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Resumen:

El objetivo de este estudio fue determinar los efectos del flavonoide, que es un producto
de la produccion de citricos, sobre los parametros sanguineos y la concentracion de
HSP70 en codornices aplicado en condiciones termoneutrales y de estrés por calor. En
este contexto, 160 codornices (Coturnix coturnix japonica, macho), de 6 semanas de edad
y 150-200 g de peso vivo, se alojaron en jaulas durante 1 semana de ejercicio y 5 semanas
de periodo de ensayo. El disefio del estudio const6 de 4 grupos de 40 animales y 4
subgrupos con 10 animales en cada grupo. La agrupacion se realizé en forma de 2x2. Los
grupos termoneutrales (24 = 0.1 °C) son NC (0 g de hesperidina/kg de alimento base) y
NHES3 (3 g de hesperidina/kg de alimento base) y los grupos bajo estrés por calor (34 £
0.1 °C) son HC (0 g de hesperidina/kg de alimento base) y HHES3 (3 g de hesperidina/kg
de alimento base), y se generaron aleatoriamente. En el caso de estrés por calor, las
concentraciones de pO2, pH, HCOs y CI disminuyeron en el grupo HHES3 en
comparacion con el grupo HC (P<0.05). La concentraciéon de enzimas ALP mostr6é una
disminucion significativa en el grupo HHES3 en comparacion con el grupo HC en la
condicion de estrés por calor. El nivel de proteinas de choque térmico (Hsp70) aumento
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en el suero sanguineo, tejidos del rifion, higado y pecho en el grupo HC con estrés celular
durante el estrés por calor; sin embargo, la concentracion de Hsp70 disminuyo
significativamente en el grupo HHES3. Como resultado, se encontraron efectos positivos
de la suplementacién con hesperidina en la dieta tanto en condiciones de estrés por calor
como en termoneutrales.

Palabras clave: Flavonoide, Codorniz, Termoneutral, Proteina de choque térmico,
Hesperidina.
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Introduccion

Distintos factores ambientales pueden causar estrés en la avicultura. La temperatura
ambiental es un factor importante en la produccion avicola, ya que afecta el rendimiento
del animal y causa problemas econémicos*®. En general, se ha reportado que la
temperatura termoneutral es de 16-25 °C en aves de corral®. Se ha informado que el
estrés fisioldgico se produce si la temperatura ambiental permanece por encima de la
temperatura termoneutral®. Cuando se expone al estrés, la hormona adrenocorticotropica
(ACTH, por sus siglas en inglés) se secreta dependiendo de la hormona (CRH) que secreta
corticotropina del hipotalamo. La ACTH proporciona la secrecién de corticosteroides y
adrenalina. Asi, los metabolismos de glucosa, lipidos y proteinas son regulados por la
secrecion de altas cantidades de corticosteroides en el ambiente como adaptacion
metabdlica durante el estrés por calor. El metabolismo, la nutricion y las condiciones
ambientales son eficaces en el equilibrio acido-base del cuerpo. Los pardmetros mas
importantes que indican el estado &cido-base de la sangre son el pH sanguineo, el
bicarbonato (HCO3") y las concentraciones de iones de sodio (Na*), potasio (K*) y cloro
(CI". Los minerales monovalentes juegan un papel importante para el equilibrio acido-
base®1?), Los animales mantienen la homeostasis bajo condiciones de estrés por calor a
través de la vasodilatacion, conveccion y evaporacion®®. Inicialmente, los factores de
estrés ambiental alteran el funcionamiento metabdlico en las aves de corral y hacen que
la produccion de glucosa mantenga la homeostasis durante la presencia de factores
estresantes. Bajo estrés por calor, los sacos aéreos juegan un papel importante en el
intercambio de gases, ya que aumentan la circulacién de aire hacia la superficie, lo que
resulta en una evaporacion que hace que el calor se propague¥.

Debido al estrés, se produce oxidacién en la estructura de las proteinas y el ADN en la
sangre y los tejidos. Como resultado del estrés por calor, se observa un aumento de las
proteinas de choque térmico®®). Las proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en
inglés) son una familia de proteinas producidas por las células en respuesta a factores
estresantes que estan o no relacionados con la temperatura®®. Las HSP son una familia
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importante de proteinas que se han conservado a lo largo de la evolucidn y se expresan
en todos los seres vivos, desde procariontes hasta eucariontes. Las HSP han realizado
tareas como el plegamiento de proteinas recién sintetizadas en la célula, la prevencion de
la agregacion de proteinas, la estabilizacion de proteinas y la eliminacion de proteinas
mal plegadas. Las HSP se dividen en cinco clases principales segin su masa molecular:
HSP pequerias (<40 kDa), HSP60 (60 kDa), Hsp70 (70 kDa), HSP90 (90 kDa) y HSP100
(100 kDa). Cada HSP tiene diferentes isoformas, y se localizan en diferentes partes de la
célula. La chaperona molecular Hsp70 juega un papel central en el control de calidad de
las proteinas. Al unirse a los sustratos de proteina Hsp70, les ayudan a plegarse,
descomponerse, transferirse, regular y prevenir la agrupacion. El sustrato de Hsp70 se
une a regiones hidrofébicas en las proteinas y ayuda a las proteinas recién sintetizadas y
a las proteinas parcialmente plegadas a plegarse correctamente®’-21),

Estudios previos informaron que el estrés por calor causa bajo rendimiento en el animal
y suprime el sistema inmunoldgico®?. Después del estrés por calor; disminucion del peso
vivo, palidez en el color de la carne®), baja inmunidad, bajo equilibrio liquido-
electrolitico e irregularidad en el pH sanguineo®, incluso se pueden observar casos como
muerte subita en pollos de engorda. Cuando el estrés por calor ocurre en pollos de
engorda, se puede producir alteracion del equilibrio &cido-base y alcalosis respiratoria®®.

La hesperidina es un antioxidante eficaz que reduce el estrés oxidativo. También inhibe
la peroxidacion lipidica®®?”, Se ha reportado que la concentracion de lactato
deshidrogenasa y proteina de choque térmico (Hsp70), que son marcadores de estrés por
calor, disminuye con la adicion de hesperidina a las raciones de aves de corral®®. Se ha
informado que, para superar los efectos negativos del estrés por calor en codornices
japonesas, se debe administrar una buena estrategia de nutricion®®. Las dietas
suplementadas con hesperidina proporcionan una alternativa al uso de aditivos sintéticos,
pueden mejorar el perfil lipidico de la carne de pollo y asegurar una produccién de carne
de ave de mayor calidad®*3D, Ademas, estudios recientes han manifestado que el aporte
de hesperidina a la racion tiene efectos positivos sobre la calidad de la carne, la calidad
del huevo y la microflora intestinal en codornices®?23).

La industria avicola de los Estados Unidos ha informado que se han perdido $ 2.4 mil
millones debido al estrés por calor®. Se ha demostrado que el estrés por calor tiene
efectos adversos en los pollos de engorda, incluido un mayor consumo de alimento, asi
como una reduccion de la tasa de crecimiento y la vitalidad de los pollos de engorda®®.
Ademas, puede disminuir la calidad de los productos obtenidos de los pollos de engorda
al aumentar su grasa abdominal®®. En el presente estudio, se determinaran los efectos de
la hesperidina, un subproducto de los citricos, sobre los parametros sanguineos y los
niveles de Hsp70.
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Material y métodos

En el estudio, 160 codornices (Coturnix coturnix japonica, machos) de 6 semanas de edad
con un peso vivo de 150-200 g se alojaron en jaulas durante 1 semana de ejercicio y
durante 5 semanas de periodo experimental con 10 codornices por jaula, un total de 42
dias. Las codornices se alojaron en jaulas (45 cm de ancho X 20 cm de alto X 90 cm de
largo). El disefio del estudio consta de 4 grupos con 40 animales y 4 subgrupos dentro de
cada grupo. La agrupacion se realizé en forma de 2x2. Los grupos termoneutrales (24 +
0.1 °C) son NC (0 g de hesperidina/kg de alimento base) y NHES3 (3 g de hesperidina/kg
de alimento base) y los grupos bajo estrés por calor (34 + 0.1 °C) son HC (0 g de
hesperidina/kg de alimento base) y HHES3 (3 g de hesperidina/kg de alimento base), y
se generaron aleatoriamente. La hesperidina (C28H34015, num. de cas: 520-26-13,
pureza del 91 %, empresa Chem-Impex International, EE.UU.) utilizada en el estudio
estaba disponible comercialmente. Las raciones utilizadas en el experimento se
formularon de acuerdo con las recomendaciones del NRC®” (Cuadro 1).

Cuadro 1: Composiciones de las dietas utilizadas en el experimento

Dietag****
Thermoneutral Estrés calorico

Ingredientes, % NC NHES3 HC HHES3
Trigo 52.03 52.03 52.03 52.03
Maiz 10.42 10.42 10.42 10.42
Aceite vegetal 2.76 2.76 2.76 2.76
Harina de soya, %48 27.52 27.52 27.52 27.52
Piedra caliza* 5.55 5.25 5.55 5.25
Fosfato dicalcico 1.17 1.17 1.17 1.17
Sal 0.26 0.26 0.26 0.26
Vitaminas-minerales, mezcla** 0.25 0.25 0.25 0.25
L treonina 0.03 0.03 0.03 0.03
Hesperidina*** - 0.30 - 0.30
Valores calculados
Materia seca, % 90.30 90.30 90.30 90.30
Proteina cruda, % 19.96 19.96 19.96 19.96
Cenizas, % 9.80 9.50 9.80 9.50
Celulosa cruda, % 2.86 2.86 2.86 2.86
Estracto etéreo, % 4.56 4.56 4.56 4.56
Energia metabolizable, kcal/kg 2900 2900 2900 2900
Calcio, % 2.50 2.38 2.50 2.38
Fasforo disponible, % 0.35 0.35 0.35 0.35
Metionina +cistina, % 0.64 0.64 0.64 0.64
Lisina, % 1.00 1.00 1.00 1.00
Treonina, % 0.74 0.74 0.74 0.74
Triptofano, % 0.27 0.27 0.27 0.27

* *|_a caliza se redujo y se afiadi6 en lugar de hesperidina en los grupos de experimentacion.
**La premezcla de vitaminas y minerales contenia por kg: mg: retinol (vit A) 3, tocoferol (vit E) 30,
menadiona (vit K3) 5, tiamina (vit B1) 1, riboflavina (vit B2) 5, piridoxina (vit B6) 3, &cido nicotinico 30,
acido pantoténico 10, &cido félico 0.8, &cido ascorbico (vit C) 10, cloruro de colina 450, Co 0.2, 1 0.5, Se
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0.3, Fe 25, Mn 120, Cu 10, Zn 100; pg: colecalciferol (vit D3) 62.5, cobalamina (vit B12) 20, biotina 100

ug.
***Hesperidina obtenida de la empresa Chem-Impex Int., férmula molecular (C28H34015), nim. de cas
(520-26-13), grado de pureza 91 % (Chem-Impex, Wood Dale, IL, EE.UU.)
****NC= Control (0 g de hesperidina/kg de alimento), (24 £ 0.1 °C); NHES3= temperatura termoneutral
(24 £ 0.1 °C), (3 g de hesperidina/kg de alimento); HC= temperatura de estrés por calor (34 £ 0.1 °C);
HHES3= temperatura de estrés por calor (34 £ 0.1 °C), (3 g de hesperidina/kg de alimento).

En el estudio se suministro alimento granular y agua ad libitum a los animales. Durante
el periodo de estudio hubo una humedad relativa del 50-60 % en las jaulas. Se utilizaron
ldmparas fluorescentes para la iluminacion, y se utilizé un temporizador (Cata CT 9181,
China) durante el ensayo para proporcionar 16 h de luz y 8 h de oscuridad junto con luz
solar. Para crear estrés por calor en las jaulas, se utilizaron calentadores eléctricos para
calentar los compartimentos. La jaula de ensayo se mantuvo a temperatura ambiente,
mientras que el grupo sometido a estrés se mantuvo a 34 + 0.1 °C durante el periodo del
ensayo utilizando los calentadores eléctricos con control de termostato, y las codornices
en el grupo termoneutral se mantuvieron a 24 + 0.1 °C. Durante el periodo de
experimentacion, la humedad relativa de la sala de ensayo se midi6é constantemente con
un higrémetro y se mantuvo bajo control. Se utilizaron ventiladores eléctricos para regular
la circulacion de aire y deshacerse del polvo acumulado y los gases nocivos en las jaulas.

Aprobacion ética

Este estudio se ha realizado con el permiso de la Universidad Tokat Gaziosmanpasa,
Comité de Etica Local de Experimentos con Animales con fecha 20.05.2021 y con
namero 51879863-36.

Analisis bioquimico de gases y suero en sangre

Al final del ensayo, se seleccionaron al azar tres animales de cada subgrupo, lo que
equivale a 12 de cada grupo y un total de 48 en general. Se tomaron muestras de sangre
de la vena saphena brachialis antes del sacrificio, y los valores de gases en sangre se
determinaron por método fotométrico utilizando un kit comercial (epoc BGEM blood test,
Alemania). Inmediatamente después de que se tomaron las muestras de sangre, se
centrifugaron durante 10 min a 3,000 rpm, y luego el suero recogido en la parte superior
se transfirio a tubos Eppendorf de 2 ml. Los sueros se congelaron y almacenaron para su
analisis en un congelador a -80 °C. Los valores bioquimicos se detectaron en muestras de
suero sanguineo utilizando un dispositivo autoanalizador (Mindray BS200, China).

Analisis de la expresion del gen Hsp70
Al final del estudio se tomaron muestras de tejido de 2-3 g de higado, rifion y masculos

del pecho de cada animal bajo condiciones higiénicas. A continuacién, las muestras de
tejido y sangre se almacenaron a -80 °C para el analisis del gen Hsp70. Después de afadir
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0.9 ml de solucion salina fisiologica a la muestra de tejido de 0.1 g pesada, las muestras
de tejido (0.1 g) se homogeneizaron en un buffer de homogeneizacion [0.15 M NacCl, 20
mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1 M]. E-46, 0.08 uM de aprotinina,
0,1 uM de leupeptina y NP-40 al 0.1 %©® y homogeneizados se centrifugaron a 4 °C
durante 20 min a 12,000 xg utilizando un homogeneizador Ultra-turrax sobre hielo. El
sobrenadante se recogid y almacend a -20 °C hasta la determinacién de la proteina. La
cantidad de proteina se determind utilizando ELISA (BT-LAB, E0124Ch). La curva
estandar y la deteccion inmunologica de proteinas se llevaron a cabo mayormente de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + error estandar y el nivel de significancia se prob6
con un ANOVA unidireccional. La diferencia entre los grupos se determiné mediante la
prueba de comparacion mdltiple T2 de Bonferroni y Tamhane con un intervalo de
significancia de P<0.05.

Resultados

Dentro del alcance del experimento, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos termoneutrales y los grupos bajo estrés por calor en términos de las
concentraciones de pCO2, pO2, pH, HCOs, Na, Ky Cl entre los parametros sanguineos
(P<0.05); sin embargo, todos los grupos arrojaron los mismos resultados en términos de
hematocrito y hemoglobina (P>0.05). En los pardmetros de gases en sangre, la pCO. fue
menor en el grupo bajo estrés por calor HC; fue mayor en el grupo HHES3 (P<0.05). La
pO- fue mayor en el grupo HC, que es el grupo bajo estrés por calor, y menor en el grupo
HHES3 (P<0.05). El pH sanguineo fue mas bajo en el grupo HHES3; fue mayor en el
grupo HC (P<0.05). Las concentraciones sanguineas de Na y CI fueron menores en los
grupos bajo estrés por calor; fueron mayores en los grupos termoneutrales (P<0.05). La
concentracion de K fue menor en el grupo HC y fue mayor en el grupo HHES3 (P<0.05)
(Cuadro 2).

Ademas, la concentracion sérica de la enzima fosfatasa alcalina (ALP, por sus siglas en
inglés) en los parametros séricos sanguineos fue menor en el grupo HHES3; fue mayor
en el grupo HC (P<0.05); no obstante, todos los grupos son similares en términos de otros
parametros (Cuadro 3).
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Cuadro 2: Efecto de agregar hesperidina a las dietas de codorniz en condiciones

termoneutrales y de estrés por calor en los pardmetros de gases en sangre

Termoneutral (24 °C) Estrés por calor (34°C)

NC NHES3 HC HHES3 P
Hgb, g/dl 12.34+0.53  12.40+0.50  10.80+0.07 11.20+0.58  0.06
PCO2, mmHg 37.99+0.18° 38.13+0.14° 31.24+0.06°  48.85+2.20 0.001*
PO, mmHg  46.81+0.69° 50.16+0.50* 52.36+0.02®  40.09+1.16° 0.001*
Hct, % 36.53+1.62 36.26+x1.45  31.81+0.30 32.70+1.66  0.05
pH 7.42+0.01°  7.41+0.001° 7.53+0.01° 7.31+0.02°  0.001*
HCOsz, mmol/L 23.84+0.01° 24.13+0.06° 25.92+0.44%  24.60+0.03° 0.001*
Na, mmol/L  162.97+0.74% 159.23+0.56° 144.41+0.15¢ 147.85+0.83° 0.001*
K, mmol/L 455+0.09°  4.73+0.05°  3.94+0.01° 5.93+0.17°  0.001*
Cl, mmol/L  129.35+1.33® 118.81+1.79® 109.00+0.001°¢ 108.48+0.14° 0.001*

Hgb= hemoglobina, PCO= presion parcial de dioxido de carbono, PO,= presion parcial de oxigeno, Hct=
hematocrito, pH= potencial de hidrégeno, HCOs= hidrogenocarbonato, Na= sodio, K= potasio, Cl=
cloruro.
*Existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales (P<0.05).

Cuadro 3: Efectos de agregar hesperidina a dietas de codorniz en condiciones
termoneutrales y de estrés por calor en los pardmetros del suero sanguineo

Termoneutral (24 °C)

Estrés caldrico (34 °C)

NC NHES3 HC HHES3 P
Glucosa,
ol 160.62+30.94  14450+32.80 204.44+3520  165.39+23.14  0.59
;Z%'Ice”do’ 1156.98+60.06 983.02+176.00 1225.63+3.60  1022.87+141.10 0.48
HDL, mg/dl  59.40+2054  26.83+13.27  81.90+17.21  43.98+11.74  0.20
Colesterol 513 0344329  262.43+15.81 268.06:18.46  256.43:10.26  0.33
total, mg/dI
;rgltgl'na otal, 524024 4.69+0.27 5.32+0.51 4.72+0.16 0.31
gA/:jbI“m'”a’ 1.90+0.11 1.87+0.06 1.79+0.06 1.79+0.08 0.69
Globulina,
g 3.40+0.41 2.82+0.21 2.94+0.13 2.73+0.16 0.23
ALT, ull 6.5040.92 5.6740.21 8.44+1.09 6.14+1.03 0.17
AST, u/l 104.00+22.52  181.83+10.64 216.33+17.64  199.86+26.28  0.67
ALP, u/l 845.03+161.17% 622.83+154.07° 1272.91+146.42° 507.16+67.60° 0.001*
Ca mgidl  26.213.11 22174318  21.36+1.14 22.40+2.67 0.60
Mg, mg/dl  7.11+0.44 6.91+0.51 6.77+0.27 6.88+0.30 0.94
P, mg/dl 11.60+1.11 12.03+1.46  12.27+0.81 12.68+0.89 0.90

HDL-= lipoproteina de alta densidad, ALT= alanina transaminasa: AST= aspartato transaminasa: ALP=
fosfatasa alcalina, LDH= lactato deshidrogenasa, Ca= calcio, Mg= magnesio, P= fésforo.
*Existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales (P<0.05).
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En cuanto al parametro HSP 70, fue mas bajo en el tejido del pecho en los grupos
termoneutrales (P>0.05). La concentracion fue similar en todos los tejidos en los grupos
termoneutrales (P>0.05). En los grupos bajo estrés por calor, la concentracién sérica fue
mas alta en el grupo HC, pero més baja en el grupo HHES3 (P<0.05). La concentracion
en los tejidos hepaticos y renales fue alta en el grupo HC bajo estrés por calor, mientras
que fue significativamente menor en el grupo HHES3. Ademas, en los grupos bajo estrés
por calor, la concentracion de Hsp70 en el tejido hepéatico fue mas baja en el grupo
HHES3 (P<0.05) (Figura 1).

Figura 1: Nivel de expresion de proteina de Hsp70 en los grupos experimentales
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Discusion

Existen muchos estudios sobre el efecto del estrés por calor en la adicion de vitaminas,
aminoacidos y minerales en el alimento de las aves de corral®®). El presente estudio se
realizo para observar los efectos de la hesperidina, un flavonoide incluido en la dieta,
sobre la bioguimica sanguinea y la expresion de Hsp70 en codornices expuestas a estrés
por calor.

Dependiendo del aumento de la temperatura ambiental, se producen algunos cambios en
la sangre y el metabolismo. En caso de respiracion rapida, se produce una alta pérdida de
diéxido de carbono, una disminucién de la presion parcial de CO2 (pCO») en la sangre y
un aumento del pH de la sangre. La hiperventilacion altera el equilibrio acido-base en las
aves de corral a través del desarrollo de alcalosis respiratoria®. En el presente estudio la
presion pCO- fue menor en el grupo HC, mientras que la presion pO. fue mayor. Mientras
que la presion pCO2 mas alta se observo en el grupo HHESS, la presion pO; fue més baja.
Mientras que las presiones pCOz y pO2, que fueron similares en el grupo termoneutral,
aumentaron en los grupos bajo estrés por calor, la pCO2 aument6; como era de esperar,
la pO2 disminuyd. Attia et al® informaron que con la adicion de aminoécidos a la racion
en pollos de engorda bajo estres por calor, el pH sanguineo fue ligeramente mayor en el
grupo de control bajo estres por calor. Dependiendo de la temperatura ambiental, el mayor

843



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(4):836-854

pH en el grupo HC y la disminucion del pH en el grupo HHES3 pueden estar asociados
con la suplementacién con hesperidina. En el presente estudio una disminucion en el nivel
de pH sanguineo por debajo del nivel de pH neutro (7.35), un aumento en pCO> a 48
mmHg y una disminucién en pO. a 40 mmHg en el grupo HHES3 bajo estrés por calor
se considera un cuadro de acidosis respiratoria. Ademas, la concentracién de HCOs en
sangre es mas alta en el grupo HC, mientras que esta en el nivel de los grupos
termoneutrales en el grupo HHES3. No se ha observado ningln efecto de compensacién
sobre el pH de la sangre debido a la adicién de hesperidina.

Si bien la concentracion de hemoglobina en sangre fue méas baja en el grupo HC, se acerco
a la de los grupos termoneutrales en el grupo HHES3. En estudios previos, también se ha
reportado que la concentracion de hemoglobina en la sangre que ocurre a temperatura
normal tiende a disminuir debido a un aumento del estrés por calor%4b,

En general, las concentraciones de Na, K y ClI son importantes para el equilibrio acido-
base de la sangre en términos de pH. El pH de la sangre aumenta con la formacion de
alcalosis respiratoria. En el presente estudio el pH de la sangre fue mas alto en el grupo
HC de los grupos bajo estrés por calor, como se esperaba, dependiendo del estado de
alcalosis. Sin embargo, el pH de la sangre cambi6 a pH neutro en el grupo HHESS3, lo que
se pens6 que estaba relacionado con el aporte de hesperidina. Contrariamente a los grupos
termoneutrales, no se espera que la concentracion de Na, que es un cation importante, sea
mas baja en el grupo HC. Asimismo, la concentracion de K en el grupo HC también ha
mostrado una disminucion. Aunque las concentraciones de Na y K mostraron una
similitud general en los grupos normales y de estrés por calor en el presente estudio, se
ha observado mayor concentracion de K y menor concentracion de Cl en sangre en el
grupo HHES3 con un pH bajo. Del mismo modo, en un estudio realizado sobre los efectos
del estrés por calor en el ganado lechero, se ha informado que una disminucién en las
concentraciones de Na y K en el liquido ruminal causa excrecidn urinaria de Na y pérdida
de K en la piel®?. El intervalo normal para la concentracion de cloro en la sangre esta
entre 97 y 107 mEg/L. Se ha reportado que, cuando se produce estrés en el cuerpo, los
niveles de electrolitos pueden volverse irregulares; por lo tanto, se produce un aumento
de la concentracion de cloro en la sangre®®. No obstante, en el presente estudio, mientras
que la concentracion de cloro en la sangre esta por encima de los niveles normales en los
grupos termoneutrales, se cree que la concentracion de cloro en la sangre de un animal
bajo estrés por calor ha alcanzado el limite superior como resultado de la compensacion.

Se ha informado que la gluconeogénesis se estimula aumentando el nimero de radicales
libres en el ambiente debido al estrés por calor, secretando las hormonas ACTH y cortisol,
y evitando la liberacion de insulina de las células B en el pancreas; aumentando asi los
niveles de glucosa sérica®. Rudich et al®® han informado en su estudio que las
condiciones de estrés oxidativo afectan negativamente la secrecion de insulina. En el
presente estudio también se ha determinado que el nivel de glucosa en sangre es mas bajo
en los grupos termoneutrales que en el grupo HC. Como resultado, al igual que en estudios
previos®647) la concentracion de glucosa en sangre aumentd en el grupo HC bajo estrés
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por calor; y hesperidina en el grupo NHES3 y la concentracién mas baja en el grupo
HHES3 bajo estrés por calor en comparacion con el grupo HC. Se ha reportado que el
estrés causado por la administracion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), una de
las hormonas del estrés, aumenta los niveles de glucosa, colesterol y lipoproteinas de alta
densidad (HDL, por sus siglas en inglés) en sangre, pero reduce el nivel de
triglicéridos“®. Moeni et al“® reportaron que el aporte de cromo a las raciones de pollos
de engorda reduce los niveles de triglicéridos, colesterol y LDL en sangre, pero aumenta
las concentraciones de colesterol y HDL.

Como se informa en estudios previos, se observd que la concentracion de triglicéridos en
sangre fue maés alta en el grupo HC bajo estrés por calor y cercana en el grupo HHES3,
mientras que fue cercana en el grupo NHES3. Eso significa que la concentracion de
triglicéridos en la sangre ha aumentado debido al estrés por calor. Seglin Rashidi et al?,
ese aumento en el nivel de lipidos en la sangre se debe al estrés por calor, a la disminucién
del consumo de alimento y a la provision de necesidades energéticas por movilizacién de
recursos lipidicos. Por otro lado, en el presente estudio, informaron que la adicion de
cromo Y selenio organico a la racion disminuyo el contenido de lipidos séricos, similar a
la disminucidn en los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos en los grupos
NHES3 y HHES3 en comparacion con el grupo HC. Se observo que la concentracion de
HDL en sangre en los grupos termoneutrales fue menor en los grupos NHES3 y HHES3
en comparacion con el grupo NC bajo estrés por calor, en comparacién con el grupo HC.
Como resultado, se cree que la proporcion de HDL disminuyé con la adicion de
hesperidina.

Ademas, en respaldo del presente trabajo, Moeini et al*® informaron que, cuando el
estrés fue creado por estrés por calor (33 £ 3 °C), el nivel de colesterol total disminuy6
en los grupos de ensayo donde se afiadié cromo orgéanico en comparacion con el grupo de
control, dependiendo del aumento de la dosis. Del mismo modo, en el presente estudio,
la concentracién de colesterol total en el grupo NHES3 disminuy6 sin dependencia del
estrés por calor. El grupo con la hesperidina adicional, que esta bajo estrés por calor, tiene
el nivel méas bajo de colesterol. Se cree que la disminucion de la concentracion de
colesterol total en el grupo HHES3 en comparacion con el grupo de control normal y el
grupo de control bajo estrés por calor ocurri6 debido a la adicion de hesperidina de 3 g/kg
y la dosis.

El estrés oxidativo causado por el estrés por calor aumenta la produccion de radicales
libres, lo que conduce a la oxidacion de la membrana celular, la peroxidacion lipidica que
conduce al dafio hepatocelular, el aumento de los niveles de enzimas intracelulares, que
incluyen la aspartato aminotransferasa (AST) y la lactato deshidrogenasa (LDH). Existe
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos normales y de estrés por
calor en términos de los niveles de enzimas ALP en suero sanguineo (P<0.05). En el
presente estudio, la concentracion sérica sanguinea de la enzima fosfatasa alcalina (ALP,
por sus siglas en inglés) en el grupo HC bajo estrés por calor aument6 debido al estrés
por calor. Sin embargo, una disminucion significativa observada tanto en el grupo NHES3
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en los grupos termoneutrales como en el grupo HHES3, que es el grupo bajo estrés por
calor, puede deberse a la suplementacion con hesperidina. En general, se ha observado
que las concentraciones de las enzimas ALT, AST, ALP y LDH cambian tanto en los
grupos termoneutrales como en los de estrés por calor debido al aporte de hesperidina.
Mehaisen et al®® observaron un aumento similar en la concentracion de enzimas ALT,
AST en el grupo de control bajo estrés por calor debido a la adicion de propdleo a la
racion en estrés por calor. En el mismo estudio, se informo que los niveles de las enzimas
ALT y AST disminuyeron con la adicién de propoleo en los grupos de ensayo de manera
similar a como lo hicieron en el presente estudio. Los resultados obtenidos en el presente
estudio son consistentes con estudios previos®2, En el presente estudio se ha observado
que el nivel de AST es ligeramente mas alto en los grupos termoneutrales que en los
grupos bajo estrés por calor. No obstante, los datos de AST obtenidos en el estudio de
estrés por calor realizado por Abdelhady et al®® han reportado una concentracion menor
que el presente estudio.

En la Figura 2 se observo que el nivel enzimatico de LDH fue menor en los grupos bajo
estrés por calor en comparacion con los grupos termoneutrales, pero tanto los grupos
NHES3 y HHES3 fueron menores que los grupos NC y HC. De manera similar al presente
estudio, Al-Mashhadini et al®¥ han informado que el uso de aceite de sésamo en animales
expuestos a estrés por calor ha reducido la concentracion de enzimas LDH en sangre en
el grupo alimentado con aceite de sésamo adicional en comparacién con el grupo de
control a temperatura normal, que la concentracion de la enzima LDH aument6 debido al
efecto del estrés en el grupo de control bajo estrés por calor, y que se encontr6 que la
concentracion de enzimas LDH era menor en el grupo alimentado con aceite de sésamo
adicional gque en el grupo de testigo. Ademas, existen multiples estudios que reportan que
la concentracion de LDH en sangre aumenta debido al estrés por calor en aves de corral
expuestas a 41-42 °C de temperatura®5°6),

Figura 2: Nivel de la enzima lactato deshidrogenasa en condiciones termoneutrales y de
estrés por calor
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En el presente estudio se ha observado que los niveles de proteina total tienen una
concentracion un poco més alta en condiciones termoneutrales que en estrés por calor
(Cuadro 3). La adicidn de hesperidina a la racion en el grupo HHES3 aumento el nivel de
proteina. El nivel de proteina total aumento en los grupos HC bajo estrés por calor, pero
se ha observado una disminucion en el grupo HHES3 con la hesperidina adicional. Un
alto nivel de proteina total bajo estrés por calor se asocia con un aumento en la
concentracion de proteinas de choque térmico (Hsp70)©7%9),

La concentracion de albumina en el suero sanguineo estuvo en una concentracion similar
en los grupos termoneutrales que en los grupos bajo estrés por calor. Como resultado, a
excepcioén de una ligera disminucién en el nivel de albimina de la condicién termoneutral
al estrés por calor, se cree que la adicion de hesperidina no tiene un efecto positivo sobre
la concentracion de albumina en la sangre. Efecto de la vitamina E sobre el estrés por
calor, Sahin® ha informado que el estrés por calor inhibi el total, existiendo una
situacion similar en términos de globulina. Se encontrd un nivel mas bajo de globulina
bajo estrés por calor que a temperatura normal. Similar al presente estudio, en un trabajo
que investigo la concentracion de proteina y albdmina.

Entre los estudios recientes sobre el estrés por calor, Al-Mashhadani et al®¥ determinaron
el efecto del aceite de sésamo sobre el estrés por calor y encontraron que la concentracién
de albumina en la sangre aumentd hacia el grupo bajo estrés por calor; sin embargo, el
grupo con estrés por calor y aceite de sésamo ha presentado una disminucién, como en el
presente estudio. Conocida como chaperona molecular, Hsp70 es una proteina que se ha
conservado a lo largo de la evolucién y es producida por las células de todos los seres
vivos en respuesta a estimulos de estrés. Los niveles de Hsp70 son bastante altos en los
primeros momentos en que comienza el estrés celular. Hsp70 es vital en todas las etapas
del metabolismo celular, incluyendo el crecimiento, diferenciacion, division e incluso
muerte celular. En particular, el estrés por calor y la cantidad de ERO que aumenta en
consecuencia interrumpen las estructuras tridimensionales y la estabilidad de las proteinas
en las células, lo que lleva a su desnaturalizacion. Los factores de estrés celular en el
citosol complican el proceso de plegamiento de las proteinas. Por lo tanto, el control de
calidad de las proteinas es necesario para que la célula mantenga su viabilidad. Hsp70
tiene funciones tales como el plegamiento correcto de cadenas de proteinas recién
sintetizadas, translocacién de proteinas entre membranas, inhibicién de la agregacion de
proteinas y la deteccion de proteinas deterioradas para su degradacion. Asi, Hsp70 ha sido
reconocido como un biomarcador importante para aumentar los niveles de expresion de
Hsp70 para mantener la integridad celular en casos de aumento del estrés en la célula 'y
para monitorear el estrés por calor y ERO que aumentan en consecuencial’%. En
estudios previos, se ha informado que la quercetina y varios otros flavonoides inhiben la
induccion de Hsp70 causada por el choque térmico a nivel celular a nivel de acumulacién
de ARNmM®?, Budagova et al® reportaron que la quercetina, uno de los flavonoides
naturales de la respuesta celular in vitro al estrés inducido por el estrés por calor, inhibe
completamente la sintesis y acumulacion intracelular de proteina de choque térmico
(Hsp70) en respuesta a la hipertermia. Kim et al® han reportado en su estudio que la
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fisetina, un flavonoide dietético, puede inhibir la actividad de HSP, interactuar con la
proliferacion de células cancerosas e inducir la apoptosis. Xu et al®® han informado en
su estudio que la quercetina puede tener un papel citoprotector que puede actuar a traves
de una via mitocondrial durante la exposicion al estrés por calor. En el presente estudio
hubo una disminucidén en los niveles de Hsp70 en el suero sanguineo y tejidos renales,
hepaticos y del pecho de codorniz, en el grupo HHES3 en comparacion con el grupo HC
en los grupos bajo estrés por calor. Sin embargo, el nivel de Hsp70 en los tejidos
hepaticos, renales y del pecho en los grupos termoneutrales fue similar al del grupo NC.
De acuerdo con estos resultados, se cree que la suplementacion con hesperidina en casos
de estrés por calor tiene un gran potencial como un aporte importante para reducir el
aumento del estrés en los tejidos debido al aumento del calor, similar a estudios anteriores.

Conclusiones e implicaciones

Como resultado, la prevencion y el tratamiento de enfermedades utilizando fitoquimicos,
en particular flavonoides, son bien conocidos. Las frutas y verduras son fuentes naturales
de flavonoides. Varios flavonoides que se encuentran en la naturaleza tienen sus propias
propiedades fisicas, quimicas y fisiologicas. Estas sustancias se utilizan mas ampliamente
en los paises en desarrollo. Como resultado del estudio, cuando la hesperidina, un
flavonoide, se agregé al alimento, en comparacion con el grupo HC, en el grupo HHES3
caus6 una mejora en las concentraciones de hemoglobina, pO2, pH, HCO3z y Cl en el caso
de estrés por calor. Ademas, en el caso de estrés por calor, las concentraciones de glucosa,
triglicéridos, HDL y colesterol total en sangre disminuyeron en el grupo HHES3 en
comparacion con el grupo HC. La concentracion de enzimas ALP mostré6 una
disminucion significativa en el grupo HHES3 en comparacién con el grupo HC bajo la
condicion de estrés por calor. El nivel de proteina Hsp70 aumentd en el suero sanguineo
y tejidos de rifion, higado y del pecho en el grupo HC con estrés celular durante el estrés
por calor; no obstante, la concentracion de Hsp70 disminuyo significativamente en el
grupo HHES3. Se cree que el uso de hesperidina, que es un suplemento agregado al
alimento bajo estrés por calor, puede ofrecer una estrategia nutricional potencial para
superar los efectos nocivos de los factores estresantes en la avicultura.
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