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RESUMEN

La seleccion genética continua ha mejorado el rendimiento reproductivo de las
cerdas. Durante la gestacion existe una alta demanda energética, condicion que
favorece el desarrollo de un cuadro de estrés oxidativo. El objetivo de este trabajo
fue explorar el estatus oxidativo de la cerda nulipara previo a la gestacion, durante
la gestacion y después del parto a través de algunos indicadores metabolicos de
estrés oxidativo en plasma, para valorar el posible uso profilactico de
antioxidantes. Se utilizaron cerdas nuliparas, clinicamente sanas, las cuales se
dividieron en 4 grupos: vacias, 45 dias de gestacion, 100 dias de gestacion y 21
dias posparto. Se determinaron los siguiente indicadores metabdlicos de dafio
oxidativo en plasma: dafio proteico por oxidacion (Carbonilacién), capacidad
antioxidante no enzimética (FRAP), actividad de la glutation peroxidasa (GSH-Px),
niveles de acido ascorbico (Vitamina C) y lipoperoxidacion (TBARS). Se realizo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En la prueba de Carbonilacion se
observaron diferencias significativas (P>0.05) entre el grupo vacias y los demas
grupos (45 dias de gestacion, 100 dias de gestacién y 21 Dias Posparto). En la
prueba de FRAP se observo un incremento estadisticamente significativo (P<0.05)
en los grupos de 45 dias de gestacién, 100 dias de gestacion y 21 Dias Posparto
contra el grupo de vacias. En la actividad de la enzima glutation peroxidasa, se
observé una disminucion significativa (P<0.05) solamente a los 45 dias de
gestacion, el resto de los grupos no mostrd diferencias. Con relacion a los niveles
de é&cido ascorbico el grupo de vacias presentd los niveles mas altos y van
disminuyendo con una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) durante la
gestacion, hasta no ser detectada al final del periodo de destete. Con respecto a
(TBARS), observamos que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos. Los resultados de oxidacion proteica y disponibilidad
de vitamina C, obtenidos en este trabajo, sugieren el desarrollo de un cuadro de
estrés oxidativo en cerdas gestantes. Es probable que exista una relacion inversa
entre los altos niveles de carbonilacion y la disminucién gradual de las
concentraciones séricas de vitamina C, lo que tendria un impacto negativo en el
estado fisiolégico de las cerdas, llegando, incluso, a afectar su productividad.
Apoyado parcialmente por DGAPA-UNAM: 1T222611-3.

Palabras Claves: Estrés Oxidativo, cerdas nuliparas, FRAP, TBARS, Carbonilacion,
Actividad glutation peroxidasa, Vitamina C



ABSTRAC

Continuous breeding has improved the reproductive performance of sows. During
pregnancy there is a high energy demand, a condition that favors the development
of a cadre of oxidative stress. The objective of this study was to explore the
oxidative State of gilt bristle prior to pregnancy, during pregnancy and after
childbirth through some metabolic indicators of oxidative stress, to assess the
possible prophylactic use of antioxidants. Clinically healthy nulliparous gilts were
used and were divided in 4 groups: empty, 45 days of gestation, 100 days of
gestation and 21 days postpartum. The following metabolic indicators of oxidative
damage in plasma were determined: protein damage by oxidation (Carbonylation),
non-enzymatic antioxidant capacity (FRAP), activity of Glutathione peroxidase
(GSH-Px), levels of Ascorbic acid (vitamin C) and lipoperoxidacion (TBARS). The
non-parametric Kruskal-Wallis test was performed. In the Carbonylation test
significant differences were observed (P > 0.05) between the empty group and the
other groups (45 days of gestation, 100 days of gestation and 21 days
postpartum). In the FRAP test was observed a statistically significant increase
(P<0. 05) in groups of 45 days of gestation, 100 days of gestation and 21 days
post-partum against the empty group. In the activity of the enzyme Glutathione
peroxidase, a significant decrease (P<0. 05) was observed only to the 45 days of
gestation, the rest of the groups showed no difference. In relation to the levels of
Ascorbic acid the empty group presented the highest levels and are decreasing
with a statistically significant difference (P<0. 05) during gestation, to not be
detected at the end of the weaning period. With respect to (TBARS), we observe
that statistically significant differences between the different groups there are
no. The results of protein oxidation and availability of vitamin C, obtained in this
study, suggest the development of a table of oxidative stress in sows. It is likely
that there is an inverse relationship between high levels of carbonylation and the
gradual decline in serum vitamin C, which would have a negative impact on the
physiological state of the bristles, reaching even affect your productivity.
Supported partially by UNAM-DGAPA: 1T222611-3.

Key words: Oxidative stress, nulliparous, FRAP, TBARS, Carbonylation, activity
bristles Glutathione peroxidase, vitamin C
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Introduccion.

Los cambios dinamicos que ocurren en varios sistemas del organismo durante el
periodo de gestacion resultan en una modificacibn al consumo de sustratos
energéticos por parte de la madre, sobre todo en la unidad feto placentaria. Los
procesos anabdlicos y catabdlicos, que se desarrollan durante este proceso, son
altamente demandantes de energia.

La seleccion genética continua ha mejorado el rendimiento reproductivo de las
cerdas en las dltimas décadas. Por ejemplo, el numero de lechones nacidos y
destetados se ha incrementado en un 9% y 14%, respectivamente (MLC, 1979,
1998; Hermesch et al, 2008). Satisfacer este requisito productivo incrementa el
consumo energético por parte del animal.

Las exigencias energéticas sucedidas durante la gestacion conducen a un
incremento en la tasa metabdlica del organismo, la cual se acompafia de un
aumento en el consumo de oxigeno. Esta situacibn metabdlica exacerba la
tendencia oxidativa de la célula, y posiblemente el desarrollo de un cuadro de
estrés oxidativo. Sobre esta base, el organismo materno debe desarrollar una serie
de mecanismos de proteccion de tipo antioxidante, con la finalidad de permitir la
progresién adecuada de la gestacion (Vannucchi et al. 2007). Es probable que la
capacidad antioxidante de la cerda no sea suficiente para amortiguar la agresion
oxidativa que ocurre durante los procesos de gestacion y destete y que esto

facilite el desarrollo de un cuadro de estrés oxidativo.



Revision de Literatura.

1. Especies reactivas del oxigeno.

El termino de especies reactivas del oxigeno (ERO) se utiliza para describir a los
compuestos identificados como radicales libres (un radical libre se define como una
molécula que poseen uno o mas electrones desapareados en su Ultima orbita) y a
los compuestos intermediarios, como aquellos que sin ser radicales libres, generan
un radical libre (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ERO de mayor presencia en el
metabolismo celular son: el radical superéxido o anién superéxido (O°), el

perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH®).

Las ERO se generan: durante la irradiacién con luz UV, rayos X y rayos gamma; en
reacciones catalizadas por metales; en procesos inflamatorios; en la cadena
transportadora de electrones mitocondrial; en el transporte de electrones de la
NADPH oxidasa de los macréfagos activados (Valko et a/ 2006; Palmieri y

Sblendorio, 2007).

Las ERO representan la clase mas importante de moléculas reactivas generadas en
un sistema vivo aerobio. El oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuracion
Unica y es por si mismo un radical. La adicion de un electrén al dioxigeno forma al
radical anién superéxido (O*), el cual ha sido implicado en la fisiopatologia de
varias enfermedades (Valko et al 2007). Bajo condiciones fisiolégicas la

produccion del radical anién superoxido ocurre principalmente en la mitocondria, a



nivel de la cadena respiratoria, sitio donde se produce la energia para las células
(Fig. 1). El 2% del oxigeno consumido se convierte en anion superoxido en la

mitocondria (Burton y Jauniaux. 2011; Circu et a/, 2010).

Figura 1. Cadena respiratoria. Formacion de especies reactivas del oxigeno

(Tomado de Nordberg y Arnér, 2001).

Debido a su carga, el anion superoxido carece de la capacidad de penetrar las
membranas lipidicas y, por lo tanto, solo se encuentra en el compartimiento donde
se produce (Nordberg y Arnér, 2001), y reacciona con los protones disponibles en
el medio (Fig. 1) y por accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD), se forma

peroxido de hidrogeno (H202), como se muestra en la siguiente reaccion:

SOD
20, + 2H' ——  H0, + O,



El H202 a concentraciones fisiologicas, participa en eventos de sefializacion celular,
como por ejemplo, en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Veal et
al. 2007), en la apoptosis (Cléement et al. 1998) y en la regulacion de la
ureagénesis y gluconeogénesis hepatica (Diaz-Cruz et al, 2011). El sistema
antioxidante enzimatico (catalasa, glutation peroxidasa y tiorredoxinas, entre

otras) es el responsable de regular la concentracion fisiologica del H20.

El H-O, también es el precursor del OH* y del &cido hipocloroso (HOCI) generados
durante el estallido respiratorio en los fagocitos activados (Halliwell y Chirico,

1993; Norberg y Amér, 2001).

El OH* es el agente oxidante mas reactivo y toxico de las ERO. ElI OH® es altamente
reactivo, debido a su capacidad de abstraer electrones (vida media de 10 ~*? seg).
La toxicidad del OH*® se refleja al abstraer los electrones de moléculas como los
acidos grasos poliinsaturados de membrana plasmatica (Laguerre et al., 2007), de
los aminoéacidos proteicos lisina, arginina y prolina (Dalle-Donne et al., 2003;
Madian et al., 2011), asi como de los &cidos nucleicos, a nivel de las bases
adenina y guanosina del ADN (Klaunig et al/. 2011). Por lo que OH°*, esti
involucrado en los procesos de lipoperoxidacién, modificacién de la vida media de

las proteinas y fragmentacion de las cadenas polinucleotidicas del ADN.



2. Sistema antioxidante.

Debido a que las ERO se producen constantemente en forma inevitable durante los
procesos metabolicos, la célula ha desarrollado un complejo sistema de defensa
para limitar la exposicion a estos agentes. Este sistema de defensa recibe el
nombre genérico de sistema antioxidante. Segun Halliwell y Gutteridge (1999), un
antioxidante se puede definir como cualquier sustancia que al estar presente en
baja concentracion con respecto a un sustrato oxidable, retrasa o inhibe
significativamente la oxidacion del sustrato. Por su naturaleza los antioxidantes se
pueden dividir en dos grandes grupos: antioxidantes de tipo enzimatico y

antioxidantes no enzimaticos (Burton y Jauniaux, 2011; Mates et a/, 1999).
2.1 Antioxidantes Enzimaticos.
2.1.1 Superoxido dismutasa.

Fue la primera enzima antioxidante en descubrirse. En las células eucariotas, el
O° se metaboliza a peréxido de hidrégeno por dos isoenzimas, que en su
estructura contienen un centro metélico activo: la Mn-SOD, que se encuentra en la
mitocondria, y la Cu/Zn-SOD, localizada en el citosol. En la reaccion catalizada por
SOD, dos moléculas de anién superoxido mas 2 H* son utilizados para la sintesis

de peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular (Nordberg y Arnér, 2001).



2.1.2 Catalasa

Las catalasas son enzimas que con una elevada velocidad catalitica transforman al
H-O2 en agua y oxigeno. La catalasa es codificada por un solo gen, el cual es
altamente conservado entre las especies. Los mamiferos, incluyendo los humanos,
expresan catalasa en todos los tejidos y una elevada concentracién de ella puede
ser encontrada en higado, rifion y eritrocitos. Una elevada actividad de esta
enzima es detectada en los peroxisomas (Nordberg y Arnér, 2001), controlando

asi, el riesgo de la formacion de radicales hidroxilo a partir de H20..

H,0, Catalasa H,0 + O,

2.1.3 Glutation peroxidasa (GSH-PXx).

Existen por lo menos cuatro diferentes isoformas de GSH-Px en mamiferos; todas
ellas contienen selenocisteina. La GSH-Px 1 y la GSH-Px 4 son enzimas citosélicas
abundantes en la mayoria de los tejidos. La GH-Px 2 (GSH-Px gastrointestinal) y la
GSH-Px 3 (GSH-Px plasmatica). Todas las glutation peroxidasas catalizan la

reduccién de H>O2 usando glutation reducido (GSH) como sustrato:

H,0p +2GSH  SHPX 96886 + 2120

La actividad de la GSH-Px puede ser un pardmetro util para la determinacién del

estado del selenio (Se) en los animales: una disminucién en la actividad de esta



enzima puede deberse a una deficiencia de Se en la dieta (Lawrence y Burke,

1976; Wegger et al., 1980).

2.1.4 Peroxiredoxinas

Las peroxiredoxinas (Prx) son un grupo de enzimas peroxidasas en las cuales los
residuos de cisteina redox activas participan en la reduccién del H-O,. Con base a
su mecanismo catalitico, las Prx han sido separadas en tres clases: 2-Cys tipica, 2-
Cys atipica y 1-cys Prx. El grupo de las 2-Cys tipicas, son la subfamilia de las Prx
méas abundantes y contienen dos residuos de cisteinas cataliticos. Una de estas
cisteinas es oxidada directamente por H202 generando un derivado sulfénico que

es estabilizado por un puente disulfuro con otra cisteina. (Kang y Kang, 2013).

2.2 Antioxidante no enzimatico.

2.2.1 Carotenoides

La vitamina A o retinol (Fig. 2) es una de las moléculas méas conocidas dentro del
grupo de los carotenoides. Su efecto de tipo antioxidante fue descrito por primera
vez en 1932 por Monaghan y Schmitt (Konigsberg, 2008). EI mecanismo de accion
de la vitamina A como antioxidante es el de proporcionar al radical libre el electron
faltante, evitando asi la  toxicidad de este y dejando a la vitamina como una
molécula quimicamente conjugada sin su efecto clasico de vitamina y de

antioxidante, lista para ser eliminada por el higado.



H,C CH, CH, CH,

\\\\OH

CH

Figura 2. Vitamina A

2.2.2 Acido ascérbico (ASC)

El acido ascérbico (Fig. 3) es una vitamina de tipo hidrosolble que participa como
cofactor en la sintesis de colageno, carnitina y catecolaminas. (Fernandez-Duefias
et al, 2008). Una de las enzimas responsables de la sintesis del &cido ascérbico es
la L-gulono-y-lactona oxidasa y cuyo sustrato es la glucosa, esta enzima se
localiza en los microsomas hepaticos de los animales que poseen la capacidad de

sintesis de esta vitamina, como por ejemplo, el cerdo (Mahan et a/, 2004).

A pH fisiologico, predomina la forma anionica del acido ascérbico, identificada
como ascorbato. EI ASC conocido también como vitamina C, es un potente
antioxidante hidrosoluble en los fluidos bioldgicos, que secuestra radicales libres
del tipo hidroxilo, peroxilo y superéxido, quedando como un antioxidante

conjugado, el radical ascorbilo (Konigsberg, 2008). EI ASC es un excelente



antioxidante siempre y cuando no esté en presencia de hierro o de cobre, pues en

estas condiciones genera HO" (Hansberg-Torres, 2002).

Se ha demostrado que el ASC actia sinérgicamente con el a-tocoferol,
regenerando al radical tocoferilo en soluciones y en la membrana celular
(Fernandez-Dueiias et al, 2008).

CH,OH

I

HC—OH
O

X

OH OH

Figura 3. Acido ascorbico
2.2.3 o — Tocoferol (vitamina E).

Es el principal antioxidante liposoluble que protege a la membrana plasméatica del
ataque de los radicales libres. Su funcién principal es inactivar la mayor parte de
las formas reactivas de radicales libres de oxigeno, protegiendo a los acidos grasos
poliinsaturados de la oxidacién, con lo que se previene el dafio lipoperoxidativo de

las membranas celulares (Konigsberg, 2008).



La vitamina E (Fig. 4) es importante para el desarrollo y maduracion del sistema
inmune; su deficiencia predispone a infecciones ocasionadas por Escherichia coli

en cerdos (Lauridsen et al., 2007).

El tocoferol al reaccionar con los radicales libres y/o con los acidos grasos
peroxidados, detiene la propagacion del proceso lipoperoxidativo quedando esta
vitamina en su forma conjugada (radical tocoferilo). La actividad antioxidante de
la vitamina es nula en un medio acuoso. El radical tocoferilo, puede ser regenerado
a la forma activa (vitamina E), siempre y cuando haya disponibilidad de vitamina C

(Hansberg-Torres, 2002).

Figura 4. Vitamina E

2.2.4 Glutation (GSH).

El glutation (Fig. 5) es el antioxidante de mayor concentracion en el organismo (10
mM) se sintetiza en el hepatocito y se forma por la adicién secuencial de tres
aminoacidos: cisteina, glutamato y glicina (Pamplona y Costantini, 2001). El grupo

sulfhidrilo o tiol (-SH) del aminoacido cisteina es el sitio activo de la molécula, ya

10



que a través de él, participa en las reacciones de 6xido-reduccion, dando origen a
la forma reducida (GSH) u oxidada (GSSG), segun sea el caso (Martinez-Samano

et al., 2011).

El glutation también participa en la detoxificacion del H.O2, a nivel del sistema
glutation peroxidasa — glutation reductasa (Forman et a/, 2009) y juega un papel
central en regeneracion de la vitamina C y E a partir de sus formas oxidadas (Sen,

1997).

Figura 5. Glutation oxidado (GSH) y reducido (GSSG).
2.2.5 Acido Lipoico (LA)

El &cido lipoico (Fig. 6) se encuentra en todas las células procariontes y
eucariontes. Estructuralmente esta formado por una cadena de ocho carbonos, la
cual contiene dos grupos sulfhidrilos los que le permiten actuar como un par redox

(4cido lipoico/acido dihidrolipoico). Esta caracteristica fisicoquimica ha sido

11



utilizada por la célula para regenerar los principales sistemas antioxidantes de ella
(tiorredoxina, ascorbato, ubiquinona y glutation). Por otro lado, este par redox
posee la propiedad de inactivar radicales libres en un medio acuoso o lipidico, por
lo que se le ha considerado como un antioxidante ideal (Biewenga et a/, 1997,

Cadenas y Packer, 2002; Diaz-Cruz, et al, 2003).

Figura 6. Acido lipoico
2.2.6 Acido Urico

El &cido urico (fig. 7) se produce en la oxidaciéon de la hipoxantina y xantina por

la xantino oxidasa y deshidrogenasa (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Es el antioxidante méas abundante en el plasma y contribuye con dos terceras
partes de toda la capacidad de este para neutralizar a los radicales libres. Es
particularmente efectivo en la desactivacion de hidroxilo, superoxido y peroxinitrito

(Waring, 2002).

12
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Figura 7. Acido urico

2.2.7 17B-Estradiol

Las propiedades antioxidantes del 17B-estradiol y otros compuestos estrogénicos
relacionados se deben al grupo fendlico en el anillo A de esta molécula (Fig. 8)
(Borras et al, 2010). Estudios de relacion estructura-actividad han demostrado
claramente que este grupo es el Unico requisito estructural para lograr la
supervivencia celular a agresiones oxidativas (Prokai-Tatrai et a/, 2008). Se ha
postulado que la captacion directa de radicales hidroxilo por los antioxidantes
fendlicos causa la interrupcién de la reaccién en cadena de los radicales libres,
como la lipoperoxidacion, debido a la rdpida donacion de un atomo de hidrégeno
del hidroxilo del grupo fendlico al radical (Behl, 2003). La reduccion del radical
fenoxil por reductores intracelulares (ascorbato, tioles) recicla a los antioxidantes

fendlicos (Prokai-Tatrai et al, 2008).

13



Fig 8. 17p-Estradiol

3. Estrés oxidativo.

Todos los organismos aerdbicos sintetizan especies reactivas del oxigeno y es el
sistema antioxidante de célula el responsable de mantener a estas especies en el
rango de una concentracion fisioldgica. Se sabe que algunas de las ERO, a
concentraciones fisiolégicas actian como reguladores de varios procesos

metabolicos (Diaz-Cruz, et al, 2011).

Sin embargo, la toxicidad de las especies reactivas del oxigeno se pone de
manifiesto cuando su produccion rebasa sus niveles fisiologicos y el sistema
antioxidante de defensa de la célula, es incapaz de controlar la sobreproduccion de
ERO’s. A esta situacion metabdlica se le conoce como estrés oxidativo (Lykkesfeld

y Svendsen, 2007).

14



3.1 Estrés oxidativo y su efecto sobre el ADN

El dafio al ADN ocasionado por las ERO, principalmente el radical hidroxilo, incluye
ruptura de las cadenas polinucleotidicas, formacion de enlaces cruzados entre
ellas, asi como cambios en la estructura de las bases puricas y pirimidicas y en la

desoxirribosa (Klaunig et al. 2011).

Si el dafio al ADN no se repara antes o durante la replicacién, puede resultar en
una mutacion 6 induccién de la transcripcién, induccion de las vias de sefializacion,
errores de replicacion e inestabilidad genémica y muerte celular; todos estos

efectos han sido asociados al proceso de carcinogénesis (Klaunig et al. 2011).

3.2 Lipidos.

La peroxidacion lipidica es probablemente el area mas explorada en la
investigacion cuando se trata de ERO. Debido a sus dobles enlaces, los acidos
grasos poliinsaturados son un excelente blanco para ser atacados por los radicales
libres. La elevada concentracion de éacidos grasos poliinsaturados en todas las
membranas las hace especialmente vulnerables a la peroxidacion y las
consecuencias son: modificacibn de la topologia, de la fluidez y motilidad,

inactivacion enzimatica, efectos toxicos en la division celular, etc. (Catala, 2006).

Entre las especies reactivas del oxigeno involucradas en el proceso de oxidacion

lipidica se encuentran, en primer lugar el radical hidroxilo, seguido de los radicales
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peroxilo y alcoxilo y finalmente el singulete de oxigeno y el ozono (Laguerre et al.,

2007).

La lipoperoxidacion se divide en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion.
En la etapa de iniciacion un radical con suficiente reactividad sustrae un atomo de
hidrogeno del grupo metileno adyacente al doble enlace, formando un radical
lipidico (L*). En la etapa de propagacion, se adiciona oxigeno al radical lipidico,
originando el radical lipoperoxilo (LOO®), que a su vez sustrae un hidrégeno de
otro &cido graso, formando un nuevo radical lipidico ademas de un
lipohidropéroxido (LOO). Esta molécula es la primera relativamente estable en la
reaccion. Cada radical lipidico formado puede iniciar una nueva oxidacién de un
acido graso insaturado ocasionando una reaccion en cadena. La etapa de
terminacidbn se caracteriza por la reaccidbn entre dos radicales lipidicos 0
lipoperéxidos formando productos no radicales (Catalad, 2006; Laguerre et al.,

2007; Niki et al., 2005).

Una gran diversidad de aldehidos se forma cuando los lipohidropéroxidos son
degradados por la célula. Algunos de esos aldehidos son altamente reactivos, el

mas estudiado es el malondialdehido (MDA) (Catala, 2009).
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3.3 Proteinas.

Diferentes tipos de modificaciones por oxidaciéon pueden inducirse directamente
por ERO o indirectamente por reaccion con productos secundarios de otros
procesos oxidativos ocasionados por las ERO. La cisteina es particularmente
propensa al ataque oxidativo por casi todas las ERO. Las modificaciones en las
proteinas provocadas por oxidacion directa de lisina, arginina, treonina y prolina o
por la reaccion secundaria de cisteina, histidina o residuos de lisina con
compuestos producidos durante la lipoperoxidacién (malondihaldeido, 4-hidroxi-2-
nonenal), conducen a la formacion de grupos carbonilos en las proteinas. (Dalle-

Donne et al., 2003; Madian et al., 2011).

Uno de los efectos ocasionados por la oxidacion de las proteinas, es acortar su
vida media, modificando negativamente los procesos metabdlicos dependientes de

estas proteinas.

3.4 Estrés oxidativo en los animales.

El estrés oxidativo ha sido observado en caballos con algun proceso patolégico, por
ejemplo: en obstrucciones de las vias respiratorias, hemorragia pulmonar inducida
por ejercicio, artritis, laminitis y estrangulamiento intestinal (Lykkesfeld vy

Svendsen, 2007; Kirschvink et al., 2008; de Moffarts et al., 2005).

En bovinos, se ha sugerido que la retencion de las membranas fetales en vacas

esta conectada a un desbalance entre la produccién y la neutralizacion de ROS
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(Kankofer, 2001 y Kankofer y Schmerold, 2002). Asi como en mastitis (Ranjan et
al.,, 2005) y neumonia (Ledwozym and Stolarezyk, 1992). Igualmente, se han
encontrado altas concentraciones de ERO en la sangre de becerros recién nacidos
en comparacion con los valores de sus madres. Esto es un indicador indirecto de la

presencia de estrés oxidativo (Gaél et al. 2006).

También se ha demostrado la existencia de un cuadro de estrés oxidativo en pollos

de engorda con sindrome ascitico (Diaz-Cruz et al. 2003).

En perros de caceria se ha confirmado que el ejercicio incrementa la produccién de
ERO al punto de exceder las defensas antioxidantes y causar estrés oxidativo

(Pasquini et al. 2010).

Wang et al, (2006), reporta que el arsénico (30 mg/Kg) en dietas para cerdos,
induce un aumento en los niveles de lipoperoxidacion, deplecién del gutation y
disminucion de la actividad de algunas enzimas del sistema antioxidante (SOD,

CAT, GPx), todos ellos relacionados al metabolismo de los radicales libres.

Ma et al. (2012) mencionan con base a sus resultados, que el epitelio intestinal de

cerdos recién destetados, cursa con un cuadro de estrés oxidativo.

Ademas, Shi-bin et a/, (2007), reportan que la administracién de aceite de pescado
oxidado, induce un cuadro de estrés oxidativo en cerdos destetados y que esta

alteracion metabdlica, podria afectar el desarrollo productivo de los animales.
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Asi mismo, Zhu et al. (2012) muestran a nivel intestinal, que la actividad de la
enzima SOD disminuy0 y las concentraciones de MDA, NO, y H20. aumentaron en
cerdos después del destete y que la presencia de una mezcla de antioxidantes en
la dieta, previene el dafio causado por los radicales libres y suprime el estrés

oxidativo.

Por otra parte, algunos autores han reportado el efecto que tiene la administracion
de vitamina C a distintas concentraciones en la dieta para cerdos, principalmente
sobre la ganancia de peso, la conversién alimenticia y la respuesta inmune, sin
explorar el efecto antioxidante de esta vitamina (Brown et a/, 1970; Yen and Pond
1981, 1983; Mahan and Saif 1983; Miller and Kornegay 1983; Mahan et a/, 1994;
Eicher et al, 2006), lo que difiere en mucho a lo reportado con la vitamina E, en
donde el efecto antioxidante de ella ha sido ampliamente estudiado en cerdos
(Monahan et al, 1990; Fontaine and Vally 1977; Jensen et al/, 1979; Lauridsen et

al, 1999).
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Justificacion

La literatura especializada indica que los cerdos desarrollan un estado de estrés
oxidativo en presencia de algun inductor (aceite de pescado oxidado, arsénico,
cobre, hierro, etc.); sin embargo, hay poca informacibn que muestre si la
gestacion o el destete, por si mismos, son factores que favorezcan el progreso de
un estado oxidativo en la cerda. Por consiguiente y debido al impacto negativo
que podria tener un estado oxidativo, mas alld de lo fisiol6gico, sobre la
productividad porcicola, es importante explorar si la cerda antes de la gestacion,

durante la gestacion y después del parto cursa con un cuadro de estrés oxidativo.
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Hipotesis

La gestacion y la lactacion son procesos que favorecen la apariciéon de un cuadro

de estrés oxidativo en la cerda.

Objetivo general

Realizar un estudio observacional para explorar el estado oxidativo de la cerda
nulipara previo a la gestacion, durante la gestacién y después del parto a través de
algunos indicadores metabdlicos de estrés oxidativo, para valorar el posible uso

profilactico de antioxidantes.

Objetivo particular

Estimar el estado oxidativo en la cerda previo a la gestacion, durante la gestacion
y después del parto a través de la determinacion del dafio oxidativo proteinico
(carbonilacion), del poder antioxidante por reduccion férrica (FRAP), de la actividad
de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px), de la determinacion de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) y de las concentraciones de acido

ascorbico en el plasma.
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Material y Métodos

1. Instalaciones

La investigacion se realizo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Auténoma de México, el cual se localiza en el Km 2 de la

carretera Jilotepec-Corrales, en Jilotepec, Estado de México.

Las pruebas de laboratorio se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bioquimica del
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

2. Animales

Los animales utilizados en este estudio pertenecian a la linea Yorkshire-Landrace y
se seleccionaron segun los lineamientos establecidos por el CEIEPP. El nUmero de
animales usados se indica en la seccion de Resultados (cuadros). El alimento
ofrecido a los animales se formul6 con base en los requerimientos nutrimentales
que marca el NRC (1998) para cerdas primerizas y se fabrico en la planta de

alimentos del CEIEPP.
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2.1 Criterios de inclusion
Se incluyeron hembras primerizas de 24 semanas de edad, con 125 Kg de peso, 17
mm de grasa dorsal, aproximadamente, que hubieran presentado entre uno y tres
celos, clinicamente sanas, sin antecedentes de enfermedad.

2.2 Criterios de exclusion
No se incluyeron hembras que tuvieran reporte de enfermedad o que estuvieran
involucradas en algun otro protocolo de investigacion al momento de tomar la
muestra sanguinea.

2.3 Criterios de eliminacion
Se eliminaron del estudio los animales que presentaron signos clinicos de cualquier

proceso patoldgico.

3. Clasificacion de los animales

Las cerdas primerizas seleccionadas se clasificaron de la siguiente forma:

a) No gestantes (vacias)

b) Con 45 dias de gestacién

c) Con 100 dias de gestacion

d) Con 21 dias posparto (al destete)
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De cada grupo se seleccionaron al azar distintos animales, a cada uno de los
cuales se le tom6é una muestra de sangre, que posteriormente se analizd en el

laboratorio.

En el CEIEPP, las condiciones de alojamiento y alimentacion de cada grupo son las

siguientes:

3.1 Cerdas primerizas no gestantes (vacias)

Tienen una edad aproximada de 24 semanas y pesan 125 Kg. Se alojan en grupos
de tres animales, en corrales de concreto de 4 x 3 m, con piso de rejilla en el area
hameda y reciben un alimento en harina con 15% de proteina cruda y 3.05 Mcal

EM/Kg a libre acceso.

3.2 Cerdas con 45 dlias de gestacion

Se alojan en jaulas individuales, con piso de rejilla de concreto y alimentador
automatico. Reciben 2 Kg de un alimento en harina con 13% de proteina cruda y

3.2 Mcal EM/Kg. En esta area permanecen hasta el dia 55 de la gestacion.

3.3 Cerdas con 100 dias de gestacion

A partir del dia 56 de gestacion las cerdas se alojan en corrales individuales, con
dimensiones de 2.5 m de ancho x 4 m de largo. Reciben 3 Kg de dieta de

gestacion y permanecen en esta area hasta cinco dias antes del parto.
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3.4 Cerdas con 21 dias posparto (al destete)

Cinco dias antes del parto, las cerdas se trasladan a una sala de maternidad,
donde se alojan en jaulas parideros con lechonera lateral. Alli reciben un alimento
de lactacion en harina, con 18.2% de proteina cruda y 3.35 Mcal EM/Kg. En esta

area permanecen hasta el destete, que se realiza a los 21 dias posparto.

3. Toma de muestras sanguineas

Se tomaron aproximadamente 10 ml de la vena cava anterior, en tubos
Vacutainer® con K2 EDTA, de cada animal seleccionado para cuantificar los
distintos indicadores metabdlicos de estrés oxidativo (carbonilacion de proteinas,
FRAP, GSH-Px, TBARS vy &cido ascorbico). Las muestras se obtuvieron

aproximadamente a la 8 de la mafiana, con los animales en ayunas.

La muestra colectada se centrifug6 a 3000 rpm por 10 min (Nufiez y Bouda, 2007);
se recuperd el sobrenadante (aprox. 4 ml) y se dividi6 en alicuotas de 2 ml
aproximadamente, las cuales se congelaron a -40°C para su posterior
procesamiento. Las muestras se trabajaron por duplicado y para las
determinaciones de tipo colorimétrico se utiliz6 un espectrofotbmetro UV/Visible

(Genesys 10S UV/VIS, Thermo Scientific).
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4. Pruebas de laboratorio

4.1. Dafo proteinico por oxidacion (carbonilacion). La aparicion de
nuevos grupos carbonilos en los residuos de aminoacidos de proteinas es evidencia
de dafio por oxidacion. La 2,3-dinitrofenilhidrazina se une de forma selectiva a los
grupos carbonilos de las proteinas, formando un complejo hidrazona estable que

puede cuantificarse a 370 nm (Levine et al. 1990).

Primero se determind la concentracion de proteina en las muestras, segun la
técnica de Bradford (1976). Brevemente, 10 ul de plasma se diluyeron en agua
destilada (1/50). De cada dilucion se tomaron 50 pl y se aforaron a 100 ul con
agua destilada. A este volumen se le adicionaron 5 ml del reactivo de Bradford
(100 mg de azul de Coomasie G-250, 50 ml de etanol al 95%, 100 ml de &cido
fosférico al 85% y agua destilada suficiente para alcanzar 1 litro de solucion final).
La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y se ley6 a 595 nm.
Cada prueba se hizo por duplicado. Los resultados se calcularon mediante una
curva patron de albimina sérica bovina (P/V) y los resultados se expresaron como
mg de proteina por ml de plasma. A partir de estos valores se calculé el volumen

necesario para obtener 2 mg de proteina.

La concentracion de carbonilos se realizd con base en el procedimiento consignado
por Levine et al. (1990). Para este fin, por cada muestra de plasma se etiquetaron

cuatro tubos de microcentrifuga como control(C), control duplicado (CD), prueba
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(P) y prueba duplicado (PD), a los cuales se transfirieron volimenes de plasma que
contuvieran 2 mg de proteina. A los tubos C y CD se les agregd 500 pl de HCI
2.5M, mientras que a los tubos P y PD se les agregé 500 pl de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNFH) 10 mM en HCI 2.5 M. Los tubos se mantuvieron 1 hora
a temperatura ambiente, en la obscuridad, agitando cada 15 minutos. Al finalizar el
periodo de incubacién, se adicionaron 500 ul de acido tricloroacetico al 20% con la
finalidad de precipitar la proteina; seguidamente, los tubos se centrifugaron a
15000 x g por 5 minutos; se decanté el sobrenadante. Para eliminar la 2,4-
dinitrofenilhidrazina que no se unié a los grupos carbonilos, los precipitados se
lavaron con 1 ml de una mezcla etanol anhidro y etil acetato en una relacion 1:1
(V/V), luego se centrifugaron a 15000 x g por 5 minutos y el sobrenadante se
decantd. Este proceso se repitio tres veces. Por ultimo, se agregd 1ml de solucién
acuosa de hidrocloruro de guanidina 6 M mas fosfato de potasio monobasico 20
mM (pH ajustado a 2.3); los tubos se agitaron e incubaron a 37 °C por 20 minutos
para poner en suspension el precipitado. La absorbancia de las muestras se obtuvo
a 370 nm. Para calcular los resultados, la absorbancia promedio de los tubos
control se rest6 a la absorbancia promedio de los tubos prueba. Este valor se
utilizd para obtener la concentracion de carbonilos, empleando un coeficiente de
extincion molar de 22000 Mt cm™; los valores se consignaron en nmol por mg de

proteina (nmol/mg).
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4.2 Capacidad antioxidante no enzimatica. Esta prueba se basa en el hecho
de que los antioxidantes impiden la oxidacibn de un sustrato mediante una
reaccion redox, en la cual el oxidante se reduce a expensas del antioxidante. La
prueba exceptia a los antioxidantes que actian mediante quelacion o
desactivacion enzimatica. Los antioxidantes presentes en una muestra reducen en
un medio acido al Fe (Ill), dando lugar a Fe (l1), el cual, en presencia de 2,4,6-
tripiridil-s-triazina, forma un complejo de color azul, cuya absorbancia se mide a
593 nm. La técnica empleada para cuantificar el nivel de protecciébn no enzimético
con que cuenta el animal fue la metodologia identificada por sus siglas en inglés
como FRAP (prueba de poder antioxidante por reduccion férrica), de acuerdo con
el método descrito por Benzie y Strain (1999). En resumen, se tomaron alicuotas
de 50 pl por duplicado de cada muestra; a cada una se le agregaron 1.5 ml de una
solucion amortiguadora de acetato 300 mM a pH 3.6, cloruro férrico hexahidratado
(Fe (1)) 200 mMM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM (disuelto en HCI 40
mM) en una relacién 10:1:1, respectivamente. Las muestras se incubaron a 37°C
en agitacién continua por 15 minutos y se midié la absorbancia a 593nm. Las
muestras se protegieron de la luz todo el tiempo, pues el TPTZ es sensible a la luz.
Se prepararon curvas patron con soluciones acuosas de FeSOs a diferentes
concentraciones (0.2 — 3.2 mM); los resultados se presentan en nmol de Fe (lI)

formados por ml de muestra.
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4.3 Actividad de la glutation peroxidasa. Se determina mediante el
acoplamiento de dos reacciones. En la primer reaccion, la enzima glutation
peroxidasa (GPx) presente en la muestra cataliza la transformacion de glutation
reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG); para ello utiliza el peroxido de
hidrogeno (H202) como segundo sustrato. En la segunda reaccion, el GSSG es
reducido (GSH) por accion de la enzima glutatiéon reductasa, con el consumo de
NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducida). De este modo, la
desaparicion de NADPH es proporcional a la concentracion de GSSG formado y

dependiente de la actividad de la enzima GPx.

La actividad de la glutation peroxidasa se cuantific6 por el método descrito por
Lawrence y Burk (1976). Para ello, se tomaron alicuotas de 100 pl de cada
muestra; a cada una se le agregaron 800 ul de una mezcla formada por una
solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 7.0 con EDTA 1 mM y NaHz 1 mM,
GSH reducido 1mM, glutation reductasa 1 U/ml y NADPH. Las pruebas y los
controles se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos y luego se les
agregaron 100 ul de H2O2 2.5 mM. La absorbancia se ley6 a 340 nm alos 0y 5
minutos posteriores a la adicion del H202. El coeficiente de absorcion molar del
NADPH de 6.22 x 10° se emple6 para los céalculos. Los resultados se presentan en

nmol por ml de plasma.
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4.4 Concentracion de acido ascorbico. El acido ascérbico reduce al
colorante 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) y causa una disminucién en la
absorbancia del colorante a 520 nm. La reaccidn debe llevarse a cabo en un rango

de pH de 3.0 — 4.5.

La concentracion de acido ascorbico se midid segun el procedimiento descrito
por Omaye et a/ (1979). En tubos de microcentrifuga se agregan 300 ul de DCPIP
y 300 ul de buffer de citrato/acetato elaborado de la siguiente manera: se pesan
22 g de citrato trisddico dihidratado y se disuelven en 40 ml de agua bidestilada,
se ajusta el pH a 4.15 con acido acético glacial y se afora a 100 ml con agua
bidestilada. Dicha mezcla se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente; al
finalizar este periodo, se registra la absorbancia a 520 nm. Enseguida, a la mezcla
anterior se le adicionan 600 ul de plasma, para después precipitar la proteina con
acido tricloroacético al 10% y centrifugar los tubos a 35000 x g por 20 minutos. Se
incuba a temperatura ambiente por 5 minutos y se realiza una segunda lectura a
la misma longitud de onda. Esta determinacion se acompafia de una curva patron
con diferentes concentraciones de acido ascérbico (0 a 120 nmol). Para obtener el
resultado final, se resta la densidad Optica de la segunda lectura a la primera. Los

resultados se consignan en nmol de acido ascorbico por ml de muestra.

4.5 Lipoperoxidacion. El malondialdehido (MDA) es un producto secundario de
la oxidacion de los acidos grasos insaturados con mas de dos dobles ligadura, que

reacciona con el acido tiobarbiturico en un medio acido y a temperaturas elevadas;
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al conjunto de todos estos compuestos se les llama TBARS (sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico, Hoyland y Taylor, 1991). El producto de la reaccion tiene un

color rosa-naranja que absorbe luz entre 532 y 535 nm.

La presencia de acidos grasos oxidados se detectdé mediante la prueba de
TBARS, de acuerdo con el procedimiento descrito por Ohkawa et a/ (1979). Para
tal fin, se tomaron alicuotas de 100 pl de cada muestra; a cada una se le agrego 1
ml de &cido tiobarbitdrico al 0.8% en solucion acuosa y 2 ml de acido acético al
20% con un pH de 2.5. Las muestras se colocaron en agua en ebullicion por un
periodo de 60 min, al término del cual las muestras se incubaron a 4°C por 5 min.
Posteriormente, se agregaron 5ml de n-butanol a cada muestra, se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se
separ6 y se midio su densidad 6ptica a 532 nm. La concentracion de TBARS en las
muestras se calculé usando curvas patrén de MDA (entre 10 y 80 uM). EI MDA se
obtuvo de la hidrdlisis de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en HCI 0.1 N durante 12 horas
a temperatura ambiente (Gutteridge, 1975); una molécula de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano produce 1 molécula de MDA, por lo que la molaridad se
mantiene (Lawrence et al.,1979). Los resultados se consignan en nmol de

malondialdehido por ml de muestra (nmol MDA/m).
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4. Analisis estadistico

Para las diferentes pruebas se realizaron estadisticas descriptivas y se
obtuvieron cuartiles. El andlisis grafico consistié en obtener las graficas de caja. El
namero de animales que se utilizé en cada prueba se muestra en el apartado de

resultados, en el cuadro correspondiente a la estadistica descriptiva.

Se realiz6 la prueba no pardmetrica de Kruskal-Wallis para igualdad de
medianas (Randles y Wolfe, 1979) y en los casos en que se rechazé la hipoétesis
nula se compararon las medianas de los diferentes grupos mediante la

contrastacion de las siguientes hipotesis:

1. Ho: 361 = (B2+ 03+ 04) vs Ha: 3061 # (624 B3+ 6.)
2. Ho: 20, = (B3+ 04) vs Ha: 26, # (B3 + 64)
3.Ho0:03= Bsvs Ha: 63 # 04

donde 6; es la mediana del grupo i, 1< i < 4; 81 es la mediana del grupo de vacias,
0, es la mediana del grupo con 45 dias de gestacién, 6s es la mediana del grupo
con 100 dias de gestacion y 6. es la mediana del grupo con 21 dias posparto

(Marascuilo y McSweeney, 1977)
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Resultados

1. Daio proteinico por oxidacion

Los datos de la estadistica descriptiva de los diferentes grupos con respecto al
proceso oxidativo de las proteinas plasmaticas, como un indicador metabdlico de
estés oxidativo, se muestran en el cuadro 1. El cuadro 2 muestra los cuartiles de

los diferentes grupos.

Cuadro 1. Estadisticas descriptivas del daio proteinico por oxidacion,
nmol/mg proteina.

Vacias 45 diasde 100 dias de 21 dias

gestacion gestacion posparto
n 10 13 13 10
Media 0.1906 0.8859 0.7617 0.7010
Desviacion estandar  0.0492 0.1818 0.1614 0.1748
Minimo 0.1102 0.6238 0.5556 0.3613
Maximo 0.2500 1.1943 1.0897 0.9170
Rango 0.1397 0.5704 0.5340 0.5556

Cuadro 2. Cuartiles del dafo proteinico por oxidacion,

nmol/mg proteina.

Primer cuartil Mediana Tercer cuartil
Vacias 0.1377 0.2051 0.2258
45 dias de gestacion 0.7488 0.9187 0.9772
100 dias de gestacion 0.6264 0.7287 0.8659

21 dias posparto 0.5982 0.6761 0.8500
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La Fig. 9 presenta la formacion de carbonilos por mg de proteina; el estadistico de
Ji-cuadrada de la prueba de Kruskal-Wallis resulté significativo (Ji cuadrada=

25.085, £ < 0.0001).

Figura 9. Dafio proteinico por oxidacion (Carbonilacién de proteinas).

La comparacién de las medianas de los diferentes grupos mediante un intervalo de

confianza al 95%, dio los siguientes resultados:

e para el primer contraste: (-108.591, -27.978)
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e para el segundo contraste: (-12.598, 39.644)

e para el tercer contraste: (-14.567, 16.998)

El dafio proteinico por oxidacion fue menor en las cerdas vacias que en el resto de
los grupos (P>0.05). Este resultado muestra que la gestacion y el destete son
eventos fisiologicos que se acompafian de un proceso oxidativo de proteinas

plasmaticas.

2. Capacidad antioxidante no enzimatica

Los datos de las estadisticas descriptivas de los diferentes grupos con respecto a la
prueba de capacidad antioxidante no enzimatica se muestran en el cuadro 3. El

cuadro 4 muestra los cuartiles de los diferentes grupos.

Cuadro 3. Estadisticas descriptivas de la capacidad Antioxidante no enzimatica,
nmol Fe II/ml plasma

Vacias 45diasde 100 dias de 21 dias

gestacion gestacion posparto
n 16 13 13 9
Media 425.040 753.122 682.927 683.668
Desviacion estandar 204.804 152.644 65.837 170.382
Minimo 205.397 564.853 579.305 424.369
Maximo 825.910 1075.007 793.534 926.937
Rango 620.513 510.155 214.229 502.568
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Cuadro 4. Cuartiles de la capacidad antioxidante no enzimatica, nmol Fe II/ml plasma

Primer cuartil Mediana Tercer cuartil
Vacias 248.433 322.708 600.481
45 dias de gestacion 608.710 747.925 866.521
100 dias de gestacion 629.924 678.517 753.514
21 dias posparto 526.326 692.957 804.010

En la Fig. 10 puede observarse el resultado de la medicion de la capacidad
antioxidante de las cerdas, expresada como nmol de Fell/ml de plasma; el
estadistico de Ji-cuadrada de la prueba de Kruskal-Wallis resulté significativo (Ji-

cuadrada= 17.929, A<0.0001).

La comparacion de las medianas de los diferentes grupos mediante un intervalo de

confianza al 95%, dio los siguientes resultados:

e para el primer contraste: (-95.388, -18.831)

e para el segundo contraste: (-24.502, 34.482)

e para el tercer contraste: (-21.449, 14.189)

Las cerdas vacias presentaron la menor capacidad antioxidante no enzimatica
(P>0.05). Los valores superiores al basal indican una mayor proteccion al ataque

de las especies reactivas al oxigeno. En la Fig. 10 puede observarse cémo
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incremento la proteccion antioxidante de tipo no enzimético durante la gestacion y

hasta el momento del destete.

Figura 10. Capacidad antioxidante

3. Actividad de la enzima GSH-Px

Los datos de las estadisticas descriptivas de los diferentes grupos con respecto a la
actividad de la enzima GSH-Px se muestran en el cuadro 5. El cuadro 6 muestra los

cuartiles de los diferentes grupos.

38



La Fig. 11 presenta la actividad de la enzima GSH-Px; el estadistico de Ji-cuadrada

de la prueba de Kruskal-Wallis resultdo significativo (Ji-cuadrada= 13.868,

P<0.003).

Cuadro 5. Estadisticas descriptivas de la actividad de la enzima GSH-Px,

nmol de NADPH oxidado/ml de muestra

Vacias 45 dias de

gestacion
n 16 13
Media 73.272 52.642
Desviacion estandar  39.685 27.679
Minimo 12.861 9.807
Maximo 129.903 92.733
Rango 117.041 82.926

100 dias de 21 dias

gestacion posparto
13 7
92.724 102.223
19.726 17.676
61.414 74.115
124.405 126.205
62.990 52.090

Cuadro 6. Cuartiles de la actividad de la enzima GSH-Px,

nmol de NADPH oxidado/ml de muestra

Primer cuartil

Vacias 28.110
45 dias de gestacion 25.723
100 dias de gestacion 74.011

21 dias posparto 82.379
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Mediana Tercer cuartil
82.990 97.704
57.556 75.016
97.427 107.451
110.755 119.139



Figura 11. Actividad de la enzima GSH-Px

La comparacion de las medianas de los diferentes grupos mediante un intervalo de

confianza al 95% dio los siguientes resultados:

e para el primer contraste: (-46.803, 28.803)

e para el segundo contraste: (-67.840, -9.319)

e para el tercer contraste: (-21.761, 14.281)

La actividad de la enzima GSH-Px fue menor en las cerdas con 45 dias de

gestacion que en las cerdas con 100 dias de gestacion y destetadas (P>0.05). La
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Fig. 11 muestra esa disminucion y la posterior recuperacion de la actividad de la

enzima.

4. Concentracion de acido ascorbico

Los datos de las estadisticas descriptivas de los diferentes grupos con respecto a la
concentraciéon de acido ascorbico se muestran en el cuadro 7. El cuadro 8 muestra

los cuartiles de los diferentes grupos.

Cuadro 7. Estadisticas descriptivas de la concentracién acido ascoérbico,

nmol acido ascérbico/ml muestra

Vacias 45 diasde 100diasde 21 dias
gestacion gestacion posparto

N 19 11 8 10
Media 14.451 22.070 13.376 ND
Desviacion estandar 6.127 6.113 8.405 0
Minimo 3.091 9.778 6.062 0
Maximo 25.682 30.820 29.138 0
Rango 22.590 21.042 23.076 0

Cuadro 8. Cuartiles de la concentracion acido ascorbico,

nmol acido ascérbico/ml muestra

Primer Cuartil Mediana Tercer Cuartil
Vacias 10.827 13.794 20.473
45 dias de gestacion 18.331 22.828 27.342
100 dias de gestacion 7.224 9.029 20.582
21 dias posparto 0 0 0
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La Fig. 12 presenta la concentracion de &cido ascorbico; el estadistico de Ji-
cuadrada de la prueba de Kruskal-Wallis resulto significativo (Ji-cuadrada= 29.564,
P<0.0001). La concentracion de acido ascorbico disminuy6 con el tiempo, desde
los 45 dias de gestacion hasta los 21 dias posparto, momento en el cual el acido

ascorbico ya no se detecto.

La comparacion de las medianas de los diferentes grupos mediante un intervalo de

confianza al 95% dio los siguientes resultados:

e para el primer contraste: (-27.803, 41.847)

e para el segundo contraste: (9.982, 70.037)

e para el tercer contraste: (4.065, 41.194)

La concentracion de &cido ascérbico fue mayor en las cerdas vacias que en las 45

dias de gestacion, cerdas con 100 dias de gestacion y destetadas (P>0.05).
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Figura 12. Concentracion de acido ascérbico

5. Lipoperoxidacion

Los datos de las estadisticas descriptivas de los diferentes grupos con respecto a la
lipoperoxidacién se muestran en el cuadro 9. El cuadro 10 muestra los cuartiles de

los diferentes grupos.

La Fig. 13 presenta la concentracion de MDA en plasma; el estadistico de Ji-
cuadrada de la prueba de Kruskal-Wallis resulté no significativo (Ji-cuadrada=
1.530, A<0.675). Esta medicion es directamente proporcional a la magnitud de la

lipoperoxidacion en una muestra; entonces, los valores mas elevados indican
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mayor estrés oxidativo. En esta prueba no existieron diferencias entre los cuatro

grupos de animales.

Cuadro 9. Estadisticas descriptivas de la lipoperoxidacidn,

nmol MDA / ml plasma

Vacias 45 Dias 100 Dias de 21 Dias
Gestacion gestacion Posparto
n 22 13 12 10
Media 10.029 12.1938 14.066 11.620
Desviacion 4.147 7.560 17.854 10.068
Estandar
Minimo 1.204 2.197 2.131 1.50
Maximo 16.359 26.731 62.497 35.339
Rango 15.155 24.533 60.365 33.839
Cuadro 10. Cuartiles de la lipoperoxidacion,
nmol MDA / ml plasma
Primer Cuartil Mediana Tercer Cuartil
Vacias 8.308 10.996 12.155
45 Dias Gestacion 7.202 9.332 18.400
100 Dias Gestacion 5.988 7.626 10.951

21 Dias Posparto 4.892 7.721 16.179
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Discusion

El proposito de este estudio fue investigar si los procesos de gestacion y destete
generan un cuadro de estrés oxidativo en las cerdas. Se sabe que la cerda se
encuentra en un estado metabdlico comprometido durante los periodos de
gestacion y lactacion a consecuencia del crecimiento fetal (Ji et al., 2005), del
aumento de la glandula mamaria (Kim et al, 1999; Ji et al, 2006) y de la

produccién de leche (Kim et al., 2000).

La alta demanda de energia conlleva un incremento en el consumo de oxigeno,
condicion que favorece la presentacion de un cuadro de estrés oxidativo (Agarwal
et al, 2003; Vannucchi et al. 2007). Un control ineficiente en la sintesis de las
especies reactivas de oxigeno, tales como radicales libres, hidroperoxidos lipidicos
y aldehidos, conduce a un dafio de las proteinas, de los lipidos y del ADN (Wang y

Huang, 1994).

La carbonilacién de proteinas es una de sus modificaciones estructurales mas
perjudiciales e irreversibles y se considera como un sello distintivo de los
desérdenes relacionados con el estrés oxidativo (Dalle-Donne et al., 2006; Yao y
Rahman, 2011). La determinacion de carbonilos proteinicos se realiza a menudo
para evaluar el grado de estrés oxidativo en el contexto de dafio celular, el

envejecimiento y varios trastornos relacionados con la edad (Fedorova et al.,
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2013). Ademaés, se ha propuesto a la carbonilacion de proteinas musculares como

una de las principales razones de la distrofia muscular (Barreiro y Hussain, 2010).

Recientemente, un gran numero de evidencias experimentales indican que la
carbonilacion de biomoléculas es el paso inicial en la respuesta inflamatoria vy
autoinmune (Foell et al., 2007; Miller et al.,, 2012). Con base en los resultados
obtenidos en este trabajo, puede decirse que la gestacion y el destete son eventos
fisioldgicos en los que se incrementa la oxidacion de las proteinas plasmaticas,

siendo una de las posibles causas, la presencia de especies reactivas del oxigeno.

En un estudio llevado a cabo en humanos clinicamente sanos, se consigné un valor
de correlacion de 0.807 entre FRAP y el estado total de antioxidantes (TAS, por
sus siglas en inglés), lo que significa que ambas técnicas son Utiles para valorar la
proteccion de tipo antioxidante que posee el individuo (Jansen y Ruskovska, 2013).
Al respecto, Harsem et al. (2006) informan que en mujeres con preeclamsia se
observa una disminucion en los niveles de FRAP, lo que sugiere una susceptibilidad
al desarrollo de un cuadro oxidativo en condiciones no fisiologicas. Por otro lado,
los niveles de FRAP en linfocitos de adultos clinicamente sanos (60 a 80 afios) se
encuentran disminuidos significativamente, en tanto que el MDA (TBARS), la
carbonilacion y el dafio del ADN estuvieron significativamente elevados al
compararse con sujetos jovenes sanos de 21 a 40 afios. Estos datos indican que la
edad es un factor a considerar en el desarrollo de un cuadro de estrés oxidativo

(Mutlu-Tirkoglu et al., 2003).
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También se sefiala que tanto el a- tocoferol como la vitamina C disminuyeron los
niveles de MDA (TBARS) y aumentaron los de FRAP en leucocitos de becerros
obtenidos al finalizar su periodo de transporte, en comparacion con animales no
transportados, lo que sugiere que el transporte influyé en el proceso de
lipoperoxidacion de las células blancas. Por lo tanto, el uso de antioxidantes puede
proteger a las células inmunolégicas durante infecciones bacterianas (Urban-

Chmiel et al., 2009).

Por otro lado, la técnica para medir la capacidad antioxidante (FRAP) no detecta
antioxidantes de tipo enzimatico, de tipo tiol (R-SH) y carotenoides (Benzie y
Strain, 1999), por lo que el aumento en los niveles de FRAP observados durante
los periodos de gestacion y destete se debieron probablemente a un incremento
en la concentracién de acido Urico, que se sabe que tiene actividad antioxidante
(Niki, 2010), o a una elevacién en el contenido de polifenoles, quiza por efecto de

la dieta, o a algun otro metabolito, no identificado.

Con respecto a los valores de MDA, éstos no se modificaron en ninguno de los
grupos. En el caso de las cerdas vacias esto quizd se debi6 a que no estan
sometidas a una exigencia metabdlica; en los demas grupos, la disponibilidad de
antioxidantes detectada por los andlisis de FRAP pudo haber sido suficiente para
controlar el proceso lipoperoxidativo (MDA). Se han observado niveles altos de
MDA en condiciones no fisiologicas (Niki, 2009), situacion muy distinta a la que se

encontraron los animales de este experimento.
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Como parte de la defensa celular antioxidante, las enzimas antioxidantes, tales
como la superoxido dismutasa, glutation peroxidasa (GSH-Px), catalasa, glutation
reductasa, tiorredoxina reductasa y tiorredoxina peroxidasa, juegan un papel
importante en la eliminacion de los oxidantes. La GSH-PX reduce el nivel de varios
perdoxidos que se encuentran en la célula usando glutatién reducido (GSH) como

un donador de electrones (Miyamoto et al., 2003).

El 6xido nitrico (NO) implicado en los procesos fisiolégicos de la vasodilatacion,
inhibicion de la agregacion plaquetaria y la neurotransmisién, entre otros
(Moncada et al., 1991), inhibe la actividad de la enzima GSH-Px (Asahi et al.,
1995). También se ha observado un efecto inhibitorio sobre la actividad de la GSH-
Px por la presencia de grupos carbonilo (Lo et al., 1994; Uchida et al., 1997) y por
aldehidos (Kinter et al, 1996). En este trabajo, la enzima GSH-Px mostré una
disminucion en su actividad sélo a los 45 dias de gestacién. Es posible que la
presencia de carbonilos (Fig. 10), algun derivado del éxido nitrico o una baja
temporal de GSH hayan influido en tal efecto (Miyamoto et al/., 2003; Wang et al.,
2006). No se cuenta con ninguna evidencia experimental o bibliografica que

explique este dato.

Por otro lado, se sabe que los lechones estan protegidos de muchos patégenos por
transferencia pasiva de inmunoglobulinas durante las primeras semanas de vida
(Stokes y Bailey, 1998). La estimulacion temprana de la respuesta inmune puede

mejorar las defensas inmunitarias innatas durante este periodo de desarrollo

49



inmunolégico, que estd marcado con muchos factores de estrés. Un
inmunomodulador de este sistema es la vitamina C. Se ha consignado que en
macréfagos esta vitamina incrementa la fagocitosis, la quimiotaxis y la adherencia

celular (Del Rio et al., 1998).

En un estudio realizado con Actinobacillus pleuropneumoniae en cerdos, los niveles
de ascorbato sanguineo disminuyeron en paralelo a la progresion de la
enfermedad. Los niveles de ascorbato se normalizaron cuando al cerdo se le aplicé

un tratamiento de antibioticos (Lykkesfeld y Svendsen, 2007).

Asimismo, hay varios estudios en los que se sefiala el efecto de la adicién de
diferentes concentraciones de vitamina C a la dieta de los cerdos en distintos
pardmetros  productivos: ganancia de peso, conversibn  alimenticia,
inmunomodulacion, sangrado del ombligo, etc., y los resultados son variables,
contradictorios e inconsistentes (Mahan et a/, 1983,1994; Yen and Pond 1981,
1984, 1987; Lynch 1985; Chiang 1985; Eicher et al, 2006). Estas diferencias
pueden atribuirse a la raza del cerdo en estudio, al manejo de los animales, a la
variacién del medio ambiente, a la presencia de patdgenos, etc. Sin embargo, en
ninguno de estos estudios se investigd el efecto antioxidante de la vitamina en los

parametros productivos y reproductivos de la cerda.
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Se sabe que la vitamina C posee actividad de tipo antioxidante, demostrada por su
eficiente inactivacion de los radicales superoxido, peroxido de hidrégeno, acido

hipocloroso, hidroxil y peroxil (Sies et al., 1992).

En el presente estudio, los niveles de vitamina C disminuyeron desde los 45 dias
de gestacion hasta no ser detectados al final del periodo de destete. Al parecer, el
periodo de gestacion es altamente demandante de vitamina C, superando la
capacidad de sintesis de la madre. Esta situacion metabdlica podria ser la
responsable del desarrollo de algunos problemas infecciosos que se presentan
después del parto en las cerdas. Darle seguimiento a este dato seria de gran
importancia y podria desembocar en la recomendacion practica de incluir vitamina

C en las dietas para cerdas gestantes.
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CONCLUSION

Los resultados de oxidacion proteinica y disponibilidad de vitamina C obtenidos en
este trabajo sugieren que las cerdas gestantes desarrollan un cuadro de estrés
oxidativo. Es probable que exista una relacion inversa entre los altos niveles de
carbonilacion y la disminucion gradual de las concentraciones séricas de vitamina
C, lo que tendria un impacto negativo en el estado fisiolégico de las cerdas,

llegando, incluso, a afectar su productividad.
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