los procesos de seleccion sumamente rigidos en el pollo han repercutido
negativamente en el equilibrio homeostatico del ave; presentandose una
marcada reduccion en el rendimiento reproductivo, incremento en el tejido
graso, deformaciones O6seas (huesos largos, principalmente tibia), sindrome
de muerte subita, reducida competencia inmune y sindrome ascitico, los
cuales suelen presentarse y en algunos casos agudizarse a partir del

resultado en la interrupcion del equilibrio fisiologico.

El mayor reto que enfrenta la conversion alimenticia es reducir la cantidad de
alimento con el objetivo de favorecer a los individuos que presentan un
acelerado crecimiento y simultAdneamente alcanzar un peso al sacrificio mas
rapidamente, por consecuencia, la medicidbn de conversién alimenticia solo
puede ser evaluada practicamente en un periodo de edad determinado, es
decir, durante la fase productiva (Emmerson, 1997).

Los métodos empleados para medir conversion alimenticia generalmente
involucran la seleccion de individuos en masa, es decir, aplicados a grandes

grupos de animales.

Los métodos genéticos son aplicados a la avicultura industrial la cual
eventualmente se torna global, aunque los recursos genéticos parecen ser
finitos y altamente estructurados y orientados hacia la preferencia del
consumidor final que deben reunir diversos requisitos en diversos mercados

regionales, obedecen a entornos y sistemas de gestién en todo el mundo.

El éxito en la industria avicola depende de diversos factores, antes
mencionados, no obstante padecimientos inherentes al acelerado ritmo en la
produccion surge como resultado de dietas ricas en calorias, es probable que
la mala salud relacionada con los alimentos seguira siendo un padecimiento
generalizado y normalmente exacerbado con factores fisiologicos vy

ambientales (Hamano et al., 2007).

Los métodos no genéticos involucran de igual manera optimizar el potencial
genético del ave y todas las bondades que ello implica, partiendo de

objetivos comercialmente deseables, aunque también podrian ayudar a
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disminuir rasgos negativos que suelen limitar el potencial genético
(Emmerson, 1997; Rishell, 1997). Las técnicas en biologia molecular
muestran que es econdmicamente factible y operativamente posible asegurar
gue el mejoramiento genético de crecimiento sostenido y conversion

alimenticia sea el salto de la avicultura en el siglo XXI (Serenius et al., 2006).
1.4 Implicaciones metabdlicas en el balance energético del pollo

La sofisticada alimentacion del pollo en engorda ha puesto al limite el
desarrollo de tejidos corporales del pollo, la energia quimica contenida en el
alimento es transformada a través de procesos catabdlicos a biomoléculas
indispensables para la formacion de compuestos fosfatados de alta energia
(AMP, ADP, ATP, GTP, etc.), la cual servirh para la formacion de
componentes celulares a partir de moléculas organicas menos complejas
(anabolismo), en este proceso de formacion de energia celular a traves de la
cadena de transporte de electrones se tiene como molécula de aceptor final
de electrones al oxigeno (Baghbanzadeh et al., 2008).

La oxidacion-reduccién ocurre en toda reaccion quimica en la cual existe
una transferencia de electrones; ésta siempre busca un equilibrio entre
ambos eventos. Se denomina agente reductor a aquél elemento que cede
sus electrones al medio (pasando a su forma oxidada), mientras que el
agente oxidante es aquél elemento que tiende a captar dichos electrones del

medio pasando a su forma reducida (Zamocky et al., 2012)

Estas reacciones suceden siempre juntas, es decir, si un elemento se oxida,
es porque otro elemento se redujo. El oxigeno es el mejor agente oxidante, lo
cual se debe a que su molécula es poco reactiva (esto la hace poco excitable
por su doble enlace), el hecho que se le denomine oxidacién se debe a que
en la mayoria de estas reacciones la adquisicion de electrones provienen de

atomos de oxigeno.

Por lo que se define como como Redox al equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes celulares. Es wun factor importante en la salud, el

envejecimiento celular y la enfermedad (Patel et al., 2008).
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Como resultado de la produccién de energia, en los tejidos organicos
aerdbicos mediante el movimiento de electrones a través de las crestas
mitocondriales, se da la formacion de ATP, teniendo como aceptor final de
electrones al oxigeno, a partir del cual se forman las especies reactivas de
oxigeno (ROS), siendo las principales el radical superoxido (O2), el radical
hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrégeno (H202); estos reaccionan
facilmente con las membranas biolégicas causdndoles peroxidacion, es decir
la oxidacién de ellas, esto ocurre de manera constante e ininterrumpida

durante el proceso de formacion de energia (Biewenga, 1997; Lopez, 1997).

Los antioxidantes son compuestos cuya funcion primordial en el organismo
es protegerlo del dafio oxidativo que causan los radicales libres,
contribuyendo asi a mantener el equilibrio homeostatico entre un buen
estado de salud y la enfermedad. En su mayoria los radicales libres se
producen exacerbadamente cuando existen procesos patologicos, lo que
sugiere su creciente produccibn como un agente secundario al agente
etiologico (Patel et al., 2008). En casos particulares (como lo es el Sindrome

Ascitico del pollo) el exceso de radicales libres son causales de enfermedad.

La célula conjuga dos métodos muy claros y precisos para contrarrestar los
efectos de los radicales libres. Una manera es por medio de reacciones que
comprenden enzimas antioxidantes como: la superéxido dismutasa, la
catalasa y la glutatibn peroxidasa, las cuales son altamente especificas al
sustrato que catalizan; mientras que la segunda manera es por medio de las
interacciones quimicas directas de moléculas antioxidantes con los radicales
libres, tal es el caso del acido ascoérbico, el glutatién, los tocoferoles,
carotenoides, la melatonina y el acido alfa lipoico (AAL) las cuales suelen ser

menos especificas que las reacciones enziméaticas (Nistala et al., 2008).

La peroxidacion de lipidos es uno de los mecanismos fundamentales de
deterioro de la calidad en alimentos almacenados. Los cambios en la calidad

son el resultado de la oxidacion de lipidos, perjudicando la calidad de la
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carne y por ende, el valor nutritivo y la posterior produccion de compuestos

toxicos.

La estabilidad oxidativa de la carne y productos derivados dependen del
equilibrio de antioxidantes y la oxidacién de sustratos que incluyen &acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), proteinas, colesterol y pigmentos. Como se
ha mencionado, el AAL es un cofactor esencial para enzimas mitocondriales
y también un antioxidante natural que se utiliza para atrapar radicales libres
(Sohaib et al., 2012). Que de acuerdo a su origen se clasifican en dos grupos
importantes: especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de
nitrogeno (RNS).

1.5 Acido Alfa Lipoico

El &cido alfa lipoico, es una molécula pequefia compuesta por una cadena de
ocho carbonos y un grupo disulfuro dispuesto en un extremo de la misma.
Por su estructura quimica, la forma biolégica del AAL se le conoce como
lipoato, esta es la molécula que actia como un regulador en la reaccion
oxido — reduccion. En las células solo se encuentra como lipoamida, la mayor
parte de los estudios cientificos, genéticos y bioquimicos, acerca de la

sintesis de lipoamida fundamentalmente se han llevado a cabo en E. coli.

La estructura quimica del AAL contiene dos moléculas de azufre, entre los
enlaces C-H de los carbonos 6 y 8 del &cido octandico (C8), el cual es

precursor directo del &cido alfa lipoico.

O

s—g H

Figura 3. Estructura funcional del AAL (Patel et al., 2008).
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En la figura 3 se observa la estructura quimica de lipoamida; en donde, a la
cadena de ocho carbonos de AAL se le une un residuo terminal de lisina en

la subunidad E2 de los complejos deshidrogenasa.

El &cido lipoico esta presente como coenzima en microorganismos eucariotes
y procariotes y se encuentra presente en células y tejidos tanto animales
como vegetales, es un componente estructural de complejos multi
enzimaticos con funciones en la descarboxilacion oxidativa de diversos a-
cetoacidos y de glicina, asi como la ruptura de 3-hidroxi 2-butanona

(acetoina) hasta acetaldehido y acetil CoA (Patel et al., 2008).

Su principal propiedad funcional como coenzima se debe a su gran
capacidad para intercambiar electrones, por lo que en su forma oxidada de
disulfuro ciclico (lipoamida) es aceptor de electrones y su forma reducida

(dihidrolipoil) es donador de electrones (Patel et al., 2008).

NAD*
SH HS
[FAD] S NADH+H*
OH .
[RC=TPP] [Lip S,] ’
CO, P [FAD]
i
| E; 2 Es [Lip (SH),]
i
Q . RC~SCoA
RCCOH — [RC-SLip sH] 7
CoASH

Figura 4. Secuencia de oxido - reduccion del AAL. TPP, tiamina difosfato;
LipS,, fraccién lipoil: LipS (SH),, fraccién lipoil reducida; SCoA, succinil
coenzima A; NAD, nicotinamida adenina dinucleétido; FAD, flavina adenina
dinucledtido (Patel et al., 2008).
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El fin mediato en los equivalentes reductores de cada reaccién global se
transfiere a NAD+, proporcionando NADH y un protén. En la figura 4 se
ejemplifica la oxidacion y reduccién de lipoamida a dihidrolipoil en su
participacion del metabolismo energético en la mitocondria (Patel et al.,
2008).

En la figura 5 se observan las estructuras quimicas de AAL presentes en el

organismo.
i
S-S H
Acido Alfa Lipoico
2H* + 2e~
o) 7 ‘ o /
\//\\/" /\/\VJ\ N /\Vf\,\//{: ;7 St HS \,/\7{\\//\J N ’/\v’/\\//{‘
s—sH K N~ HS H = ~
14IA Dihidroipoamida

Lipoamida

Figura 5. Estructura de diversas formas de AAL (Patel et al., 2008).
1.5.1 Biosintesis de Acido Alfa Lipoico

La sintesis de novo de &cido alfa lipoico se sabe que es citosdlica, ya que de
manera bioldgica solo se encuentra como lipoamida en el citosol celular; la
sintesis endégena de &cido alfa lipoico se debe a la accion de la enzima
sintasa de acido lipoico (LASY, por sus siglas en ingles), en los mamiferos la
enzima LASY, esencialmente sb6lo se encuentra en las mitocondrias y
gracias a esta molécula la sintesis de lipoamida se genera en el sitio de

accion (Padmalayan et al., 2009).

Existen dos maneras de incorporar el acido alfa lipoico a los ya mencionados
complejos multienzimaticos; siendo el primero el que proviene de una fuente
exégena (alimento), en donde el AAL es removido de la dieta y mediante una
proteina transportadora de lipoil (LCP) se incorpora al interior de las células

mediante un proceso similar al que sucede para cualquier molécula lipidica.
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Por el contrario, la via enddgena consiste en la sintesis de novo de AAL, en
donde a partir de una cadena de ocho carbonos generada a través de la
biosintesis de acidos grasos tipo I, la cual se une con una proteina
transportadora de acilo (ACP) misma que posteriormente se le une a su
correspondiente proteina transportadora de lipoil (LCP), mediante una
proteina transferasa (octanoiltransferasa) que se conoce como LipB. Una
siguiente enzima llamada lipoil sintasa (LipA) cataliza la insercion de dos
atomos de azufre en los carbonos 6 y 8 formando asi el 4cido alfa lipéico en

su forma bioldgica conocida como lipoamida.

En la figura 6 se ilustra la sintesis de novo del AAL en donde ACP, LipA y
LipB son las principales responsables. También se explica como el AAL en
su forma libre que proviene de fuentes exdgenas se incorpora al

metabolismo celular.

HS SH
S AAA~OH
o)

Figura 6. Incorporacion de AAL en el organismo (Patel et al., 2008).
1.6Cambios en la expresidn génica

La activacion de la transcripcién de los genes es un proceso con multiples
pasos, que implica a un gran numero de proteinas que funcionan en

complejos. Los factores de transcripcion se unen al ADN en una secuencia
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especifica y esencialmente marcan a un gen para su activacion o represion,
a través del reclutamiento de proteinas coactivadoras o corepresoras. El
blanco final de los factores de transcripcidén es el genoma y el principio de su
accion es inducir cambios conformacionales en los complejos protéicos que
interactian con la maquinaria transcripcional. La regulacion transcripcional
es vital para la homeostasis y permite la adaptacion de los procesos
fisiologicos a las sefiales externas. En éste sentido, como parte de los
objetivos de ésta tesis se buscé medir los cambios en la expresion génica a
nivel hepatico por efecto de la adicion de AAL y por ello se describen
brevemente algunas de las técnicas que se utilizaron para medir dichos
cambios (Metzker et al., 2010).

Una forma de medir los cambios en la expresion de genes, es a través de la
cuantificacion del ARNm de un determinado gen, lo cual puede hacerse de
manera sencilla mediante la retrotranscripcion (RT) seguida de la reaccion en
cadena de polimerasa (PCR), pero existen otras cuantitativas como el PCR

en tiempo real y la secuenciacién masiva.
1.6.1 PCR en tiempo real

El PCR en tiempo real o PCR cuantitativo es una variacion del PCR estandar,
utilizado para la cuantificacion de ADN o ARN mensajero de una muestra. Se
utilizan oligonucleétidos especificos de una secuencia para determinar el
ndamero de copias o la cantidad relativa de una determinada secuencia de
ADN o ARN. Para la cuantificacién, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad
de amplicén producido. La cuantificacion del producto se realiza mediante la
adicion de fluoréforos que se unen al amplicon, de forma que a mayor
producto mayor fluorescencia se emitira, dicha medicion, se realiza luego de
cada ciclo de amplificacion a la longitud de onda apropiada, por lo que
permite medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos

(Vandesompele et al., 2002).
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La medida de la expresion génica por medio de RT-PCR es una
cuantificacion relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la
expresion del gen objeto de estudio respecto a la expresion de un gen
constitutivo cuya expresion no varia en las condiciones del experimento
(control endogeno). Es lo que se denomina como normalizacion de la
expresion del gen especifico, o normalizar respecto a la diferente
concentracion de RNA total de las muestras, ya que si la cantidad de control
endogeno varia es debido a cambios en la cantidad de ARN total empleada
en la sintesis de ADNc, no a cambios en su expresion. Los genes mas
utilizados como controles enddgenos son: RNAr 18S, GAPDH, beta-actina,
TBP, HPRT, beta-2-microglobulina, ciclofilina, entre otros (Vandesompele et
al., 2002).

1.6.2 Secuenciacién Masiva y RNA-seq

El desarrollo de nuevos métodos de secuenciacion de ADN ha permitido
mapear y cuantificar el transcriptoma (porcidon del genoma transcrito a
ARNmM). Este método denominado RNA-seq (secuenciacion de ARN), en
general parte de una muestra de ARN la cual se convierte en una biblioteca
de fragmentos de ADN complementario que finalmente sera secuenciado.
Después de la secuenciacion se alinea el genoma con uno otro de
referencias, 0 en su caso, si es preciso se alinea sin tener un transcripto de
referencia. Por consecuencia puede precisar el nivel de expresion para cada
gen. La plataforma de secuenciacién de alto rendimiento RNA-seq no tiene
limite para la cuantificaciébn con el nUmero de secuencias obtenidas, por lo
que, tiene un rango dinamico de expresion sobre los niveles del
transcriptoma. También ha demostrado ser tan preciso en la cuantificacion de
niveles de expresibn como la reaccibn en cadena de la polimerasa
cuantitativa (PCRq) (Wang et al,. 2009).
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2. ANTECEDENTES

Estudios realizados en pollos de engorda por Hamano et al.,, (2005)
observaron que el AAL en dosis de 200 mg/kg de alimento a las dos y las
cinco semanas de edad, reduce en un 17% el nivel de glucosa circulante y

aumenta en contenido de triglicéridos sanguineos.

En el afio 2010 experimentos controlados llevados a cabo en la Ciudad de
México por Diaz-Cruz y colaboradores emplearon 1008 pollos de la linea
Ross x Ross, en engorda intensiva por siete semanas, y probaron que el AAL
adicionado como aditivo en el alimento a dosis de 40 ppm mejora el
comportamiento productivo de las aves obteniendo un aumento del 4.3% en
el peso vivo, una reduccion de 1.8% en el consumo de alimento y una mejora

de 6.1% en la conversion alimenticia.

Chen et al., en el afio 2011 observaron que al suplementar la dieta de pollos
con AAL a dosis de 300 mg/kg existe un aumento significativo para las
enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(GPX), en suero, higado y musculo de la pierna, asi como el incremento de

glutation hepético y a-tocoferol en musculos de la pierna.

Sohaib et al., hacia el afio 2012 usaron en pollo de engorda, AAL en dosis de
150 mg/kg en la dieta junto con a-tocoferol en dosis de 200 mg/kg,
observando que dichos compuestos favorecen la estabilidad oxidativa de la
carne y que los subproductos de canales tratadas se pueden almacenar a -

18°C hasta por tres meses mas que en los del grupo control.

En el afilo 2013 Imik y colaboradores mediante la adicion de AAL y acido
ascorbico en la dieta concluyen que en las aves tratadas se evita la
disminucién del peso corporal en machos y los efectos adversos sobre todo

en el dia 14 de almacenamiento de la canal.

Considerando las implicaciones y efectos del AAL en el metabolismo tanto
como coenzima, asi como de regulador redox, datos recientes sugieren que

es una molécula que adicionada en la dieta de las aves provee notables
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efectos profilacticos a la salud ya que es fundamental su participacion en el
metabolismo energético y en el equilibrio del estrés oxidativo, por lo que el
resultado en la eficiencia productiva del pollo impactard directa y
favorablemente en los estados financieros de las parvadas destinadas a la

produccion de carne a nivel industrial.
3. JUSTIFICACION

La Oficina del Censo de los Estados Unidos sugiere que para el afio 2050
mas de 9 mil millones de habitantes poblaran el mundo. Esto hace necesario
desarrollar tecnologias accesibles y eficaces para la produccién de
alimentos, esto como respuesta al numero creciente poblacional, y el
aumento en los ingresos de las personas, lo que implica mayor poder
adquisitivo y evidentemente el alza en la demanda de alimentos. Garantizar
insumos de origen pecuario es una creciente preocupacion orientada hacia
dietas ricas en nutrimentos. Todas las practicas que conduzcan a mejoras en
este rubro formaran parte de politicas multifuncionales de paises
desarrollados y de paises en desarrollo, por lo que el reto es encontrar
métodos y formas de mantener y aumentar la produccion de alimentos

mejorando los efectos secundarios positivos y eliminar los negativos.

Los estudios hasta ahora efectuados han cursado bajo condiciones muy
controladas, que particularmente no consideran las implicaciones inherentes
de produccién de carne de pollo a nivel comercial; en el presente trabajo se
buscé analizar como es que al suplementar la dieta con AAL tiene un efecto
en los principales pardmetros de produccion como lo son la conversién
alimenticia, consumo de alimento y mortalidad general del pollo de engorda
bajo condiciones de produccion industrial. Asi mismo, estudiar el tejido
hepético ya que es frecuentemente afectado por cambios metabdlicos; la
regulacion transcripcional es vital para entender la homeostasis ya que
permite la adaptacion a los procesos fisioldgicos, por lo que medir los
cambios en la expresion génica a nivel hepatico por efecto de la adicién de

AAL es imperativo en este trabajo.
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4. HIPOTESIS

La adicién de Acido alfa lipoico (AAL) en el alimento a dosis de 40 partes/10°
durante el ciclo productivo del pollo bajo condiciones de granja comercial,
impacta positivamente en el metabolismo energético del ave y mejora su

eficiencia productiva.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Evaluar el efecto de la adiciébn de AAL a una dosis de 40 ppm en la dieta del
pollo de engorda, sobre indicadores del metabolismo energético en tejido
hepatico, adiposo y muscular asi como en los parametros productivos del ave
en condiciones de granja comercial, asi como determinar el impacto que

tiene el AAL en la expresion génica del pollo de engorda.
5.2 Objetivos Particulares:

e Determinar el efecto de la adicion de AAL sobre la ganancia de peso

en pollos de granja comercial.

e Evaluar el efecto del AAL sobre el ARNy, ADNy, Proteina total,
Actividad y Tamafio Celular en Tejido Hepatico (TH), Tejido Adiposo
Subcutaneo (TAS), Tejido Adiposo Omental (TAO), Tejido Muscular
Esquelético Semitendinoso (TMES) y Tejido Muscular Esquelético
Pectoral (TMEP).

e Determinar el efecto de la adicion de AAL sobre la expresion
diferencial de genes a nivel hepatico bajo condiciones de granja

comercial.
6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Fase de Campo

La fase de campo en este experimento se llevd a cabo en dos granjas de

pollo de engorda, ubicadas en el Municipio de Tequisquiapan, Estado de
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Querétaro; dicho municipio se encuentra situado en la altiplanicie mexicana,
con un clima que va de templado a calido con temperatura media anual es de
17.5° C y con altitud de 1180 msnm (Gobierno del Estado de Querétaro,
2005).

En cada una de las granjas se emplearon ocho casetas con aves
pertenecientes a la linea Ross 308, donde se alojaron 24,000 aves por
caseta, es decir que 192,000 aves recibieron el tratamiento y 192,000 aves
formaron el grupo control. Al comenzar la prueba, la parvada cumplia un dia

de edad para ambas unidades experimentales.

Ante la evidente necesidad de manejar los lotes de produccién de una
manera homogénea, se engordaron machos y hembras por separado; ya que
el macho alcanza mayor talla en menos tiempo, lo cual se manifiesta mas
evidentemente a medida que tiene mas edad y por lo tanto presenta mayor
peso corporal, impactando directamente en el precio de la canal; dicha
caracteristica de crecimiento repercute en que cada sexo se sacrifique a
edades diferentes, y esto es determinado directamente por la demanda del

mercado y en menor medida por el estado zoo-sanitario de las aves.
6.1.1 Descripcion fisica de la granja

Cada granja estaba delimitada por cerco perimetral externo, y conformada
por 8 casetas de aves (16 casetas en las dos granjas), cuenta con arco y
vado sanitario, asi como bafios para desinfectar al personal que accede y

sale de sus instalaciones.
Las caracteristicas de las casetas fueron las siguientes:
e 105 metros de largo x 12 metros de ancho = 1260 m2
e Ambiente interno controlado por computadora segun necesidades.
e Bebederos y comederos automaticos (ad libitum).
e Piso de concreto con cama de paja.

e Distribucion especifica de aves segun su sexo (machos y mixtas).
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La distribucion de las granjas empleadas durante la fase de campo de este
experimento se puede observar en la figura 7; las casetas que sélo tienen
machos cuentan con 24,000 aves, mientras que las casetas mixtas tienen
8,000 machos y 16,000 hembras, lo que resulta en un total neto de 96,000

machos y 96,000 hembras en ambos grupos.

GRAMNJA GRUPO CONTROL GRAMNJA GRUPO EXPERIMEMNTAL

|| —_— — —— —— p— p— — — —— ——

[ Hembras @ Wachos

Figura 7. Distribucion de aves en el grupo control y grupo experimental
6.1.2 Registros de produccién

El presente trabajo se basa en la produccion industrial de pollo, por lo cual
los registros de productivos son tomados tal y como se hizo de manera
rutinaria en la empresa en donde se produce (Pollo Querétaro). En los
registros de produccion se toman en cuenta los datos del peso inicial de las
aves (g), ganancia semanal de peso (g), consumo de alimento semanal por
ave (g), consumo de alimento acumulado por ave (g), mortalidad diaria
(nimero y %), mortalidad semanal (nUmero y %) y mortalidad general
(nimero y %). Los datos de mortalidad se registraron por caseta, anotando

en la medida de lo posible: granja, fecha, edad, sexo y peso.

Los registros de peso se obtuvieron semanalmente; las aves se pesaron de
manera individual sin importar su edad y fueron escogidas al azar en

distintas partes de la caseta, ello con el fin de obtener datos representativos.
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Se tom6 un muestreo de 120 aves machos por caseta y en el caso de las

casetas mixtas se registraron datos de 120 aves de cada sexo.

Del mismo modo, se tomd una muestra del alimento durante cada fase de la
engorda, el muestreo se aplic6 en ambas granjas, con el fin de determinar la
presencia de AAL en el alimento, y asi, tener certeza de que el grupo control
no recibié AAL.

6.1.3 Alimento empleado

El alimento es uno de los principales componentes del costo total de producir
pollos de engorda. Solo se logra una respuesta favorable a la mejor nutricion
de las parvadas de pollo de engorda cuando el factor limitante del
rendimiento no sea el aporte de nutrientes. El cuadro 4 proporciona
informacion detallada del alimento utilizado y de los nutrimentos
suministrados durante todo el ciclo productivo de la parvada. Las
especificaciones de las dietas propuestas se obtuvieron de la planta Nutribaq
(Nutrimentos Balanceados de Querétaro, SA de CV), donde el alimento fue
preparado, mismo que es primero pelletizado y posteriormente reducido al
tamafo de particula acorde a la edad del pollo. La adicion de AAL al alimento
se realiz6 mediante la inclusion de un saco de 5 kg que contiene una mezcla
de maiz molido con AAL, e cual al ser mezclado con una tonelada de

alimento balanceado permite una dosificacién de 40 partes/10°.

Cuadro 4. Composicion nutrimental del alimento empleado

AMENTO  ENERGIA PROTENA [l Sonl,  Ca PDISP COLNA |5,
Kcallkg 0 % DISP % 0 0 g/kg %
PREINICIADOR 3075 24 1.43 1.07 1.05 0-50 1600 1.25
INICIADOR 3025 22 1.27 0.94 1.05 0.50 1600 1.25
FINAL UNO 3100 21 1.10 0.84 0.90 0.45 1500 1.20
FINAL DOS 3150 20 0.94 0.72 0.85 0.42 1400 1.0
FINAL TRES 3200 20 0.94 0.72 0.85 0.42 1400 1.0
FINALIZADOR 3225 18 0.89 0.69 0.80 0.40 1300 1.0
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6.1.4 Sacrificio y toma de muestras

El Ross 308 es un pollo de engorda robusto, de crecimiento rapido y eficiente
conversion alimenticia que debe alcanzar el médximo rendimiento final de la
parvada en lo que se refiere a peso vivo, conversion alimenticia, uniformidad
y con buen rendimiento de carne, enfocadas primordialmente en satisfacer
las exigencias del consumidor. Una vez que las aves alcanzan su peso al
sacrificio (produccion del nimero méaximo de canales de buena calidad y con
buen rendimiento), estas se sacrificaron en el Rastro TIF 393 (ubicado en la
carretera a Bernal km. 12.8, Col6n, Qro.) donde se tomaron muestras de

manera aleatoria e inmediata al sacrificio.

Se obtuvieron muestras de tejido hepatico (TH), tejido adiposo subcutaneo
(TAS), tejido adiposo omental (TAO), tejido musculo esquelético pectoral
(TMEP) y masculo esquelético semitendinoso (TMES), a 10 aves de cada
caseta, con un total de 160 aves; de éstas, 80 aves eran del grupo

experimental y el resto del grupo control.

Una vez obtenidas las muestras, se colocaron en nitrogeno liquido, y se
transportaron al laboratorio donde se preservaron en congelacién a -70° C,

para su posterior analisis
6.2 Andlisis de laboratorio

Las muestras se analizaron en el Laboratorio Rumiologia y Metabolismo
Nutricional (RuMeN), ubicado en el Laboratorio A-03 del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México Campus

Juriquilla, Querétaro.

El ARN y el ADN son compuestos que se encuentran en todos los
organismos vivos. El ADN es el templado genético y su concentracion es
relativa al tamafo celular, aunque puede verse afectada por factores
ambientales. En contraste, la concentracion del ARN est4 involucrado en la
sintesis de proteinas y es altamente dependiente de la tasa de crecimiento
celular, mismo que esta determinado parcialmente por el medio ambiente.

Como consecuencia, la concentracion de ADN es una buena medida del
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namero de células, ya sea por érgano o por funcion de los gramos de tejido.
La tasa o relacion ADN/proteina se utiliza como indicador del tamafio celular
y la tasa ARN/ADN se utiliza como indicador de la sintesis de proteina en
funciéon del tamafio celular y es lo que se denomina actividad celular. (Dortch
et al., 1983; Widdowson et al., 1972).

6.2.1 ARNy

Se realizo la extraccion del ARN total (ARNt) a partir de TRIzo.® Reagent
(Invitrogen). Es una solucion monofasica de fenol, tiocianato de guanidina y
algunos otros componentes que facilitan el aislamiento del ARN. La técnica

se describe a continuacion.

1.- Pesar 100 mg de tejido.

2.- Aiadir 1 ml de TRIzo_ por cada 100 mg de tejido.

3.- Homogenizar las muestras mediante el uso de politrén (siempre mantener las muestras
en hielo)

4.- Centrifugar durante 5 minutos a 12,000 rpm.

5.- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

6.- Afiadir 1 mcl de RNAsa out y dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente.
7.- Afiadir 0.2 ml de cloroformo.

8.- Agitar vigorosamente por 15 segundos.

9.- Dejar reposar 2 — 3 minutos a temperatura ambiente.

10.- Centrifugar las muestras durante 15 segundos a 12,000 g.
11.- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

12.- Aiadir 500 mcl de isopropanol.

13.- Dejar reposar 10 minutos.

14.- Centrifugar por 10 minutos a 12,000 g.

15.- Remover y desechar el sobrenadante.

16.- Enjuagar con 1 ml de etanol al 75 %.

17.- Centrifugar 5 minutos a 7,600 g.

18.- Dejar secar el pellet 5 minutos a temperatura ambiente.
19.- Eluir el ARN en 40 pl de agua DEPC.

20.- Cuantificar en nanodrop.

6.2.2 ADN,

La obtencion de ADN genomico (ADNg) se realizd mediante DNAzo ®
Reagent (Genomic DNA Isolation Reagent Invitrogen). Este procedimiento se

basa en el empleo de una solucién de lisis que tiene como componente
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activo guanidina, la cual hidroliza el ARN y permite la precipitacion selectiva

del ADN a patrtir de un lisado celular. La técnica se describe a continuacion.

1.- Pesar de 25 — 50 mg de tejido.

2.- Adicionar 1 ml de DNAzol.

3.- Homogenizar el tejido para lisarlo.

4.- Centrifugar 10 minutos a 10,000g.

5.- transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

6.- Precipitar el ADN con etanol al 100 % con 0.5 ml.

7.- Mezclar por inversion e incubar a temperatura ambiente de 1 — 3 minutos (el ADN se
visualiza y precipita)

8.- Centrifugar a 40009 por 1 6 2 minutos.

9.- Lavar el ADN dos veces con etanol al 75 % con 0.8 ml.
10.- Invertir de 3 — 6 veces.

11.- Dejar los tubos verticalmente y dejar reposar 1 minuto.
12.- Remover el etanol por pipeteo o decantacion.

13.- Secar el ADN de 5 — 15 segundos.

14.- Eluir el ADN en agua a 8mM de NaOH en 50 ml.

15.- Centrifugar a 12,000 g por dos minutos.

16.- Transferir el sobrenadante a u tubo nuevo.

17.- Cuantificar en nanodrop.

6.2.3 Cuantificacion del ARNty ADNgy

La cuantificacion del ARNtr y ADNgy se realiz6 en el espectrofotometro
(NANODROP 1000). Fundamentalmente la cuantificacion de ARN y ADN se
realiza mediante una fuente de radiacion Uv-Vis. Una vez determinada la
concentracion de ARNt y ADNy en ng/ul, se verificaron a través de

electroforesis en gel de agarosa, a continuacion descrita.

1.- Gel de agarosa al 1%.

2.- En 30 ml de buffer TBE agregar 0.30 gr de agarosa.

3.- Calentar 30 segundos en horno de microondas.

4.- Colocar la mezcla en el molde y dejar solidificar por 30 minutos.
5.- Aplicar las muestras en un volumen de 10ul con jugo azul 1x.
6.- Correr las muestras en el gel a 80 voltios durante 45 minutos.
7.- Observar en transiluminador.

8.- Fotografiar.
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6.2.4 Cuantificacion de proteina

Para la cuantificacion de proteina se emple6 el método de Bradford (1976),
este método emplea un colorante hidrofobico cuyas disoluciones acuosas en
presencia de acido fosforico originan un color azul intenso que se puede
medir facilmente a una absorbancia de 280 nm. Se extrajo la proteina total a
las muestras de TH, TASC, TAOM, TMEP y TMES de 15 animales del grupo
experimental y 15 animales del grupo control para lo cual, se realiz6 una
curva de calibrado empleando albumina como proteina control, para hacer la
lectura en el espectrofotometro (NANODROP 1000, Thermo Scientific). La

técnica se describe a continuacion.

1.- Pesar 50 mg de tejido.
2.- Afiadir 500 mcl de coctel inhibidor de proteasas.
a) TRIS: 1M
b) EDTA: 0.1M
¢) NaCl: 1M
d) Azida de Na: 0.05g
3.- Dejar toda la noche en agitacién (cuarto frio).
4.- A otro dia centrifugar la muestra a 13,000 rpm durante 10 minutos.
5.- Tomar el sobrenadante.
6.- Realizar alicuotas de 200 mcl y congelar a -70°C.

6.2.5 Cuantificacién materia seca muscular.

Se tomdé 1g de muestra de tejido musculo esquelético pectoral (TMEP)
debido a que la pechuga representa un valor econémico significativo en la
canal de estas aves. Se emplearon los mismos 15 animales de cada grupo,
con objeto de determinar el contenido de agua tisular total en masculo; las
muestras fueron pesadas antes y después al lapso de desecacion, mediante
el empleo de un horno a 100° C durante 8 horas.

6.2.6 Cuantificacion de AAL en el alimento

Se tomO una muestra de 0.5 g a la que se realiz6 la extraccion de lipidos

(AOAC, 1990). A continuacion se listan los pasos de la misma.

1.- Todas las muestras se trabajan en hielo en la campana de extraccion con luz amarilla.
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2.- Pesar 0.5 g de muestra seca en un matraz con aforacién de 24 ml.

3.- Agregar 7.5 ml de solucién de extraccion (hexano, acetona, alcohol absoluto, tolueno
10:7:6:7)

4.- Agitar un minuto, colocar en obscuridad 16 horas.

5.- Al termino agregar 0.5 ml de KOH metandlico al 40%.

6.- Agitar un minuto y colocar en obscuridad una hora.

7.- Agregar 7.5 ml de hexano, agitar un minuto y aforar con Na,SO4 10%, agitar un minuto y
colocar en obscuridad una hora.

8.- Separar con pipeta Pasteur la fase superior y colocar en un tubo falcon nuevo de 15 ml,
tener cuidado de no tomar fase acuosa ni residuos solidos (material organico)

9.- Evaporar con solvente la muestra para concentrarla.

10.- Se mantiene a -70° C (muestra seca)

11.- Se reconstituyen en 0.200 ml de acetona para leer en HPLC.

Posteriormente se llevo a cabo la lectura de la muestra resultante con el
mediante un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC-UV
Hewlett Packard 1046-A). Esta técnica es empleada para diferenciar los
componentes de una solucion, consiste en una fase estacionaria no polar
(columna) y una fase movil que actia como portadora de la muestra. La
muestra en solucion es inyectada a la fase movil permitiendo que los
componentes de la muestra se muevan de acuerdo a las interacciones no
covalentes de los compuestos de la columna. Para la determinacion de AAL
se empled la columna C18. 250 X 4.60 mm 5um Phenomenex.

La fase movil consté de los siguientes componentes.
a) ACN: 75 %.
b) H,O: 5 %.
c) THF: 20 %.
6.3 Secuenciacién Masiva de ARN hepéatico (RNA-seq)

A partir del tejido hepético de 10 aves de cada grupo, se aislé el ARNt
mediante el kit SV Total RNA Isolation System (Promega), formando una
mezcla compuesta de ARNy tanto del grupo control, como del grupo

experimental, cada muestra se compuso por 150 microgramos, es decir, 10
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microgramos de ARN por animal. La técnica mediante la cual se extrajo se

describe a continuacion.

1.- Agregar a un tubo 175 pl de buffer de lisis.
2.- Agregar tejido 30 mg de muestra, homogenizar con el pistilo.
3.- Agregar 350 ul de amortiguador de ARN solucién RDA (azul), mezclar por inversion 3 — 4
veces
4.- Centrifugar 13,000 rpm por 10 min.
5.- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.
6.- Afiadir 200 pl de etanol al 100 % a -20°C, mezclar por inversion.
7.- Transferir a la columna y centrifugar 13,000 rpm de 45 segundos a un minuto.
8.- Eliminar el sobrenadante y agregar 600 ul de buffer de lavado RWA y centrifugar 13,000
rpm por un minuto. Eliminar el residuo del tubo.
9.- Afiadir a cada columna la mezcla de incubacion con DNAsa:
a) 40 pl de buffer amarillo
b) 5 pl de MnCl,
¢) 5 ul de DNAsa
10.- Agregar al tubo los 50 pl e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.
11.- Agregar 200 pl de la solucién stop de DNAsa (DSA).
12.- Centrifugar un minuto a 13,000 rpm.
13.- Agregar 600 ul de la solucion de lavado de ARN (solucion RW A) y centrifugar un minuto
a 13,000 rpm.
14.- Agregar 200 ul de la solucion de lavado de ARN (solucion RWA) y centrifugar un minuto
a 13,000 rpm.
15.- Tirar el eluido y centrifugar 13,000 rpm por dos minutos para secar la columna.
16.- Transferir la columna a un tubo nuevo, afadir 22 ul de agua con inhibidor de RNAsas e
incubar a temperatura ambiente por un minuto.
17.- Agitar brevemente en el vortex y centrifugar 13,000 rpom durante dos minutos.

Cada muestra se almacené a -80° C y fue transportada en hielo seco a la
Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva de ADN, en el Instituto de

Biotecnologia perteneciente a la UNAM, campus Morelos.

La secuenciacion masiva de los genes se hizo mediante el equipo Illlumina
Cluster Station and Genoma Analyzer. Finalmente, esta parte del
experimento se concluyé con un andlisis Bio-Informatico a través de la
empresa Winter-genomics, éste analisis permitid determinar con claridad la

expresion diferencial de genes.
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El analisis Bio-Informatico se constituyé de 31,873,989 lecturas de genes
para el genoma del pollo (Gallus gallus) para el grupo de aves que consumio
AAL y 33,894,398 lecturas pertenecientes al grupo control, a partir de los
cuales se realiz6 un andlisis Bioinformatico, mediante un paquete
Bioconductor denominado Bio-mart; las lecturas de los genes fueron
alineados con el genoma del pollo mediante un alineador denominado
Bowtie, el cual es una herramienta de Ensembl (proyecto de investigacion
bioinformatica que se fundamenta en el desarrollo de un sistema
computacional que produzca y mantenga anotaciones automaticas en los
genomas eucariontes principalmente Cordados, invertebrados y levaduras),
con una variabilidad significativa (P< 0.05). Los genes que se presentaron
regiones superpuestas fueron excluidos. Los genes que se reportan con
mayor expresion fueron aquellos que presentan mayor cantidad de lecturas,
este enfoque puede ser demasiado simple cuando un gen es altamente
expresado en una condicion experimental, lo que predispone a un sesgo
dado que la contraparte de referencia para el resto de genes en la muestra

se encuentra disminuido o con menores lecturas.

Por tal razon los datos son estandarizados, dado que es necesario estimar la
variacion intrinseca en el namero de lecturas entre bibliotecas (AAL vy
control), la estandarizacion aplicada es una distribucién binomial negativa
que es un tipo de distribucién de probabilidad discreta y se utiliza para
modelar el nimero de sucesos en una serie de ensayos antes que se

produzca un numero determinado de fallos.
6.4 Andlisis Estadistico

El analisis de los datos se realiz6 mediante el paquete estadistico SAS,
2006.

6.4.1 Variable de respuesta ganancia de peso
Se emple6 un modelo estadistico completamente al azar con arreglo factorial

Y=pn+Ti+S;+Ex+ TSEjk + €
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Donde:
Y = Variable de respuesta ganancia de peso en gramo.
u = Efecto de la media general.
Ti= Probable efecto del i-esimo tratamiento.
Sj= Probable efecto del j-ésimo sexo.
Ex= Probable efecto de la k-ésima semana.

TSEjx= Efecto de la probable interaccion del i-ésimo tratamiento, en el

j-ésimo sexo y de la k-ésima semana.

eej = Error experimental asociado al i-ésimo tratamiento, en el j-

€simo sexo y de la k-ésima semana.

6.4.2 Variable de respuesta ARNt, ADNg, Proteina, Actividad Celular y

Tamafio Celular

Se emple6 un modelo estadistico completamente al azar
Y = M+ T+ €

Dénde:

Y = Variable de respuesta cuantificacion de ARN+y, ADNg, Proteina

Total, Actividad Celular y Tamafio Celular.

U = Media general.

Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento.

ei= Error experimental asociado al i-ésimo tratamiento.
6.4.3 Variable de respuesta contenido de agua tisular total.
Mediante el empleo del siguiente disefio completamente al azar:

Y=u+Ti+e

Dénde:
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Y = Variable de respuesta determinacion contenido de agua tisular

total.
U = Media general.
Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento.
ei= Error experimental asociado al i-ésimo tratamiento.
6.4.4 Andlisis estadistico de RNA-seq
Se emple6 un modelo de distribucion binomial negativo
Y =logz (Ti/Nri — logz C/Ngj)
Donde:
Y = Nivel de expresion génica.
Ti= Probable efecto del i-ésimo tratamiento

Nt = Cantidad total de lecturas del probable efecto del i-ésimo

tratamiento

C; = Probable efecto del j-ésimo grupo control

N¢j= Cantidad total de lecturas del probable efecto del j-ésimo control
6.5 Andlisis de estados financieros.

Sin duda alguna, la rentabilidad empresarial es la base de la produccion, hoy
en dia caracterizado por el proceso de globalizacién por lo que debemos
precisar y conocer con exactitud los estados financieros, es decir, evaluar la
inversion de un proyecto considerando los costos de produccion de cara a
las nuevas tecnologias y exigencias, lo cual apoyara la toma de decisiones
del beneficio econdmico actual y poder entonces trasladarlo a inversiones
futuras y asi determinar entonces si hubo notable mejoria o en su caso, un

impacto negativo en el estado financiero de la parvada.

Lo primero que se hizo fue obtener un balance general, estimando las

utilidades y las pérdidas, es decir, los ingresos y los egresos netos, a valores
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monetarios actualizados, tanto en los pollos que consumieron AAL, asi como

en los pollos controles.

Es necesario no perder el objetivo de productividad y solvencia empresarial
por lo que se calculd el precio unitario del alimento a diferentes etapas de
produccion y el precio a venta de la carne del pollo a mayoreo.

7. RESULTADOS

7.1 Variable de respuesta ARNy, ADNy, Proteina, Actividad Celular y

Tamano Celular

En este ultimo analisis se observo en las aves alimentadas con AAL mayor
cantidad de ARNy e incremento en la actividad hepatica, mientras que en el
musculo pectoral se determina un incremento en la actividad celular, esto en
unidades experimentales entre miembros del grupo (P< 0.05). El cuadro 5
nos muestra los resultados obtenidos por tejido y por tratamiento.

Cuadro 5. Variable de respuesta ARN+t, ADNg, Proteina, Actividad Celular y

Tamano Celular

ARNrmglg  ADNgmg/lg PROT. mg/lg  ACTIVIDAD TAMARO
CON. AAL CON. AAL CON. AAL CON. AAL CON. AAL

TH  243b 294a 368 360 254 247 067b 085a 145 147
TAS 061 062 042 041 048 059 190 167 0.8 0.73
TAO 048 055 038 034 045 047 183 180 095 0.79
TMES 091 097 120 122 222 218 092 093 055 057
TMEP 093 103 151 141 239 231 069b 1.02a 063 0.62

TEJIDO

a y b indican diferencias significativas dentro de renglén (P<0.05), n=30.
Tejido Hepatico (TH), Tejido Adiposo Subcutaneo (TAS), Tejido Adiposo
Omental (TAO), Tejido Muscular Esquelético Semitendinoso (TMES), Tejido
Muscular Esquelético Pectoral (TMEP).

7.2 Variable de respuesta contenido de agua tisular en TMEP

En la muestra de musculo pectoral no se encontraron diferencias (P>0.01)
entre el grupo control con un valor promedio de 25.09 % de materia seca y
mientras que en el grupo tratado el valor promedio es 24.81 % de materia

Seca.
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Cuadro 6. Contenido de agua tisular total en TMEP

[0)

No. CO{(\]I"I\'ARSOL % MS AAL
1 24.74 25.94
2 24.62 25.20
3 25.35 24.98
4 24.01 2433
5 25.05 25.41
6 26.07 2471
7 24,52 24.48
8 25.00 25.73
9 24.87 23.80

10 24.98 25.08

11 26.10 23.93

12 2533 24.49

13 2450 25.43

14 2572 24.68

15 2559 24.00

7.3 Variable de respuesta ganancia de peso

Durante la fase de campo del experimento, se midid la variable ganancia de
peso del grupo control y del grupo tratamiento el pesaje de las aves se
realizé una vez a la semana y hasta el momento del sacrificio, los resultados
obtenidos del peso vivo fueron comparados y analizados con un modelo
estadistico completamente al azar con arreglo factorial, donde se considera
los siguientes factoriales: 2 grupos, 2 tratamientos y 7 semanas: 28

tratamientos. El cuadro 7 muestra la ganancia de pesos entre si.

Cuadro 7. Peso vivo de la parvada en gramos del grupo control y AAL.

SEMANA CONTROL AAL
PRIMERA 157 162
SEGUNDA 339 341
TERCERA 682 699
CUARTA 1116 1129
QUINTA 1618 1647
SEXTA 1993 2008
SEPTIMA 2734 2835

La figura 8 ilustra el efecto del tratamiento sobre la variable ganancia de peso

(gramos) en hembras y machos respectivamente observandose una
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diferencia mayor en el grupo tratado con AAL de 101 gramos para los
machos y de 30 gramos para las hembras respecto a los pesos mostrados

por el grupo control (P<0.01), al momento del sacrificio.

2035 2860
2030 2840
2025 2820
2800
2020
2780
2015
2760
2010 2740
2005 -+ 2720
2000 - 2700
1995 - 2680 1 .
Hembras Hembras Machos Machos
Control AAL Control AAL

Figura 8. Efecto del tratamiento sobre la variable peso al sacrificio. P<0.01,
n=16,197.

En el cuadro 8 se observa comportamiento que mostraron las aves, se
presentan los pardmetros productivos y sus unidades de medicién, en donde
los datos presentados se hacen por sexo, por edad en semanas Yy

tratamiento.

Cuadro 8. Pardmetros productivos

) SEMANAS

PARAMETRO GRUPO SEXO
2a 33 4a 53 68 78
HEMBRAS 159 338 667 1089 1527 1779 2510

CONTROL
GANQENSCc')A DE MACHOS 155 340 682 1142 1706 2207 2734
© HEMBRAS 160 343 679 1074 1556 1791 2451
AAL

MACHOS 164 340 679 1183 1738 2225 2835
HEMBRAS 3.23 1.20 1.85 0.58 0.69 1.38 0.02

CONTROL

MORTALIDAD MACHOS 2.24 1.62 2.82 0.79 0.72 1.72 5.19
(%) AAL HEMBRAS 223 127 206 0.73 0.58 1.43 0.44
MACHOS 1.48 180 222 089 2.68 268  4.675

CONSUMO CONTROL PARVADA 194 303.12 4654 713.8 9889 1089.8 1243
S,E{\,AQ '(\13 - AAL PARVADA 140 289.4 491.6 709 10565 1252.3 1329.1
CONSUMO CONTROL PARVADA 194 499.63 960.5 16744 2662.5 3686.5 5006
ACUMULADO (g) AAL PARVADA 140 4294 920.6 1629.6 3048.6 4192.8 5143.1
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7.4 Andlisis Financiero

A partir de los datos del cuadro 5 se calculan los gastos por concepto de
alimentacion por ave, tomando en cuenta los costos de alimento comercial.
En el cuadro 9 se desglosan el tipo de alimento consumido por fase de la
engorda del ave, el precio del alimento y el costo que represento por ave y

por fase segun el consumo observado.

Cuadro 9. Costos de alimentacion

TIPO PRECIO PRECIO COSTO/AVE/FASE COSTO/AVE/FASE
ALIMENTO UNITARIO ($)  TONELADA ($) CONTROL ($) AAL ($)
PREINICIADOR 6.125 6125 1.188 0.858
INICIADOR 6.100 6100 1.849 1.765
FINAL UNO 6.050 6050 7.135 7.264
FINAL DOS 5.975 5975 5.909 6.313
FINAL TRES 5.815 5815 6.337 7.282
FINALIZADOR 5.775 5775 7.178 7.676
COSTO NETO 5 ; 29.596 31.158

El cuadro 10 resume el Estado Financiero de las parvadas, en él se
muestran los valores de ingresos y egresos brutos observados, donde, se
ajustan los gastos de alimentacion mediante la cantidad de alimento total
consumido (cuadro 9), los kilogramos de carne total producida (dato obtenido
por Corporativo Grupo Abrego) considerando los precios actuales en el
mercado segun Informacion econdémica y comercial para el sector
agropecuario (InfoAseca) para marzo del 2014 el precio de la canal caliente
es $32.80. En la columna de extrema derecha se muestra la diferencia que

existe entre ambos tratamientos.

Cuadro 10. Estado financiero entre la parvada control y parvada AAL

PARAMETRO CONTROL AAL DIFERENCIA

No. POLLOS INICIO 188,400 192,200 3800

No. POLLOS SACRIFICADOS 162,842 163,689 847

% MORTALIDAD 13.57 14.84 1.27
PESO (g) 2353 2403 50
CONVERSION ALIM (Kg.) 2.230 2.274 0.044
GDP (g) 50.38 50.71 0.33
CARNE TOTAL PRODUCIDA (Kg) 363,138 372,229 9,091
IMPORTE CARNE PRODUCIDA ($) 11,910,915 12,209,194 298,279
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COSTO ALIMENTACION 4,819,472 5,100,222 290,750

7.5 Resultados cambios en la expresion génica

Los resultados correspondientes a la expresion génica se presentan como
parte del articulo “Lipoic acid enhances broiler metabolic parameters by
downregulating gene expression of enzymes in liver” enviado para su revision

al Journal of Animal Science.
8. DISCUSION

8.1 ARNT, ADNg, Proteina, Actividad Celular, Tamafio Celular.

La discusidon correspondiente a las variaciones en la concentracion ARNr,
ADNgy, Proteina, Actividad Celular, Tamafio Celular se presentan como parte
del articulo “Lipoic acid enhances broiler metabolic parameters by
downregulating gene expression of enzymes in liver” enviado para su revision

al Journal of Animal Science.
8.2 Ganancia de peso.

Los resultados de los pardmetros productivos se muestran en los cuadros 7 y
8, asi como en la figura 8, en ellos se observa que se obtuvo una ganancia
de peso mayor de 101 gramos para las aves que recibieron AAL con
respecto al control en los machos y 30 gramos mas para las hembras
(P<0.05). Cabe recordar que las hembras se sacrificaron a las seis semanas
de edad. Diaz-Cruz et al., (2003) observaron en pollos machos, diferencias a
partir de la tercera semana de engorda, lo que les representé una ganancia
de 124 g al final para los animales que consumieron 40 ppm de AAL en la
dieta. El consumo total de alimento, conversion alimenticia, aumento de peso
y la mortalidad son similares a los reportados por otros autores (Diaz- Cruz et
al., 2003). Arshad et al., (2011) reportan que las aves que fueron
suplementadas con AAL en dosis de 25, 75 y 150 mg/kg de alimento mas
acetato de a -tocoferol (200 mg / kg de alimento) mejoraron la ganancia de
peso respecto a los pollos machos no tratados, esto en un periodo de seis

semanas. Shen et al.,, 2005 observaron que en ratones el AAL en la dieta
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redujo la ganancia de peso (P<0.05) cuando se administré durante tres
semanas. También observaron que el AAL administrado a una dosis del
1.0% en la dieta disminuyo el porcentaje de grasa en la canal, respecto al
control que no recibia AAL; respecto al consumo diario de alimento, en el
trabajo de Shen et al., (2005) observaron que fue de 4.4, 3.8 y 3.3 g para los
ratones que recibieron dietas suplementadas con 1.0, 0.5 y 0% de AAL,
durante tres semanas respectivamente. Sin embargo en éste trabajo, no se
midié el consumo de diario de alimento, y sélo tenia el reporte final de

consumo presentado por la granja.

En los cuadros 9 y 10 se observan los costos y analisis financiero de la
parvada, el costo de los animales control fue de $ 29.6 contra $ 31.2 de los
animales tratados con AAL, sin embargo se produjeron un total de 9,091 kg
mas de carne, lo que justifica ampliamente el uso del AAL en la alimentacion

de pollos de engorda.

Ademas si observamos el cuadro 6 podemos concluir que el aumento de
peso (medido sobre la pechuga) no fue provocado por mayor acumulacion de
agua, sino probablemente debido a una hiperplasia muscular o aumento en
la actividad celular (cuadro 5), lo que soporta aun mas el uso del AAL como

mejorador de la calidad de la canal en el pollo de engorda.

8.3 Cambios en la expresién génica

Los resultados correspondientes a la expresion génica se presentan como
parte del articulo “Lipoic acid enhances broiler metabolic parameters by
downregulating gene expression of enzymes in liver’ enviado para su revision

al Journal of Animal Science.
8.3.1 Aislamiento ARNt hepético y Secuenciacién de ARN.
EdgeR o DESeq.

Es bien conocido que el AAL es un cofactor esencial para el componente E2
de los complejos de a-cetoacido deshidrogenasas, los cuales se localizan

exclusivamente en mitocondrias, por ejemplo piruvato deshidrogenasa (PD),
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a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDH), y el complejo de a-cetoacido
deshidrogenasas de cadena ramificada (BCKDH), (Parker y Cadenas, 2011).

En los resultados de secuenciacion del ARNm (RNA-seq) se observa que la
avidina en sus formas AVR2 y AVD (ENSGALG00000002441 vy
ENSGALG00000023622) se disminuyeron por efecto del AAL. La AVD es
una glicoproteina tetramérica que puede unirse hasta con cuatro moléculas
de biotina, donde cada subunidad se une de manera individual a una
molécula de biotina. La avidina puede formar enlaces intermoleculares entre
las particulas de diversas fuentes del complejo piruvato deshidrogenasa
(PDC). Se ha visto que la avidina se une al AAL en una regién de las
cadenas polipeptidicas de dihidrolipoamida de acetiltransferasa que
componen el nucleo estructural del complejo (Hale et al., 1992). EL PDC
cataliza la descarboxilacion oxidativa del piruvato con la formacion de COa,
Acetil CoA y dinucleétido de nicotinamida adenina (NADH) (Harris et al.,
1997). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una disminucién
en la expresion de Avidina por AAL, esto podria significar menor actividad del
PDC. En este sentido Hong et al., (1999) y Korotchkina et al., (2004)
reportaron que tanto S-ALA y R-ALA mostraban una marcada inhibicion en la

actividad del PDC de mamiferos.

Durante el metabolismo normal, la glucosa es fosforilada por la hexocinasa
para inducir la glucolisis. Las concentraciones elevadas de glucosa saturan a
la hexocinasa y desencadenan la ruta del sorbitol. El primer paso de esta via
depende de la Aldosa Reductasa (AKR1B1, ENSGALG00000003466) que
convierte la glucosa en sorbitol y sirve como un sistema de retroalimentacion
porque la hexocinasa tiene una KM menor para glucosa que la Aldosa
Reductasa (Mieyal et al., 2008). El papel fisiolégico de la AKR1B1 consiste
en proveer una ruta metabdlica adicional para la utilizacion de glucosa y la
eliminacibn de compuestos téxicos mediante un trasportador de grupo
aldehido fuera de la célula y se considera que desempeiia un papel clave en
diversos estadios hiperglicémicos (Vartanov et al., 1992). Nadaf et al., (2009)

emplearon lineas de pollos de bajo y alto crecimiento, observando la
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presencia de insulina endégena hiperactiva en concentraciones circulantes
normales y los pollos que presentaron una marcada hiperglucemia
(alrededor de 180-200 y 220-240 mg/dl en estadios de ayuno y alimentacion
respectivamente), lo que seria perjudicial para los seres humanos. En
conjunto una marcada hiperglucemia encontrada en pollos parece imitar a la
diabetes tipo 2 en humanos. Esto podria significar que el AAL favorece el
estado glucémico de los pollos como se ha reportado en otras especies
(Rochette et al., 2013), y esto puede contribuir a la disminucion del ARNm y
la expresion de la proteina del gen AKR1B1, la cual es relacionada con
Aldosa Reductasa (ARL). En células de Schwan de humanos se ha
demostrado que el transportador de taurina reduce la glucosa, pero cuando
es afiadido junto con AAL se muestra inhibicion de la Aldosa Reductasa
(Askwith et al., 2009). Estos resultados son similares a los encontrados en
este trabajo en el higado de las aves que consumieron AAL, suponiendo que

esto se debid a un incremento en la sensibilidad de insulina.

En relacién al receptor Decoy 3 (DcR3), este es un receptor miembro de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFR) que se asocia con la
supresion de la inmunidad antitumoral. DcR3 es altamente expresado en
muchos tumores y esta expresion puede ser regulada por la via
MAPK/MEK/ERK (mitogen-activated protein kinase/mitogen extracellular
kinase/extracellular signal-relayed kinase). Ha sido reportado que esta via es
un regulador en la incidencia, desarrollo y expansion clonal de tumores
(Yang et al., 2012). Nuestros resultados muestran que en los pollos que
consumieron AAL la expresion de DcR3 se redujo, lo que podria significar
repercusiones benéficas del AAL en la tumorigenesis. Bajo condiciones
fisiolégicas normales, las células mantienen un sistema amortiguador redox
que consiste en concentraciones altas de antioxidantes y enzimas
antioxidantes para minimizar la accion oxidativa de los ROS (reactive oxygen
species) y de los RNS (reactive nitrogen species). Las alteraciones en el
equilibrio celular redox pueden conducir a a la expresién de importantes

factores que contribuyen a la patogénesis de numerosas enfermedades
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degenerativas incluyendo el cancer. Las células tumorales se diferencian de
las células normales por que muestran un incremento intrinseco del estrés
oxidativo (OS) debido a un numero de factores que incluyen estimulacion
oncogeénica, incremento en la actividad metabdlica y disfunciéon mitocondrial
(Mieyal et al., 2008).

La RNA-Seq de higado mostré una disminucion en el gen de beta-cristalina
(CRYBA2) (ENSGALG00000011354), Histona H2A-IV, y LOC420789 (Tablas
3 y 4 del articulo “lipoic acid enhances broiler metabolic parameters by
downregulating gene expression of metabolic enzymes in liver”). Sin

embargo, no se ha reportado ninguna relacion entre estos y el AAL.

8.3.2 ARNm de las enzimas hepéaticas analizadas por PCR cuantitativa
(PCRQ)

Estan bien documentados los efectos benéficos que tiene el AAL sobre la

funcién mitocondrial y en la disminucion del estrés oxidativo.

En relacion con la expresion de enzimas antioxidantes GSTTL1 (glutathione S-
transferase theta 1) y GPX3 (glutathione peroxidase 3), solo la primera
mostro una disminucién (P<0.01). Se sabe que el AAL evita la acumulacién
de triglicéridos hepéticos, asi como el dafio oxidativo en el hepatocito,
mediante la inhibicién en la produccién del peréxido de hidrogeno (H20,) y la
estimulacién de defensas antioxidantes mitocondriales. Se ha reportado que
el tratamiento con AAL disminuyé la actividad de la enzima SOD2
(Superoxide dismutase) y GPX (Glutathione peroxidase) en un 60.6% y
100.2% respectivamente, e incrementd el glutation reducido a glutation
oxidado (GSH:GSSG) en relacion a los niveles de ARNm de UCP2
(Valdecantos et al, 2012). Chen et al., 2011 observaron en el higado de
pollos de engorda que los tratamientos con AAL incrementaban linealmente
(17.6, 27.9, y 31.6%, respectivamente) la actividad hepatica de la Superdxido
Dismutasa (SOD) en comparacion con un grupo control. En los pollos
consumieron 300 mg de AAL por kilogramo de alimento, se observd una
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mayor actividad de GPX que los pollos alimentados con la dieta control
(P<0.05). La capacidad antioxidante total (T-AOC) no se vio afectada por el
AAL de la dieta, sin embargo, en este estudio GPX3 no fue modificado por el
tratamiento. GST es una superfamilia de genes, donde cada miembro de la
subfamilia se encuentra en una region gendmica distinta. Los productos
génicos de GST catalizan la conjugacion del glutation reducido (GSH) a los
centros electrofilicos para una amplia variedad de sustratos. Los sustratos
incluyen a compuestos xenobidticos y compuestos enddégenos que son
nocivos para las macromoléculas celulares (Zhao et al., 2009), basados en
los resultados que los pollos con AAL estuvieron mas expuestos a

compuestos toxicos.

Deng et al., (2010) reportaron que la expresién de proteinas de enzimas
importantes en el ciclo tricarboxilico (TCA), tales como la subunidad
flavoproteina succinato deshidrogenasa (SDHFI), isocitrato deshidrogenasa
(IDH) y la 2-oxoglutarato deshidrogenasa E2 (OGDH) fueron todas
aumentadas en el higado de la rata durante la progresion de la diabetes tipo
2. Estas proteinas juegan un papel crucial en el TCA al catalizar reacciones
gue generan equivalentes reductores (NADH y FADH) y guanosina trifosfato
(GTP). Este incremento es de esperarse ya que la diabetes tipo 2 esto podria
ser evitado a través de la compensacion con un incremento de enzimas del

ciclo TCA para contrarrestar los glucosa plasmatica excedente.

El piruvato proveniente de la glucosa es eficientemente introducido a las
mitocondrias presumiblemente a través de un transportador de piruvato.
Dentro de la matriz mitocondrial el piruvato es oxidado por PDHALl para
formar Acetil CoA. PDHAL es parte del complejo piruvato deshidrogenasa
(PDC). Alternativamente el piruvato entra en la via anaplerética con la
piruvado carboxilasa (PC). De manera interesante en una alteracién del gen
PDHAL, la secrecion de insulina que es estimulada por la glucosa se vio
afectada, pero no erradicada. Estos resultados demuestran que la secrecion

de insulina estimulada por la glucosa no dependen solo de la oxidacion del
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piruvato mitocondrial y son consistentes con la idea de que el flujo de
metabolitos a través de PDH y PC son importantes para la secrecion de
insulina (Akhmedov et al., 2012; Choi et al.,, 2010). La disminucién en la
expresion de PDHAL podria explicarse por el hecho de que el exceso de

glucosa en la alimentacion de los pollos fue controlada por el AAL.

El complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) es una enzima que se
compone por multiples copias de tres subunidades: a-cetoglutarato
deshidrogenasa (KGDH o E1k); dihidrolipoil succiniltransferasa (DLST o E2k)
y dihidrolipoil deshidrogenasa ((DLD o E3). Estos participan en el ciclo TCA
donde se cataliza irreversiblemente la conversion de a-cetoglutarato, COASH
y NAD+ en succinil CoA, NADH y CO,. Se puede demostrar un alto control
de flujo de coeficientes en la generacion de equivalentes reductores, también
es crucial para el mantenimiento del estado redox mitocondrial (Kiss et al.,
2013). La expresion de DLST también se vio disminuido por efecto del AAL
en los pollos, y esto puede deberse a lo que Nielsen et al., 2011 sefalan,
ellos sostienen que la disminucién de la actividad de KGDHC (por DSLT+/-)
redujo el consumo de glucosa en la corteza, pero no mostré efectos
perjudiciales sobre el metabolismo mitocondrial en el cerebro, Gnicamente en
direccion de aspartato, asi que probablemente el oxalato es el que sea

disminuido.

En este caso para los pollos alimentados con AAL, la disminucion en la
expresion de OGDH puede ser explicado como lo opuesto de lo que se ha
reportado para ratas, en las cuales una disminucién en la expresion de las
enzimas del ciclo TCA podria ser observado como un mecanismo

compensatorio para acortar mas eficientemente el ciclo.

El la figura 9 se muestra el efecto del AAL en el metabolismo del hepatocito.
En donde al existir menor expresion del gen de DcR3 el resultado final seria
una menor expresidon de los factores tumorigénicos; Al existir mayor
sensibilidad de la insulina se genera disminucién en la actividad de la enzima

Aldosa Reductasa (AR), y por lo tanto menor sorbitol; una disminucion en el
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ARNmM del gen y de avidina tiene como resultado mediato disponibilidad de
biotina. Mientras que en mitocondria el correcto funcionamiento del complejo
piruvato deshidrogenasa acopla una eficiente cadena de transporte de
electrones y de fosforilacion oxidativa generando oxido reductores NADPH+
y NADH+ para la sintesis de compuestos fosfatados de alta energia
principalmente ATP. Debido al efecto antioxidante del AAL se reduce la

sintesis de radicales libres principalmente H,O.

AAL
ﬁ SENSIBILIDAD

MUILINA
~

1 NADPH+
FADH+

ﬂ SORBITOL

“—

| J Avipina

Jrumoricénesis

Figura 9. Efecto del AAL en el hepatocito.

9. CONCLUSIONES

Las aves alimentadas a dosis de 40 ppm de AAL durante todo el ciclo
de engorda muestran mayor ganancia de peso vivo, por lo que
aumenta la eficiencia productiva en el ave bajo condiciones de

produccion industrial.

La ganancia de peso por efecto del AAL es mas evidente en machos

gue en hembras.

Las aves que se alimentaron con AAL presentan mayor cantidad de

ARNLt y se determin0 un incremento en la actividad hepéatica, mientras
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que en el musculo de la pechuga solo de determino incremento en la

actividad celular.

Se establecio el efecto benéfico del AAL sobre los parametros
productivos, esto a través de una regulacion a la baja en la expresion
de diversas enzimas hepaticas, especialmente aquellas involucradas

en el metabolismo de la glucosa y el ciclo del TCA.

Por los resultados del analisis financiero es aconsejable el empleo de
AAL en el alimento balanceado, lo que mejora significativamente la

rentabilidad empresarial.
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11. ANEXO

11.1 Perspectivas.

Los resultados de este trabajo muestran hasta ahora una molécula
clave que favorece el desempefio del ave durante su ciclo productivo.
Seria pertinente realizar estudios acerca de si el AAL sufre alguna
modificacidén en el proceso de pelletizacion en el que se le incluye a la
dieta.

Es de resaltar que la mortalidad general fue mayor para las aves
alimentadas con AAL, ello, debido a que en la empresa se cuentan
con vectores infectocontagiosos, a los que se suscriben vehiculos que
proveen de alimento, los que recolectan la mortandad y el mismo
cuerpo de médicos veterinarios, asi como aquellos que se encargan
de la inmunizacion de las aves; estos en su conjunto, impactaron
negativamente en el status zoosanitario de las granjas en estudio, lo
gue repercutié en cuadros patologicos que por su agente etiolégico

sobrepasan el potencial terapéutico del AAL.

Seria necesario estudiar el efecto de AAL sobre el metabolismo del
tejido muscular, ya que se sabe que dicho compuesto promueve la
biogénesis mitocondrial, lo que podria representar un efecto benéfico

en la produccion del pollo de engorda.

11.2 Articulo cientifico “Lipoic acid enhances broiler metabolic

parameters by downregulating gene expression of enzymes in liver”
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Abstract

To explore the mechanisms by which lipoic acid (LA) exerts its action by modulating
differentiation in cell cultures, and mRNA expression levels in liver, muscle, and white adipose
tissue of broilers, two studies were conducted, one with cultured cells obtained from day-old
chicks to analyze LA action on myocyte and adipocyte differentiation, and the second, with
samples from 7-week-old broilers raised on a commercial farm. Results of cell culture
experiments exploring a putative role of LA in modulating myoblast or adipoblast differentiation
did not show differences among treatments (p >0.1). Results from DNA, RNA, and protein, and
their ratios, recorded in tissues from the commercial farm birds, pointed to LA macroeffects. As
LA did not change DNA or the DNA:protein ratio, it appears that it does not increase cell
numbers nor the cellular mass in the tissues studied (p >0.1). LA treatment increased
RNA:protein ratios in liver and breast muscle (p <0.01), which leads us to think of LA-mediated
cell induction of cell differentiation and or a rise in protein synthetic capacity. Liver RNA-Seq
differential expression analysis revealed that the majority of the genes under both conditions did
not vary significantly. However, a small set of genes that varied in terms of a modest degree of
significance was identified. Three genes, namely avidin-related protein 2, avidin, and beta-
crystallin A2, were identified by edgeR and DESeq methods and showed to have the highest
degree of confidence of the entire gene set. Gene decoy receptor 3, histone H2A-IV,
LOC420789, aldose reductase, and aldose reductase-like (ADL) proteins were only identified by
DESeqg. All eight genes in the group had a negative Log2 (FoldChange). Liver mRNA enzymes
analyzed by gPCR (GSTT1, OGDH, PDHAL, DLST) showed a decrease in their expression (p
<0.01) when LA was compared with the control, except for GPX3, where no differences were
found. To our knowledge, this is the first study concerning the effect of lipoic acid on the
expression of hepatic, muscle, and adipose tissue differentiation. We established that its
beneficial effect on productive parameters is practically by downregulation of enzyme
expression in liver, especially those involved in glucose metabolism and the tricarboxylic acid
cycle. Considering the key regulatory role of LA in metabolism reported in other species and in
the light of the present findings, further analysis of effect of LA in muscle is warranted in the
future.

Keywords: lipoic acid, broilers, expression, liver, muscle, adipose tissue.
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INTRODUCTION

Lipoic acid (LA) is a derivative of octanoic acid containing a cyclic disulfide bond (Reed, 2001).
The LA complex with lysine-lipoamide functions as a co-factor in the mitochondrial
dehydrogenase complex that catalyzes the oxidative decarboxylation of a-keto acids
(Bustamante et al., 1998; Lester et al., 2000; Smith et al., 2004; Chen et al., 2011). In this
reaction, LA is reduced to Dihydrolipoic acid (DHLA), which interacts with Reactive oxygen
species, and LA can also inactivate free radicals (Goraca et al., 2011). Another important role of
DHLA is in signal transduction by activating Insulin receptors (IR), which leads to a cascade of
substrate phosphorylation that causes the translocation of Glucose transporters from the
cytoplasm to the cell surface (Konrad et al., 2001; Konrad, 2005).

The ability of LA to enhance the redox status of cells and to interact with other antioxidants
provides an attractive therapeutic potential under conditions where Oxidative stress (OS) is
involved, such as in Ascites syndrome (AS) or aflatoxin toxicosis (Biewenga et al., 1997; Diaz-
Cruz et al., 2003; Karaman et al., 2010). In previous experiments, our group demonstrated that
diets supplemented with 40 mg LA/kg diet during 7 weeks significantly improved feed
conversion, decreased general mortality and mortality attributable to AS (Diaz-Cruz et al., 2003).
In this sense, a lowering effect of LA on the plasma hydroxybutyrate level was reported, this
suggests that the LA-induced plasma NEFA increment was attributable to decreased hepatic fatty
acid oxidation in chickens (Hamano, 2007). Therefore, the present study was planned to explore
the mechanism of LA to exert this beneficial action at the molecular level by modulating cell
differentiation in cell cultures and mRNA expression levels in liver, muscle, and white adipose

tissue of adult broilers.
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MATERIALS AND METHODS
All experimental protocols were approved by the National Autonomous University of Mexico
Animal Care Advisory Committee (CICUAE, UNAM), and all procedures were carried out in
accordance with Mexican Federal Laws for Animal Care (SAGARPA, 2001).
Two types of studies were performed: one in cultured cells taken from day-old chickens to
analyze LA action on muscular and adipocyte differentiation, and the other with samples

obtained at a slaughter house from broilers raised on a commercial farm.

Cell Culture Studies

Effect of LA on Chicken Myoblast Differentiation

Thirty newly hatched chickens were Killed by cervical dislocation followed by decapitation.
Myoblasts were isolated from pectoral, supracoracoideus, gracilis, and abductor muscles
employing a modified version of the protocol reported by Montoya-Flores et al. (2012). A
sample of approximately 8 g of these muscles was obtained from each animal and pools of five
animals were formed; these were then placed in Dulbecco’s phosphate buffered saline solution at
4°C (D-PBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Each pool was washed twice with the same
solution, connective tissue was removed, and then muscle tissue was excised and cut into small
(6-8-mm) pieces with scissors. The tissue was incubated for 1 h at 37°C with 2 g/L pronase E
(Sigma-Aldrich) in D-PBS at 90 rpm and then centrifuged at 1,200 x g for 10 min. The
supernatant containing the enzyme was discarded and the pellet was re-suspended in D-PBS and
homogenized. Differential centrifugation at 200 x g for 10 min was performed in order to
eliminate tissue debris and to separate fibroblasts. The supernatant was transferred into a new

tube and the pellet was re-suspended again in D-PBS; this procedure was repeated twice. The
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three supernatants were combined and further centrifuged at 1,200 x g for 6 min; the pellets were
re-suspended in proliferation medium (15% equine serum, 1% penicillin-streptomycin, 1%
amphotericin, and 0.1% gentamicin in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Gibco,
Grand Island, NY, USA) and passed through a 40-um filter (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ,
USA). An aliquot with approximately 150,000 cells was placed in each well in 4-well culture
dishes previously coated with porcine skin gelatin (0.5 g in 500 mL water); these were grown in
proliferation medium until they reached 80% confluence. Then, they were maintained in
proliferation medium for 4 days until they reached a pre-confluent state (day 0). On day 5, the
medium was changed to Differentiation medium (DM) DMEM supplemented with 10% equine
serum, 1% penicillin-streptomycin, 1% amphotericin, and 0.1% gentamicin), and the

experimental treatments were tested.

Samples and Experimental Treatments
Cell experiments were performed in all six pools (n = 6). Two wells per culture dish were used

for each treatment, either control or 100 uM LA (LA) (Cho et al., 2003).

Myogenin mRNA Detection by Reverse Transcription-PCR in Chicken Myocytes

RNA isolation and complementary DNA) (cDNA) synthesis

Total RNA was extracted from cells with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Austin, TX, USA)
according to the manufacturer’s protocol; total RNA was eluted in 30 pL RNase-free water and
stored at —70°C to be used in subsequent experiments. Myogenin expression was used as an

indicator of muscular differentiation (Filigheddu et al., 2007) and was detected by Reverse
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transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR). Single-strand cDNA was synthesized using
Oligo (dT)12.1 primer (Sigma-Genosys of Texas, Inc., St. Louis, MO, USA) and SuperScript® II
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Primers for chicken myogenin mRNA are reported in Table 1. PCR was performed
using Tag DNA polymerase (Invitrogen). The amplification parameters consisted of initial
denaturation at 94°C for 4 min, denaturation at 94°C for 45 sec, annealing at 60°C for 1 min, and
extension at 72°C for 1 min, for 40 cycles, with a final extension at 72°C for 2 min. The products

were separated onto a 1.5% agarose gel and visualized with SYBR® Gold (Invitrogen).

Quantitative PCR (gPCR)

Myogenin expression was assessed by gPCR. Complementary DNA samples were obtained from
cell cultures under two different experimental conditions and tested by real-time quantitative
PCR (LightCycler® 1.5; Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). The fragment was amplified
using LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |® (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA) and 20-uL LightCycIer® Capillaries (Roche Applied Science). In order to
obtain the relative quantification, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
measured as a housekeeping gene (primers in Table 1). gPCR conditions were as follows: initial
denaturation 95°C for 10 min; amplification at 20°C/sec for 55 cycles: denaturation 95°C for 10
sec; annealing at 63°C for 10 sec, and extension at 72°C for 12 sec. Melting curve analysis:
denaturation at 95°C for 0 sec, 20°C/sec; annealing at 55°C for 1 min, 20°C/sec; melting with a
0.1°C/sec increase up to 95°C and a 0-sec hold, and cooling at 40°C for 30 sec, 20°C/sec. In
order to use the relative quantification formula 204*Y, cDNA curves were carried out for each

pair of primers. For Gallus gallus myogenin, cDNA dilutions of 1:2.5, 1:5, and 1:25 were used
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and the Efficiency (E) obtained was 2.044, and for GAPDH, cDNA dilutions were 1:5, 1:10,

1:100, and 1:1,000 and E was 1.926.

Effect of LA in Chicken Adipoblast Differentiation

Chicken Adipoblast Isolation and Culture

Seventy newly hatched chickens were Killed by cervical dislocation followed by decapitation and
samples were collected immediately; seven animals were pooled together and approximately 3-5
g of subcutaneous (s.c.) adipose tissue was used for each pool. These samples were placed in 50-
mL tubes with D-PBS, washed three times, and then adipose tissue was excised and cut into
small pieces. The tissue was processed in a digestion buffer that contained 2.8 mM glucose, 4%
Bovine serum albumin (BSA), and 0.1% type Il collagenase (Sigma-Aldrich) for 1.5 h at 37°C
with continuous shaking at 110 rpm and then filtered through a 250-um mesh cheesecloth. The
filtrate was centrifuged at 200 x g at ambient temperature for 10 min. Cells, showing mainly
fibroblast morphology (preadipocytes), were re-suspended in DMEM (Gibco, Grand Island, NY,
USA) containing 10% Fetal bovine serum (FBS; Gibco), 100 U/mL penicillin (Invitrogen), 100
pg/mL streptomycin (Invitrogen), and 250 ng/mL amphotericin B (Invitrogen). Cells were plated
on 24-well plates (Nunc Brand Products, Rochester, NY, USA) and incubated 5 h at 37°C in a
humidified, 5% CO, atmosphere. Cell cultures were washed twice with PBS (1x) supplemented
with the previously mentioned antibiotics. Preadipocyte differentiation was induced after
reaching 80% confluence by adipogenic agents consisting of 0.5 mM 3-isobutyl-1-
methylxanthine, 0.25 UM Dexamethasone (DMS; Sigma-Aldrich), and 20 pug/mL insulin (Wako

Chemicals USA, Inc., Richmond, VA, USA) (Differentiation medium 1, DM1) for 48 h.
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Treatments started after 48 h and DM1 was changed to Differentiation medium 2 (DM2), which
contained 20 pg/mL insulin. The treatment continued until 80% of cells were differentiated, at

around day 4.

Samples and Experimental Treatments

It has been reported that Thiazolidinediones (TZD) increase preadipocyte differentiation through
upregulation of Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) therefore, 2, 4-TZD
in DM2 medium (Cho et al., 2003) was used as positive control of its differentiation (Garcia-
Rojas et al., 2010), and this effect was compared with the action of different concentrations of

LA (0, 125, 250, and 500 M) and one combination of TZD (20 uM) with LA (500 uM).

RNA Isolation

Total RNA was extracted from cells in the same manner described for myoblasts.

PPARy mRNA Detection by Reverse Transcription-PCR in Chicken Adipocytes
The expression of PPARy was analyzed (as an indicator of adipose differentiation) by RT-PCR.

The protocol used for RT and for PCR is the same as that described for myogenin.

Quantitative PCR (gPCR)

PPARY expression was assessed by qPCR using samples from all pools. cDNA samples were
obtained from each of the variously treated cultures and tested by real-time gPCR (LightCycler®
1.5; Roche Diagnostics). The primers used for chicken PPARy are listed in Table 1. The

fragment was amplified using LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green 1® (Roche
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Applied Science) and 20-pL LightCycler® Capillaries (Roche Applied Science). In order to
normalize mRNA expression, B-actin was used as a housekeeping gene; the primers used are
shown in Table 1. gPCR conditions were the following: initial denaturation 95°C for 10 min;
amplification for 55 cycles: denaturation 95°C for 10 sec, 20°C/sec; annealing at 61°C for 10
sec, 20°C/sec, and extension 72°C for 9 sec, 20°C/sec. There was one melting cycle as follows:
denaturation at 95°C for 0 sec, 20°C/sec, annealing at 50°C for 15 sec, 20°C/sec; melting curve
at 95°C for 0 sec, 0.1°C/sec, and cooling at 40°C for 30 sec, 20°C/sec. In order to use the relative
quantification formula 20229, ¢cDNA curves were carried out for each pair of primers. Curves
for G. gallus peroxisome PPARYy and B-actin were obtained using dilutions of 1:5, 1:50, and

1:500 and Efficiencies (E) were 1.920 and 2.479, respectively.

Samples from a Commercial Broiler Farm

Eighty market-weight male broilers that had received LA in their diets throughout a 7-week
productive period were slaughtered and samples of liver tissue, semitendinosus, and pectoral
skeletal muscles, and s.c. and omental adipose tissues were obtained; an additional 80 birds that

never received the additive were used as negative controls.

Samples

Tissue samples were collected in tubes (Nunc CryoTube® cryogenic vials; Nunc Brand Products,
Roskilde, Denmark), frozen in liquid nitrogen for transport, and stored at —70°C for subsequent

analysis.

Total RNA and DNA Isolation
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Total RNA from sampled tissues (100 mg) were purified using 1 mL TRIzol® reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. RNA was eluted in 40 pL RNase-free
water and quantified by spectrophotometry, and the samples were then stored at —70°C until use
in further molecular biology experiments. RNA samples were verified by agarose gel
electrophoresis (Seakem® LE Agarose; FMC BioProducts Co., Rockland, ME, USA).

DNA was extracted from 50 mg tissue in 1 mL DNAzol ® reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol and eluted in 50 pL of 8 mM NaOH. Spectrophotometry reading
(NanoDrop™ ND-1000; Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE) was performed and

samples were stored at —20°C.

Total Protein Isolation

Protein was extracted from tissues according to Garcia and Phillips (2009). Extraction solution
consisted of 1 M Tris, 0.1 M EDTA, 1 M NacCl, 0.1% protease inhibitor cocktail, and 0.5%
NaNs;. Tissue samples (50-mg) were incubated overnight in a 500-pL extraction solution at 5°C
with agitation. Subsequently, centrifugation at 13,000 rpm for 10 min was performed in order to

obtain total protein. Total protein was quantified by Bradford assay (1976).

Liver RNA Isolation and RNA Sequencing (RNA-Seq)

RNA-Sequencing was used to quantify differential gene expression from 10 liver samples of
each group (control and LA). These were sequenced in two lanes in the Illumina Genome
Analyzer lIx at the DNA Massive Sequencing Unit (UUSMD) at the UNAM Institute of
Biotechnology (IBt) (on the World Map of High-throughput Sequencing) for 36 cycles of single-

end sequencing. Two files, one with 33,894,398 reads from the lane corresponding to the control

10
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group (s6), and the other with 31,873,989 reads from the lane corresponding to LA chickens (s7)
were provided in FASTQ format.

The input data for RNA-Seq analysis is composed of tables with the amount of reads associated
to a given tag (transcript, binding region, etc.) because it has been demonstrated that the amount
of reads can be a good estimator of the abundance of the target tag (Mortazavi et al., 2008). Also,
it has been suggested that normalization of the data is a very important step to take into
consideration when analyzing RNA-Seq data (Robinson and Oshlack, 2010).

There is a great variety of methods available for performing normalization, but the main
objective of the majority of these methods is to scale the number of reads in a given lane to a
common value across all lanes, meaning that each lane is scaled according to its size (amount of
reads). This approach might be too simple when faced with the majority of biological issues,
given that it only considers size of the library and, in some cases, size of each tag.

With the results obtained, it was decided to utilize the robust normalization method to adjust the
data by using the edgeR (Robinson et al., 2010) package from Bioconductor. For validation of
these results, the DESeq (Anders and Huber, 2010) differential gene expression analysis R
package (for analyzing count data from high-throughput sequencing assays such as RNA-Seq),
which normalizes data by using a similar approach, was employed. In their report, the authors
demonstrated that this could provide better fits, thus providing a more balanced selection of

differentially expressed genes.

MRNA Liver Enzymes Analyzed by Quantitative PCR (qPCR)
Once the report of the RNA-Seq was analyzed, we proceeded to select 16 enzymes involved in

energy metabolism that we thought could be affected by LA but that were not significant by

11
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edgeR or DESeq analysis. The sixteen enzymes chosen were analyzed individually to explore
whether they were encoded by a single gene or by several genes. All of the genes identified as
components of an enzyme were selected for analysis, for a total of 40 genes. These genes were
compared between libraries and, although none was found to be differentially expressed, there
are modest differences in their expression levels.

It is noteworthy that the majority of the genes that are subunits of a same enzyme or that encode
for the same enzyme have a similar tendency, as is the case for all of the genes of the
Gluthathione-S-transferase (GST) family. Of the 16 genes identified, 10 have higher expression
levels in the chickens of the control group. This can be considered as being of interest because
while the individual p-value for these genes is modest, the fact that a group of genes with a
similar function that also has similar regulation when comparing two conditions may increase the
significance.

As a result, five enzymes were chosen to quantify their mRNA in the same control and in LA
animals analyzed by RNA-Seq. The selected enzymes were GST theta 1 (GSTT1), Glutathione
peroxidase 3 (GPX3), Oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (OGDH), Pyruvate
dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 (PDHA1L), and Dihydrolipoamide S-succinyltransferase
(DLST).

Real-time PCR primers were designed for these enzymes (Table 1), and their expression profiles
in liver were determined by real-time PCR using the StepOne" Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). Four candidate endogenous genes (MnSOD, PPIA, B-actin, and 18S rRNA) were
tested, and the most stable for both treatments was 18S rRNA. For the five genes measured,
standard curves were performed using 1:5 serial dilutions to obtain the reaction efficiencies,

which yielded 110% for GPX3, 115% for PDHA1, 112% for GSTT1, 95% for DLST, 105% for
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280  18S, and 96% for OGDH. Relative quantification is expressed using the 27*°' method (Livak and
281  Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak, 2008).

282 The real-time PCR program utilized consisted of pre-incubation at 94°C for 10 min., 40
283  quantification cycles including a 1-m denaturation at 94°C, 10-sec annealing at a temperature
284  depending on the gene (see Table 1), and a 12-sec extension at 72°C. The amplification program
285  was followed by a melt curve analysis that consisted of 1-min annealing at 50°C, a temperature
286  rise of 0.25°C/sec up to 94°C, and a final cooling cycle at 40°C for 30 sec. The melt curves were
287  performed to ensure the purity of the amplified product, which was confirmed by a single peak
288  after 80°C.

289

290  Statistical analysis

291

292  Cell Culture

293  The results of quantitative PCR to measure the expression of myogenin and PPARy were
294 analyzed in a completely randomized design using the general linear model procedure (SAS
295 Institute, Inc., Cary, NC, USA) with the significance level set at p <0.05. Least square means *
296  Standard error of the mean (SEM) were used to analyze differences among treatments (SAS,
297  2008).

298

299  Commercial Broiler Samples

300 RNA, DNA, protein synthesis, and cellular size were analyzed in a completely randomized

301 design using the general linear model procedure (SAS Institute, Inc.) with the significance level

13
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set at p <0.05. Least square means £ SEM were used to analyze differences among treatments

(SAS, 2008).

RESULTS

Cell Culture

Effect of LA on Chicken Myoblasts

The 100-uM dose of LA did not appear to promote cell differentiation, i.e., myogenin

expression, in muscle tissue (p >0.05) (Figure 1).

Effect of LA on Chicken Adipoblasts

LA did not appear to promote adipoblast differentiation (p >0.1) as measured by PPARy

expression (Figure 2).

Commercial Broiler Samples

Data of DNA, RNA content, and protein per weight (w/w) in selected tissues from animals from

the commercial farm are presented in Table 2. Addition of LA did not change DNA content in

any of the tissues, but resulted in a statistically significant increase in RNA in liver and protein in
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s.c. adipose tissue. These data were used to obtain DNA:protein ratios, and RNA:protein ratios,
which are included in the same table.

Liver RNA Isolation and RNA-Sequencing (RNA-Seq)

Aligning

The 2.1 (May 2006) release of the chicken genome was downloaded via the File transfer protocol
(FTP) from ENSEMBL (European Bioinformatics Institute,
ftp://ftp.ensembl.org/pub/current/fasta/gallus gallus/dna/), selecting the repeat masked file, which
contains the full sequence of the assembly in FASTA format, Masking hides regions of low
complexity by substituting all of the nucleotides in these regions with Non repeating sequences
(Ns). This reduces ambiguities in the alignment step because the majority of the reads will only
align to a single place in the genome. The file with reads in the FASTQ format contains the
sequence and the Phred quality score of each read. The Phred quality score is a score assigned to
each base during base calling, which refers to the probability of assigning a base inaccurately
when the information is translated from fluorescence into nucleotides. The higher the Phred
quality score, the lower the chance that a mistake was made during base calling.

The reads were aligned using Bowtie (Langmead et al., 2009), a ShortRead aligner, against the
2.1 release of the chicken genome after being indexed using the Bowtie-build indexer. Bowtie
indexes the reference genomes to maintain their memory requirements low. While performing
the alignment, the -n alignment mode was specified, allowing up to three mismatches on the
seed, which corresponds to the first 28 leftmost bases of the read. Additionally, the sum of Phred

qualities in all mismatched positions could not exceed 70. Finally, because best parameter was
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347 selected, only best alignment according to both criteria was reported; 69.8% of reads
348 (23,659,806) from the s6 lane and 66.62% (21,235,899) of reads from the s7 lane were
349  successfully mapped against the reference genome.

350

351 Filtering

352

353  After the reads were aligned, the output files were filtered using the ShortRead (Morgan et al.)
354 package from Bioconductor (Gentleman et al.,, 2004). The reads with >3 Ns (unknown
355 nucleotide) or >6 nucleotides corresponding to the sequencing adapter on the 3° end were
356 discarded. This latter filtering removed only 1,088 reads from lane s6 and 985 reads from lane
357  s7. The qualities of the reads in both lanes were evaluated before and after aligning the reads.
358  Aligned reads have much higher qualities in both lanes and, even at the lowest quantile, Phred
359 qualities are >25, meaning that base call accuracy is always >99.68%.

360  Also, nucleotide frequency per cycle was evaluated to determine whether there were biases in the
361 frequencies both before and after aligning. The GC content of the unaligned reads was lower
362  than the GC content of the aligned reads, this reflecting that many of the reads with a high AT
363  content failed to align. Therefore, it is likely that these reads are noise, or that they would have
364 aligned to the low complexity masked regions. Also, the GC content between lanes s6 and s7
365 was more similar among the aligned reads, which is to be expected given that the samples
366  sequenced belong to the same organism.

367 A distinctive pattern could be observed in the first 13 bases of the reads. This pattern is
368  conserved between the two lanes and even after aligning the reads. This phenomenon had

369  already been observed and discussed in previous works (Hansen et al., 2010).
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Mapping the Reads

The genome annotation for Gallus gallus was downloaded from BioMart from the database
ENSEMBL GENES 59 (SANGER UK) using the biomaRt Bioconductor package (Durinck and
Huber, 2008); the annotation included 17,934 genes. There were overlapping regions among
several of the genes and these conflicting regions were excluded from the analysis.

Afterward, a table containing the amount of reads mapping to each gene was created. This table
was generated using functions from the GenomicRanges package (Aboyoun et al.) Each read was
assigned a range of length 36, starting in the position assigned by Bowtie; this then overlaps
among these ranges, and the ranges of all of the genes were identified. It is noteworthy that while
each of the genes has a specific strand, the reads are strandless due to the sequencing protocol
used. This table allowed assigning 19,088,287 reads (56.32% of total reads) from lane s6 to the
non-overlapping regions of the genes (including both exons and introns) and 15,431,431 reads

(48.41% of total reads) from lane s7.

Differentially Expressed Genes

EdgeR

For Differential expression (DE) analysis using edgeR, it was necessary to load the table with the
tag counts. Once the dataset was ready for processing, common dispersion was estimated. Given

that there are no replicates in this dataset, it was impossible to directly estimate the dispersion for
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the Negative Binomial model, which is the underlying model utilized by edgeR. Therefore, it
was necessary to perform a blind estimate of the dispersion. This blind estimate implies that two
conditions are replicates of each other and that this estimate assesses dispersion between the two
groups. Once the dispersion has been estimated, an exact test that identifies differences between
groups was performed. Finally, the Differentially expressed (DE) genes were identified (Table

3).

DESeq

To validate the genes proposed by edgeR to be differentially expressed, DESeq was used as well.
This package also employs a negative binomial model to manage the dispersion of the different
samples. The table that contained the tag counts for the two conditions was also employed as
input data. The fact that there were no replicates for the data set meant that it was necessary to
normalize and calculate the variance of the data by assuming that the two conditions were
replicates from the same experiment (similar to what was done in edgeR). However, this
assumption will lower the power of the test by increasing the amount of false negatives. Then,
the negative binomial test for the search for DE genes was run. The test also had the option to
adjust p-values for better results. Finally, a threshold of 0.5 for the adjusted p- value was set, and

a set of eight differentially expressed genes was obtained (Table 4).

Comparison Between Conditions
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DE analysis revealed that expression levels of the majority of genes in both conditions do not
vary significantly. However, a small set of genes that vary with a modest degree of significance
was identified. The genes with Ensembl identifiers (ID) ENSGALG00000002441,
ENSGALG00000023622, and ENSGALG00000011354 were identified by both methods; thus,
these three genes have the highest degree of confidence of the entire gene set. Genes
ENSGALG000000061086, ENSGALG00000023214, ENSGALG00000012435,
ENSGALG00000003466, and ENSGALG00000019283 only were identified by DESeq. As can
be observed in Table 4, all eight genes in the group have a negative Log2 (FoldChange, FC).
This is also true for the three genes identified by edgeR (Table 3, LogFC), meaning that all of
these genes had higher expression levels in the control group with respect to the group

undergoing LA.

MRNA Liver Enzymes Analyzed by Quantitative PCR

As depicted in Figure 3, all enzymes analyzed (GSTT1, OGDH, PDHAL, and DLST) showed a

decrease in their expression (p <0.01) when LA was compared with control, except for GPX3,

for which no differences were found.

DISCUSSION

Cell Culture Studies
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Our cell culture experiments exploring a putative role of LA modulating myoblast or adipoblast
differentiation did not help to advance knowledge on the mechanism(s) to promote body weight
(b.w.) (Figures 1 and 2). Comparison of the latter results with data from the literature is
hampered by the scarce information available and by substantial differences in the origin of cells
and in their differentiation stage.

Thus, Chan et al. (2013) demonstrated that 50-100 uM of Dihydrolipoic acid (DHLA) had no
effect on Embryonic stem cell (ESC)-B5 cells, including cell differentiation at doses <50, but
induced apoptosis at concentrations >50 pM. In addition, in these cells the authors showed that
DHLA not only affected the differentiation potential of ectoderm, but also inhibited the potential
of ESC differentiation into endoderm. In another experimental model, Cho et al. (2003)
demonstrated that LA inhibited differentiation of 3T3-L1 pre-adipocytes and that major
Mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathways mediated collateral actions of LA
in clonal expansion and adipocyte maturation by attenuating the expression and activation of the
immediate early genes, such as c-Fos and c-Jun, and by negatively regulating integral members
of the differentiation program: PPARy, and CCAAT/Enhancer binding protein alpha (C/EBPa,).
In the same study, LA at lower concentrations (100 puM) promoted adipogenesis, whereas at
higher concentrations (250 and 500 pM), it was inhibitory; in our results, all of the doses utilized
were similar and none induced differentiation (Figure 2). Importantly, LA inhibited adipogenesis
induced by insulin or troglitazone, indicating that co-treatment with LA may be beneficial in
preventing PPARYy agonist-induced obesity by maintaining optimal adipogenesis (Cho et al.,

2003).

Commercial Broiler Samples
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Results from DNA, RNA, and protein, and their ratios, recorded in tissues from the commercial
farm broilers, pointed to LA macroeffects. Thus, because LA did not change DNA, or the
DNA:protein ratio, LA does not increase cell number or cell mass in the tissues analyzed,
whereas, the fact that LA treatment increases RNA:protein ratios in liver and breast muscle
(Table 4) leads us to think of LA-mediated cell induction of cell differentiation (Harel et al.,

1981) and or a rise in protein synthetic capacity (Smith et al., 2004).

Liver RNA Isolation and RNA-Sequencing (RNA-Seq)

EdgeR or DESeq

It is well known that LA is an essential co-factor for the E2 component of a-ketoacid
dehydrogenase complexes, which are exclusively located in mitochondria, e.g., Pyruvate
dehydrogenase (PD), a-Ketoglutarate dehydrogenase (KGDH), and Branched chain a-ketoacid
dehydrogenase (BCKDH) complexes (Parker and Cadenas, 2011). The RNA-Seq (Tables 3 and
4) reported that AVR2 and AVD (ENSGALG00000002441 and ENSGALG00000023622) were
downregulated by LAt. AVD is a tetrameric glycoprotein that can bind up to four biotin
molecules, with each subunit binding individually to one biotin. Avidin can form intermolecular
cross-links among particles of the PDC from various sources. Avidin does this by binding to LA-
containing regions of the dihydrolipoamide acetyltransferase polypeptide chains that comprise
the structural core of the complex (Hale et al., 1992). PDC catalyzes oxidative decarboxylation

of pyruvate with the formation of CO,, acetyl-CoA, and Nicotinamide adenine dinucleotide
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(NADH) (Harris et al., 1997). Our results showed low avidin expression by LA this could mean
less PDC activity. In this regard, Hong et al. (1999) and Korotchkina et al. (2004) reported that
both S-LA and R-LA markedly inhibited mammalian PDC activity.

During normal metabolism, glucose is phosphorylated by hexokinase and enters into the
glycolysis pathway. Elevated glucose concentrations saturate hexokinase and trigger a second
metabolic pathway called the polyol (sorbitol) pathway. The first step in this pathway depends
on aldose reductase (AKR1B1, ENSGALG00000003466) to convert glucose into sorbitol, and
serves as a “backup” system because hexokinase has a lower Ky, for glucose than does aldose
reductase (Mieyal et al., 2008). The physiological role of AKR1B1 consists of providing an
additional pathway for utilization of glucose and removing toxic compounds by carrying an
aldehyde group out of the cell and is thought to play a key role in various hyperglycemic states
(Vartanov et al., 1992). Nadaf et al. (2009), using high- and low-growth chicken lines, observed
the presence of hyperactive endogenous insulin circulating at “normal” concentrations and
chickens exhibiting constitutive hyperglycemia (about 180-200 and 220-240 mg/dL in fasting
and fed states, respectively), which would be deleterious to humans. As a whole, the constitutive
hyperglycemia found in chickens appears to mimic type 2 diabetes in humans. This would mean
that LA improved the glycemic state of the chickens, as has been determined in other species
(Rochette et al., 2013), and this may contribute to the decrease in mMRNA and the protein
expression of the AKR1B1 gene, which was Aldose reductase-like (ARL) (Table 4) when
compared with chickens that did not receive LA. In human Schwann cells, it has been
demonstrated that glucose reduced taurine transporter, but when added together with LA, the

aldose reductase exhibited inhibition (Askwith et al., 2009). These results are similar to those

22
ScholarOne, 375 Greenbrier Drive, Charlottesville, VA, 22901

Page 22 of 41



Page 23 of 41

506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526

527

Journal of Animal Science

found in this work in LA livers and assuming that this was due to an increase in insulin
sensitivity.

In relation to Decoy receptor 3 (DcR3), a member of the Tumor necrosis factor receptor (TNFR)
superfamily, it is associated with anti-tumor immunity suppression. DcR3 is highly expressed in
many tumors and its expression can be regulated by the MAPK/Mitogen-activated protein kinase
kinase (MEK)/Extracellular signal-relayed kinase (ERK) signaling pathway. The
MAPK/MEK/ERK pathway has been reported to be a regulator of tumor occurrence,
development, and clonal expansion (Yang et al., 2012). Our results demonstrated that in LA
chickens, DcR3 expression was decreased, which could mean a beneficial effect of LA in
tumorigenesis. Under normal physiological conditions, cells maintain a redox buffer consisting
of high concentrations of antioxidants and antioxidant enzymes to minimize the oxidative action
of ROS/Reactive nitrogen species (RNS). Perturbations to this cellular redox state can lead to
OS, which has been acknowledged as a significant contributing factor to the pathogenesis of
numerous degenerative diseases, including cancer. Cancer cells differ from normal cells because
they exhibit increased intrinsic OS due to a number of factors including oncogenic stimulation,
increased metabolic activity, and mitochondrial dysfunction (Mieyal et al., 2008).

The liver RNA-Seq reported a decrease of the Crystallin, beta-A gene (CRYBA2)
(ENSGALGO00000011354), Histone H2A-1V, and LOC420789 (Tables 3 and 4). However, no

relationship reported to date between these and LA.

MRNA Liver Enzymes Analyzed by Quantitative PCR (qPCR)
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Lipoic acid (LA) has been reported to have beneficial effects on mitochondrial function and to
attenuate OS.

In relation to the expression of antioxidant enzymes GSTT1 and GPX3, only the former showed
a decrease (p <0.01, Figure 3). It is known that LA prevents hepatic triglyceride accumulation
and liver oxidative damage through the inhibition of Hydroperoxide (H,0,) production and the
stimulation of mitochondrial antioxidant defenses. LA treatment upregulated manganese
Superoxide dismutase (SOD2) (60.6%) and Glutathione peroxidase (GPX) (100.2%) activities,
and increased the reduced Glutathione to oxidized Glutathione (GSH:GSSG) ratio and UCP2
MRNA levels (Valdecantos et al., 2012). Chen et al. (2011) observed, in the liver of broilers, that
treatments with LA linearly increased (17.6, 27.9, and 31.6%, respectively) hepatic SOD activity
as compared with that of the control. Their chicks, fed a 300-mg LA/kg diet, had higher GPX
activity than chicks fed the control diet (p <0.05). Total-Antioxidant capacity (T-AOC) activity
was not affected by dietary LA; however, in this study, GPX3 was not affected by LA treatment.
GST is a supergene family and each sub-family member is located in a distinct genomic region.
GST gene products catalyze the conjugation of reduced Glutathione (GSH) into electrophilic
centers for a wide variety of substrates. Substrates include both xenobiotics and endogenous
compounds that are harmful to cellular macromolecules (Zhao et al., 2009), based on the results
that LA chickens were more exposed to toxic compounds.

Deng et al. (2010) reported that protein expression of important enzymes of the TCA cycle, such
as the Succinate dehydrogenase flavoprotein (SDHFI) subunit, isocitrate dehydrogenase (IDH),
and 2-Oxoglutarate dehydrogenase E1 (OGDH), were all upregulated in the liver of rat during
the progression of type 2 diabetes. These proteins play crucial roles in the TCA by catalyzing

reactions that generate reducing equivalents (NADH and Flavin adenine dinucleotide [FADH2])
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and Guanosine triphosphate (GTP). This upregulation should be expected, because type 2
diabetes might be forestalled through compensation with increased enzymes of the TCA cycle to
counteract the superfluous plasma glucose.

Glucose-derived pyruvate is efficiently taken up by mitochondria presumably via the pyruvate
carrier. In the mitochondrial matrix, pyruvate is oxidized by PDHA1 to form acetyl-CoA.
PDHAL1 is part of the Pyruvate dehydrogenase complex (PDC). Alternatively, pyruvate enters the
anaplerotic pathway initiated by Pyruvate carboxylase (PC). Interestingly, following disruption
of the PDHAL gene, glucose-stimulated insulin secretion was impaired but not abolished. These
results demonstrate that glucose-stimulated insulin secretion does not solely rely on
mitochondrial pyruvate oxidation and are consistent with the view that metabolite fluxes through
both PDH and PC are important for insulin secretion (Akhmedov et al., 2012; Choi et al., 2010).
The diminished expression of PDHA1 could be explained by the fact that the excess of glucose
in poultry feed was controlled by LA.

The a-Ketoglutarate dehydrogenase complex (KGDHC) is an enzyme consisting of multiple
copies of three subunits: a-Ketoglutarate dehydrogenase (KGDH or E1k); Dihydrolipoyl
succinyltransferase (DLST or E2k), and Dihydrolipoyl dehydrogenase (DLD or E3). It
participates in the TCA cycle, where it irreversibly catalyzes the conversion of a-ketoglutarate,
CoASH, and NAD" into succinyl-CoA, NADH, and CO,. It may exhibit a high flux-control co-
efficient in the generation of reducing equivalents and is also crucial for maintenance of the
mitochondrial redox state (Kiss et al., 2013). The expression of DLST is also diminished by LA
in chickens, and this can be because it is consistent with the work of Nilsen et al. (2011), who

observed that a decrease in KGDHC activity (by DLST+/-) reduced glucose consumption in
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cortex, but did not have detrimental effects on mitochondrial metabolism in the brain, in the
direction of only aspartate, thus probably Oxaloacetate (OAA), were decreased.

In the case of lipoic acid-fed chicks, decreased OGDH expression can be explained as opposite
to what has been reported for rats, in which a decrease in the expression of enzymes of TCA
cycle enzymes could be observed as a compensatory mechanism for shortening the cycle more
efficiently.

In conclusion, to our knowledge, this is the first study on the effect of lipoic acid on the
expression of hepatic liver and muscle and adipose tissue differentiation. We established that its
beneficial effect on productive parameters is in practice by downregulation of enzyme expression
in liver, especially those involved in glucose metabolism and the TCA cycle. Considering the
key regulatory role of LA in metabolism as reported in other species and in the light of the

present findings, further analysis of effect of LA on muscle is warranted in the near future.
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Table 1. List of PCR primers used in this work

GENE Reference sequence Primers’ position Predicted Alignment
accession number 5 —3) fragment size | (Tm-align)
) NM_204184 Forward:
Chicken )
) Gallus gallus myogenin | AAGCCTTCGAGGCTCTGA
myogenin _ 283 pb 63°
(Myogenic factor 4, Reverse:
[MYOG]), mRNA TCATCGCTCAGGAGGTGA
_ NM_001001460.1
Chicken
_ Gallus gallus Forward:
Peroxisome ]
_ Peroxisome GCAGGAACAGAACAAAGAAG
proliferator- ) ) 244 pb 61°
) proliferator-activated Reverse:
activated receptor
receptor gamma CTCCCGTGTCATGAATCCTT
gamma (PPARG)
(PPARG), mRNA
NM_001012901.1
Gallus gallus
_ Dihydrolipo-amide S-
Chicken ) Forward:
) ) ) succinyl-transferase (E2
Dihydrolipo-amide GTCTTGTGGTCCCTGTCGTT
) component of 2- 147 pb 56°
S-succinyl- Reverse:
oxoglutarate
transferase (DEST) AAAGAGTGACCCAAAAACCC
dehydrogenase
complex) (DLST),
MRNA
_ NM_001163232
Chicken Forward:
) Gallus gallus
Glutathione ] _ AGAAAGGGGATGTGAACGGG
_ Glutathione peroxidase 115 pb 56°
peroxidase 3 Reverse:
3 (GPX3), mMRNA
(GPX3) ATTTGATGTCGTGGTTCCTC
Chicken NM_001012544 Forward:
Pyruvate dehydro- | Gallus gallus Pyruvate | GTATTGTCGGTGCTCAGGTT 260 pb 61°
genase (PD) dehydrogenase Reverse:
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(lipoamide) alpha 1 TCCATGCCATCCACTCTAAG
(PDHA1L), mRNA
_ NM_205365
Chicken Forward:
) Gallus gallus
glutathione S- ] CGCACAGGGCCATCAAATAG
Glutathione S- 291 pb 57°
transferase theta 1 Reverse:
transferase theta 1
(GSTTY) CTTCTCTGATGGCTGTGGTT
(GSTT1), mMRNA
_ NM_001031382
Chicken
Gallus gallus
Oxoglutarate Forward:
Oxoglutarate (alpha-
(alpha-keto- TGAGCCGAATCCTGAAGACC
ketoglutarate) 193 pb 58°
glutarate) dehydro- Reverse:
_ _ dehydrogenase
genase (lipoamide) | . ] GGTCCTCTTGTCCACGTTCT
(lipoamide) (OGDH),
(OGDH)
MRNA
NR_036642
Forward:
] Bos taurus 18S
Bovine _ GGAGCGATTTGTCTGGGTTA
_ ribosomal RNA 195 pb 58°
18S ribosomal ) Reverse:
(RN18S1), ribosomal
GTAGGGTAGGCACACGCTGA
RNA
Bovine Forward:
) NM_173979.3
actin, beta ] CCATCATGAAGTGTGACGTTG
Bos taurus actin, beta 175 pb 61°
(ACTB), mRNA Reverse:
(ACTB), mRNA
ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA
Chicken NM_204305
Glyceralde-hyde 3- | Gallus gallus Forward:
phosphate Glyceraldehyde-3- AAGGCTGAGAACGGGAAACT
201 pb 65°
dehydro-genase phosphate Reverse:
(GAPDH) dehydrogenase ATCAGCTGAGGGAGCTGAGA
(GAPDH), mRNA

PCR = Polymerase chain reaction; mMRNA = messenger RNA.
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Table 2. DNA, RNA, and total protein content in samples of representative tissues removed

from control and LAt chickens maintained for 7 weeks on a commercial farm.

Tissue | DNA mg g ww RNA mg g - ww Proteinmg g - ww | DNA:Protein ratio | RNA:protein ratio
Control | LAt | SE | Control | LAt | SE | Control | LAt | SE | Control | LAt | SE | Control | LAt | SE
Liver | 3.7 36 |01 |24° 29°102 |25 25 [0.02|15 1.5 |0.06 | 0.7° 0.9° [ 0.05
BM 15 14 101 |09 10 {00424 23 [0.05]|0.6 0.6 |0.05|0.7 1.0° | 0.1
SM 1.2 1.2 |10.08 0.9 10 [ 00522 2.2 [0.02]0.6 0.6 [0.04|0.9 09 |01
SAT |04 04 |0.05]|0.6 0.6 |0.09|0.5° 0.6° [ 0.02 0.9 0.7 101 |19 1.7 |03
OAT |04 0.4 [0.03]|05 0.6 [0.05]05 05 (00310 08 [0.1 |18 18 |02

ww, wet weight; BM, Breast muscle; SM, Semitendinous muscle; SAT, Subcutaneous

adipose tissue; OAT, Omental adipose tissue; LAt = 100-um Lipoic acid treatment; SEM =

Standard error of the mean. N = 80 for control animals and 80 for LAt animals.

“PMeans with different lowercase letters indicate a significant difference between control
and LAt (p <0.01).
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Table 3. Differentially expressed (DE) genes using edgeR

Ensembl Identifier (ID) | Protein logConc logFC P value FDR
name
ENSGALG00000002441 | Avidin- -17.83 -3.93 0. 0.47
related 00
protein 2
(AVR2)
ENSGALG00000023622 | Avidin 14.54 -3.54 0. 0.48
(AVD) 00
ENSGALG00000011354 | Beta-crys- | —20.58 -4.60 0. 0.54
tallin A2 00
(CRY
BA2)

logConc = log Concentration; logFC = log FoldChange; FDR = False discovery rate.
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Table 4. Differentially expressed (DE) genes using DESeq

Ensembl Identifier (ID) | Protein name Log2 P value Adjusted p
(Fold value
Change)
ENSGALG00000002441 | Avidin-related | —4.35 0.00 0.00
protein 2
(AVR2)
ENSGALG00000023622| Avidin (AVD) | -3.95 0.00 0.02
ENSGALG00000006106| Decoy receptor | —-3.14 0.00 0.23
3 (DcR3)
ENSGALG00000011354 | Beta-crystallin | -5.01 0.00 0.05
A2 (CRYBA2)
ENSGALG00000023214 | Histone H2A-1V | —2.81 0.00 0.23
ENSGALG00000012435| LOC420789 -3.00 0.00 0.18
ENSGALG00000003466 | Aldose —2.72 0.00 0.32
reductase
AKR1B1
ENSGALG00000019283 | Aldose -2.85 0.00 0.23
reductase-like
(ARL) protein
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of Lipoic acid (LA) on myogenin expression in chicken myoblast.
Myogenin expression was measured by quantitative Polymerase chain reaction (qPCR)
in cells incubated in Differentiation media (DM), used as a control, and in DM
supplemented with 100 uM LA. Respective values were normalized to the level of
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and compared (p >0.05). The
bars indicate the means + Standard error of the mean (SEM) from six independent

experiments.

Figure 2. Effect of Lipoic acid (LA) on Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARy) expression in chicken adipoblast. Differentiation medium (DM) was
used as a negative control, and 20-uM 2,4-Thiolidinedione (TZD), as positive control. It
shows induction of the PPARy gene relative to the control, as measured by quantitative
Polymerase chain reaction (JPCR). PPARy was determined and normalized to the level
of B-actin. The bars indicate the means * Standard error of the mean (SEM) from 10

independent experiments. #°Different lowercase letters indicate a significant difference.

Figure 3. Effect of Lipoic acid (LA) on Dihydrolipoamide S-succinyltransferase
(DLST), Glutathione peroxidase 3 (GPX3), Pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha
1 (PDHA1), Glutathione-S transferase theta 1 (GSTT1), and Oxoglutarate (alpha
ketoglutarate) dehydrogenase (OGDH) expression in chicken liver. All genes were

determined and normalized to the level of the 18S gene. *PDpjfferent lowercase letters

indicate a significant difference.
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